
11 2 390 849

OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA

19

Número de publicación:

 Título:

Fecha de publicación de la mención BOPI:

Prioridad:

Fecha de la publicación del folleto de la patente:

Titular/es:

 Inventor/es:

 Agente/Representante:

T3

19.11.2012

25.03.1999 US 126603 P

19.11.2012

Salfeld, Jochen; Roguska, Michael;
Paskind, Michael;Banerjee, Subhashis;; ;
Tracey, Daniel E; White, Michael;
Kaymakcalan, Zehra; Labkovsky, Boris;
Sakorafas, Paul; Friedrich, Stuart;
Myles, Angela; Veldman,Geertruida M; ; ; ;;
Venturini, Amy; Warne, Nicholas W;
Widow, Angela; Elvin, John G;
Duncan, Alexander R;Derbyshire, Elaine J;
Carmen, Sara; Smith, Stephen;
Holtet, Thor Las y Du Pou, Sarah L.

UNGRÍA LÓPEZ, Javier

ABBOTT GMBH & CO. KG (100.0%)
MAX-PLANCK-RING 2
65205 WIESBADEN, DE

Anticuerpos humanos que se unen a IL-12 humana y métodos de producción

45

TRADUCCIÓN DE PATENTE EUROPEA12

30

45

73

72

74

54

Número de solicitud europea:96 09175437 .4

Fecha de publicación de la solicitud:97 31.03.2010

Fecha de presentación: 24.03.200096

97 Número de publicación de la solicitud: 2168984

51 Int. CI.:

E
S

 2
 3

90
 8

49
 T

3

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicación en el Boletín europeo de patentes, de
la mención de concesión de la patente europea, cualquier persona podrá oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposición deberá formularse por escrito y estar motivada; sólo se
considerará como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposición (art. 99.1 del
Convenio sobre concesión de Patentes Europeas).

C07K 16/24 (2006.01)

(2006.01)C12N 15/13
(2006.01)C12N 15/63
(2006.01)C12N 5/10
(2006.01)C07K 16/00
(2006.01)A61K 39/395
(2006.01)G01N 33/577
(2006.01)C12P 21/08
(2006.01)A61P 43/00



DESCRIPCIÓN 
 
Anticuerpos humanos que se unen a IL-12 humana y métodos de producción 
 
Antecedentes de la invención 5 
 
La interleucina 12 humana (IL-12) se ha caracterizado recientemente como una citocina con una estructura única y 
efectos pleiotrópicos (Kobayashi, et al . (1989) J. E xp Med. 170: 827-845; Seder, et al. (1993) Proc. Natl. Acad Sci.  
90: 101 88-10192; Lin g, et al . (1995) J. Exp  Med. 154:  11 6-127; Podl aski, et al . (1992 ) Arch. Bioche m. Bioph ys. 
294:230-237). IL-12 d esempeña u n p apel cr ítico en la patología as ociada con  vari as e nfermedades q ue im plican 10 
respuestas inmunes e inflamatorias. Puede encontrarse una revisión de IL-12, sus actividades biológicas y su pa pel 
en enfermedad en Gately et al. (1998) Ann. Rev. Immunol. 16: 495-521. 
 
Estructuralmente, IL-12 es u na prot eína h eterodimérica que com prende una s ubunidad de 35 kD a (p35) y un a 
subunidad de 40 kDa (p40) que se unen ambas entre sí mediante un p uente disulfuro (denominada la “subunidad 15 
p70”). La pr oteína heter odimérica se pr oduce pr incipalmente por cé lulas pr esentadoras de a ntígenos tales com o 
monocitos, macrófagos y células dendríticas. Estos tipos ce lulares también secretan un exceso de la subunidad p40 
en rel ación co n sub unidad p 70. Las s ubunidades p 40 y p35 no está n relacionadas g enéticamente y n o se h a 
indicado que ninguna posea actividad biológica, aunque el homodímero p40 puede actuar como un antagonista de 
IL-12. 20 
 
Funcionalmente, IL-12 desempeña un papel central en la regulación del equilibrio entre linfocitos T auxiliares de tipo 
1 (Th1) y tipo 2 (Th2) especí ficos de antígeno. Las células Th1 y Th2 gobiernan el inicio y progreso de trastor nos 
autoinmunes, e IL-12 es crítica e n la r egulación de diferenciación y m aduración d e l infocitos T h1. Las citoc inas 
liberadas por las células Th1 son inflamatorias e incluyen interferón  (IFN), IL-2 y linfotoxina (LT). Las células Th2 25 
secretan IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 para facilitar inmunidad humoral, reacciones alérgicas e inmunosupresión. 
 
De forma co herente co n la preponderancia de res puestas T h1 en enf ermedades autoinmunes y l as activid ades 
proinflamatorias de IF N, IL-12 p uede desempeñar un papel principal en l a p atología as ociada con muc has 
enfermedades autoinm unes e inflamator ias tales com o artr itis reu matoide (RA), esclerosis m últiple (MS) y 30 
enfermedad de Crohn. 
 
Los pacientes humanos con MS han demostrado un aumento de la expresión de IL-12 como se documenta por los 
niveles de AR Nm d e p 40 e n p lacas d e MS ag udas. ( Windhagen et al ., (1 995) J.  Exp. Me d. 1 82: 1 985-1996). 
Además, la estimulación ex vivo de células presentadoras de antíge nos con linfocitos T que expresaban CD40L de 35 
pacientes con MS dio como resultado aumento de la producción de IL-12 en comparación con linfocitos T de control, 
coherente con la observación de que las interacciones CD40/CD40L son inductores potentes de IL-12.  
 
Se h an detectado niveles el evados d e p 70 de  IL-1 2 e n los s inovios de p acientes con RA  en  co mparación con  
controles sanos (Morita et a l (19 98) Arthri tis an d R heumatism. 41: 306-314). El  p erfil d e expresión de  áci do 40 
ribonucleico m ensajero (AR Nm) de citocina s en los sinov ios de RA identificó c itocinas pre dominantemente T h1. 
(Buchtet al ., (199 6) Cli n. Exp. Immunol. 1 03: 347- 367). IL- 12 tambi én parece des empeñar un p apel crítico en la  
patología asociada con enfermedad de Crohn (CD). Se h a observado expresión aumentada de IFN e IL-12 en la 
mucosa intestinal de pacientes con esta enfermedad (Fais et al. (1994) J. Interferon Res. 14: 235-238; Parronchi et 
al., (1997) Am. J. Path. 150: 823-832; Monteleone et al., (1997) Gastroenterology. 112: 1169-1178, y Berrebi et al., 45 
(1998) Am. J. Path 152: 667-672). El perfil de secreción de citocinas de linfocitos T de la lámina propia de pacientes 
con CD es c aracterístico de una respuesta predominantemente de Th1, incluyendo niveles de IFN muy elevados 
(Fuss, et al ., (1996) J. Immunol. 15 7: 1261-1270). Además, las seccio nes tisulares de colon de p acientes con C D 
muestran u na abundancia de  macrófagos q ue e xpresan I L-12 y linfocitos T  que expr esan IF N (Parronchi et al  
(1997) Am. J. Path. 150: 823-832).  50 
 
Debido al papel de IL- 12 humana e n u na d iversidad de trastornos huma nos, s e ha n dis eñado estrate gias 
terapéuticas para inhibir o contrarrestar la actividad de IL-12. En particular, se han buscado anticuerpos que se unan 
a, y neutralicen, IL-12 c omo un medio para inhibir la actividad de IL12. Algunos de los anticu erpos más tempranos 
eran anticuerpos mon oclonales muri nos ( mAb) secreta dos por hibridomas pre parados a p artir de  linfoc itos de  55 
ratones inmunizados con IL-12 (véase por ejemplo, Publicación de Solicitud de Patente Mundial Nº WO 97/15327 de 
Strober et al.; Neurath et al. (1995) J. Exp. Med. 182: 1281-1290; Duchmann et al. (1996) J. Immunol. 26: 934-938). 
Estos anticuerpos de IL-12 murinos se limitaron con respecto a su uso in vivo debido a problemas asociados con la 
administración de anticuerpos de ratón a seres humanos, tales como semivida en suero corta, una incapacidad para 
desencadenar ciertas func iones efectoras humanas e i nducción de una respu esta in mune no d eseada c ontra e l 60 
anticuerpo de ratón en un ser humano (la reacción de “anticuerpo anti-ratón humano” (HAMA)). 
 
En general, los intentos para superar los problemas asociados con uso de anticuerpos completamente murinos en 
seres h umanos, han  imp licado mo dificar por i ngeniería ge nética los  anticuerpos p ara q ue sea n más “d e tip o 
humano”. Por ejemplo, se han preparado anticuerpos quiméricos, en los que las regiones variables de las cadenas 65 
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de a nticuerpo son d erivadas de rató n y l as regi ones cons tantes d e las  cadenas de anticuerpo son deriv adas de  
seres humanos (Junghans, et al. (1990) Cancer Res. 50: 1495-1502; Brown et al . (1991) Proc. N atl. Acad Sci. 88: 
2663-2667; K ettleborough et a l. (1 991) P rotein Eng ineering. 4: 77 3-783). Si n em bargo, debido a q ue estos 
anticuerpos quiméricos y h umanizados a ún co nservan algu nas s ecuencias mur inas, aún pueden in ducir un a 
reacción inmune no deseada, la r eacción de anticuerpo anti quimérico humano (HACA), especialmente cuando se 5 
administran durante periodos prolongados. 
 
Carter, et al . ( 1997) H ybridoma, vol. 16, n º 4, pági nas 363-369 pr esentan un m étodo para producir anticu erpos 
murinos p ara la s ubunidad p40 d e IL-1 2. La  Pu blicación Nº W O 9 6/33735 descr ibe e l us o de l a tecn ología 
XenoMouse para producir anticuerpos humanos para la citocina humana IL-8.  10 
 
Un a gente inhibidor de IL- 12 pr eferido para anticuerpos murin os o  deriv ados de los mismos (por ej emplo, 
anticuerpos q uiméricos o  h umanizados) se ría un  a nticuerpo anti IL-12  comp letamente h umano, puesto q ue u n 
agente tal no debería inducir la reacción HAMA, incluso si se usa durante periodos prolongados. Sin embargo, tales 
anticuerpos no se han descrito en la técnica y, por lo tanto, aún se necesitan. 15 
 
Sumario de la invención 
 
La presente invención proporciona un anticuerpo humano aislado, o u na parte de unión a antíg eno del mismo, q ue 
se disocia de IL-12 humana con una tasa Koff constante de 1 x 10 -4 s-1 o menos, e inhibe la proliferación de blastos 20 
por fitohemaglutinina en un ensayo de PHA in vitro con una CI50 de 1 x 10-9 M o menos. Más pref eriblemente, el 
anticuerpo humano aislado, o una parte de unión a a ntígeno del mismo, se disoci a de IL-12 hum ana con un a tasa 
Koff constante de 1 x 10-5 s-1 o menos, e inhibe la proliferación de blastos por fitohemaglutinina en un ensayo de PHA 
in vitro con una CI50 de 1 x 10-10 M o menos. Aún más preferiblemente, el anticuerpo humano aislado, o una parte de 
unión a antígeno del mismo, se disocia de IL-12 humana con una tasa Koff constante de 1 x 10-5 s-1 o menos, e inhibe 25 
la proliferación de blastos por fitohemaglutinina en un ensayo de PHA in vitro con una CI50 de 1 x 10-11 M o menos. 
 
En una realización, el anticuerpo humano aislado, o una parte de unión a antíg eno del mismo, tie ne las siguientes 
características: 
 30 

a) tiene una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 9; y 
b) tiene una CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 10. 

 
En la realización anterior, preferiblemente el anticuerpo humano aislado, o una parte de unión a antígeno del mismo, 
tiene además una CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 11; y tiene 35 
una CD R2 d e caden a lig era que compr ende la sec uencia de aminoácidos de SEC I D Nº: 12. En la realiz ación 
anterior, prefer iblemente e l anticuerpo humano a islado, o una parte de u nión a antíge no del mism o, tiene a demás 
una CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 13; y tiene una CDR1 de 
cadena li gera que compre nde l a secue ncia de am inoácidos de S EC ID Nº: 14. En la realización anterior, 
preferiblemente el a nticuerpo huma no aislado ti ene una regió n vari able de ca dena pesada q ue c omprende la 40 
secuencia de  aminoácidos de SEC ID Nº: 15; y ti ene u na re gión v ariable d e ca dena li gera q ue c omprende la  
secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 16. 
 
En otra realización, el anticuerpo humano aislado, o una parte de unión a antígeno del mismo, 
 45 

a) tiene una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que 
consiste en SEC ID Nº: 404-SEC ID Nº: 469; y 
b) tiene una CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que 
consiste en SEC ID Nº: 534-SEC ID Nº: 579. 

 50 
En la  otra r ealización anterior, preferiblemente el anticuerpo humano a islado, o una parte de unión a antígeno del 
mismo, tiene además una CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos seleccionada del 
grupo que consiste en SEC ID Nº: 335-SEC  ID Nº: 403; y  una CDR2 de cadena ligera que comprende la secuencia 
de ami noácidos selecci onada del gru po q ue consiste en SEC ID Nº: 506-SEC ID Nº: 533. En la ot ra real ización 
anterior, prefer iblemente e l anticuerpo humano a islado, o una parte de u nión a antíge no del mism o, tiene a demás 55 
una CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en 
SEC ID Nº: 2 88-SEC ID Nº: 334; y u na CDR1 de c adena ligera que compre nde la  secue ncia de  amin oácidos 
seleccionada del grupo que consiste en SEC ID Nº: 470-SEC ID Nº: 505. 
 
En una realización adicional, el anticuerpo humano aislado, o una parte de unión a antígeno del mismo, 60 
 

a) tiene una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 25; y 
b) tiene una CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 26. 

 
En la real ización adicional anterior, preferiblemente el anticuerpo humano aislado, o una parte d e unión a antíg eno 65 
del mismo, tiene además una CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 
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27; y una CDR2 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 28. En la realización 
adicional anterior, preferiblemente el anticuerpo humano aislado, o u na parte de unión a antígeno del mismo, tien e 
además una CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 29; y una CDR1 
de cadena l igera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 30. En una realización prefer ida, el 
anticuerpo humano aislado, o una parte de unión a antígeno del mismo, tiene una región variable de cadena pesada 5 
que compr ende l a sec uencia d e am inoácidos de S EC I D Nº: 3 1; y una r egión vari able d e c adena li gera q ue 
comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 32.  
 
En la r ealización preferida anterior, preferiblemente el anticuerpo aislado humano comprende una región constante 
de cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en regiones constantes de IgG 1, lgG2, lgG3, lgG4, IgM, IgA 10 
e IgE. Se analizan v ariaciones al élicas de las mism as e n Ka bat et al. (Kabat, E. A., et al . ( 1991) Sequences of  
Proteins of Immunological Interest, Quinta E dición, U.S. Department of Health and Human Services, Publicación de 
NIH Nº 91- 3242). Más pref eriblemente, l a regi ón c onstante d e cad ena p esada d el anticu erpo es lgG1. En l a 
realización preferida anterior, prefer iblemente e l anticuerpo humano a islado es un fragmento Fab, o  un fragmento 
F(ab’)2 o un fragmento Fv de cadena sencilla.  15 
 
La invención también proporciona un ác ido nucleico aislado que codifica el a nticuerpo humano, o pa rte de un ión a 
antígeno de l mismo, de la i nvención, com prendiendo el  anticuerpo, o parte de u nión a antígeno del mismo, un a 
CDR3 d e cad ena p esada q ue compr ende la secue ncia de am inoácidos de SEC ID Nº: 25. Preferiblem ente, el  
anticuerpo codificado, o parte de unión a antígeno del mismo, comprende además una CDR2 de cadena pesada que 20 
comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 27. Más preferiblemente, el anticuerpo codificado, o parte de 
unión a antíge no del mismo, comprende a demás una C DR1 de cadena pesada qu e compre nde la secue ncia de  
aminoácidos de SEC ID Nº: 29. Aún más preferiblemente, el ácid o nucleico aislado codifica una región variable de 
cadena pesada de anticuerpo que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 31. La invención también 
proporciona un ácido nucleico aislado que codifica el anticuerpo humano, o parte de unión a antígeno del mismo, de 25 
la invención, comprendiendo el anticuerpo, o parte de unión a antígeno del mismo, una CDR3 de cadena ligera que 
comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 26. Preferiblemente, el  anticuerpo codificado, o parte de 
unión a a ntígeno de l mismo,  compren de a demás u na C DR2 d e cad ena lig era q ue c omprende la s ecuencia de 
aminoácidos d e SEC ID Nº: 28. Más pref eriblemente, el anticuer po co dificado, o par te de un ión a antígen o de l 
mismo, comprende además una CDR1 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 30 
30. Aún más p referiblemente, el ácido n ucleico aislado codifica una región variable de cadena ligera de anticu erpo 
que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 32.  
 
En otro aspecto, la invención proporciona vectores de expresión recombinantes que portan los ácidos nucleicos que 
codifican anticuerpo de la invención, y células hospedadoras en las que se h an introducido tales vectores también 35 
están abarcadas por l a invención, así como métod os para preparar los anticuerpos de  la invención cultivando las 
células hospedadoras de la invención. 
 
En otro aspecto, la invención proporciona una composición farmacéutica que comprende un anticuerpo o una parte 
de unión a antígeno del mismo, de la invención y un vehículo farmacéuticamente aceptable. 40 
 
Preferiblemente la composición comprende además un agente adicional, por ejemplo, un agente terapéutico. 
 
En otro aspecto, la invención proporciona un método para inhibir actividad de IL-12 humana in vitro que comprende 
poner en c ontacto IL-12 humana con e l anticuerpo de la  in vención, por  ejemp lo, J695, de modo que se inh iba la  45 
actividad de IL-12 humana. 
 
En otro as pecto, la inv ención pro porciona un us o d e u n antic uerpo de l a inv ención, por e jemplo, J695, o un 
fragmento de uni ón a antígeno de l mismo, para pre parar un m edicamento p ara tratar o prevenir un trastor no 
seleccionado del grup o que consiste en a rtritis reumatoi de, osteo artritis, artrit is cróni ca juv enil, artritis de Lyme, 50 
artritis ps oriásica, artritis  re activa, es pondioartropatía, espondilitis an quilosante, l upus eritemat oso sistémico, 
enfermedad de Crohn, coliti s ulcerosa, enfermedad infl amatoria del intestino, esclerosis múltiple, diabetes me llitus 
insulinodependiente, tiro iditis, asma, enfe rmedades a lérgicas, ps oriasis, dermatitis , esclero dermia, tiroi ditis, 
enfermedad de injerto c ontra hospedador, rechazo de trasplante de órganos, enfermedad inmune aguda o crón ica 
asociada con trasplante de órganos, sarcoidosis, aterosclerosis, coagulación intravascular diseminada, enfermedad 55 
de Ka wasaki, enfermed ad de Grave, síndrome n efrótico, síndrom e de fatig a crónica, poli arteritis nod osa, 
granulomatosis de W egener, púrpur a He nochSchonlein, vascu litis mic roscópica d e l os riño nes, he patitis activ a 
crónica, síndr ome d e Sjo gren, uveítis, sepsis, ch oque séptico, sínd rome de s epsis, síndrome  de dific ultad 
respiratoria d el adulto, ca quexia, enfer medades infe cciosas, enfer medades par asitarias, síndrome de la 
inmunodeficiencia a dquirida, miel itis trans versa aguda, miastenia grave, core a d e Huntington, en fermedad d e 60 
Parkinson enfermedad de A lzheimer, apoplejía, cirrosis b iliar primaria, enfermedades fibróticas pulmonares, anemia 
hemolítica, tumores malig nos, insuficiencia cardiaca e inf arto de mioc ardio por administración al sujeto humano. El 
trastorno puede ser, por ejemplo, enfermedad de Crohn, esclerosis múltiple o artritis reumatoide. 
 

65 
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Breve descripción de los dibujos 
 

Las Figuras 1A-1B muestran alineamientos de secuencias de aminoácidos de región variable de cadena pesada 
de una serie de anticuerpos humanos que se unen a IL- 12 humana en comparación con secuencias de línea 
germinal C os-3/JH3 y Dpl18 Lv10 42. Se  usa la n umeración de K abat par a id entificar pos iciones de  5 
aminoácidos. Para la Joe 9 de tipo silvestre, se muestra la secuencia completa. Para los otros anticuerpos solo 
se muestran las posiciones de aminoácidos que difieren de Joe 9 de tipo silvestre. 
Las F iguras 1 C-1D muestr an los al ineamientos de s ecuencias de am inoácidos de r egión vari able de cad ena 
ligera de una serie de anticuerpos humanos que se unen a IL-12 humana. Se usa la numeración de Kabat para 
identificar posiciones de ami noácidos. Para la Joe 9 de ti po silvestre, se muestra la s ecuencia completa. Para 10 
los otros anticuerpos solo se muestran las posiciones de aminoácidos que difieren de Joe 9 de tipo silvestre. 
Las Figuras 2A-2E muestran las pos iciones de CD R en la cadena pesada del anticuerpo Y61 que se mutaron 
por muta génesis diri gida y l as sustituci ones de am inoácidos res pectivas en ca da posición. Los gráficos a l a 
derecha de las figuras  mues tran las  tasas de d isociación para los  antic uerpos sustitu idos (b arras negras) e n 
comparación con Y61 no mutado (barra abierta).  15 
Las Figuras 2F-2H muestran las posiciones de CDR en la cadena ligera del anticuerpo Y61 que se mutaron por 
mutagénesis dirigida y las sustituciones de aminoácidos respectivas en cada posición. Los gráficos a la derecha 
de las fi guras muestra n l as tasas de disociación p ara l os a nticuerpos s ustituidos (barras  n egras) e n 
comparación con Y61 no mutado (barra abierta).  
La Figura 3 demuestra la eficacia in vivo del anticuerpo humano anti-IL-12 J695, en los niveles de neopterina en 20 
plasma en monos cynomolgus. 
La Figura 4 muestra una gráfica de puntuación artrítica media frente a días después de inmunización de ratones 
con c olágeno, qu e demuestra qu e el tr atamiento c on C1 7.15 red uce si gnificativamente los  s íntomas 
relacionados con la artritis en comparación con el tratamiento con IgG de rata. 

 25 
Descripción detallada de la invención 
 
Para que la presente invención pueda entenderse más fácilmente, se definen en primer lugar ciertos términos. 
 
La expresión “resto de aminoácido que potencia la actividad” incluye un resto aminoácido que mejora la actividad del 30 
anticuerpo. Debería entenderse que e l resto de amino ácido que p otencia la ac tividad puede reemplazar a un resto 
de amin oácido en una posic ión contacto, h ipermutación o  de mutag énesis sel ectiva p referida y, a demás, pu ede 
estar pres ente más d e u n re sto de aminoácido potenciador de activi dad dentr o d e u na o m ás C DR. Un r esto d e 
aminoácido potenciador de actividad incluye un resto de aminoácido que mejora la especificidad/afinidad de unión 
de un anticuerpo, por ej emplo anticuerpo anti-IL-12 humana que se un e a IL-12 hum ana. El resto d e aminoácido 35 
potenciador de actividad también pretende incluir un resto aminoácido que mejore la potencia de neutralización de 
un anticuerpo, por ejemplo, el anticuerpo de IL-12 humana que inhibe IL-12 humana. 
 
El términ o “a nticuerpo” i ncluye un a mo lécula de inmunoglobulina com prendida por c uatro cad enas polipeptídicas, 
dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces disulfuro. Cada cadena pesada está 40 
comprendida por una región variable de  cadena pesada (abreviada en este documento como HCVR o VH) y una 
región constante de  cadena pesada. La región constante de c adena pesada está c omprendida por tres dominios, 
CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera está comprendida por una región variable de cadena ligera (abreviada en este 
documento como LCVR o V L) y una región constante de cadena ligera. La regi ón constante de ca dena ligera está 
comprendida por u n dominio, CL. L as r egiones V H y VL p ueden su bdividirse a dicionalmente e n regi ones d e 45 
hipervariabilidad, den ominadas reg iones d eterminantes de com plementariedad (C DR), intercal adas con re giones 
que están más conservadas, denominadas regiones marcoconservadas (FR). Cada VH y VL está compuesta de tres 
CDR y c uatro FR, dispuestas  de e xtremo a mino termi nal a ca rboxilo ter minal en e l sig uiente ord en: FR1, CDR 1, 
FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. 
 50 
La e xpresión “ parte d e un ión a a ntígeno” de u n antic uerpo (o “p arte d e antic uerpo”) inclu ye fragm entos d e u n 
anticuerpo q ue cons ervan la  capacidad para u nirse específicamente a un antígeno ( por ej emplo, h lL-12). S e h a 
mostrado que la función de unión a antígeno de un anticuerpo puede realizarse por fragmentos de un anticuerpo de 
longitud com pleta. Los ejem plos d e fragm entos de u nión abarc ados dentro d e la expresión “p arte de uni ón a  
antígeno” de u n anticuerpo incluyen (i) un fragme nto Fab, un fragme nto monovalente que consiste en los domin ios 55 
VL, VH, CL y CH1; (ii) un fragmento F(ab’)2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por 
un pu ente dis ulfuro e n la re gión bisa gra; (iii) un fragm ento Fd que con siste en los d ominios VH y CH1; (iv) u n 
fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH de una rama sencilla de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb 
(Ward et al ., (198 9) Nature 341: 54 4-546), que consist e en un dominio VH; y  (vi) u na regi ón d eterminante de  
complementariedad aislada (CDR). Además, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, se codifican por 60 
genes se parados, estos p ueden u nirse, usando m étodos r ecombinantes, medi ante un enlazador si ntético q ue les 
permite prepararse como una cadena proteica sencilla en la q ue las r egiones VL y VH se empar ejan para form ar 
moléculas m onovalentes (co nocidas c omo F v de ca dena senc illa (sc Fv); véase p or ejem plo, Bird et al . (1 988) 
Science 242: 423-426; y Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-5883). También se pretende que 
tales a nticuerpos de c adena sencilla estén abarcados de ntro de l a e xpresión “parte  d e un ión a a ntígeno” d e un  65 
anticuerpo. Otras formas de anticuerpos de cadena sencilla, tales com o diacuerpos, también están abarcadas. Los 
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diacuerpos so n anticu erpos bival entes, b iespecíficos en l os que se expresan d ominios VH y VL en  una cad ena 
polipeptídica sencilla, pero usando un enlazador que es demasiado corto para permitir emparejamiento entre los dos 
dominios en la misma cadena, obligando de este modo a los dominios a emparejarse con dominios complementarios 
de otra cad ena y creando dos sitios de u nión a antígeno (véase por e jemplo, Holl iger, P., et al . (1993) Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 90: 6444-6448; Poljak, R. J., et al. (1994) Structure 2: 1121-1123). Además, un anticuerpo o parte de 5 
unión a antígeno del mismo puede ser parte de una molécula de inmunoadhesión mayor, formada por asoc iación 
covalente o no covalente del anticuerpo o parte de anticuerpo con una o más proteínas o péptidos adicionales. Los 
ejemplos de tales moléculas de inmunoadhesión incluyen uso de la región núcleo de estreptavidina para realizar una 
molécula scFv tetramérica (Kipriyanov, S. M., et al. (1995) Human Antibodies and Hybridomas 6: 93-101) y uso  de 
un resto de cisteína, un péptido marcador y un marcador de polihistidina C termi nal para preparar moléculas scFV 10 
bivalentes y biotiniladas (Kipriyanov, S. M., et al. (1994) Mol. Immunol. 31:1047-1058). Pueden prepararse partes de 
anticuerpo, tales como fragmentos Fab y F(ab’)2, a partir de anticuerpos completos usando técnicas convencionales, 
tales como digestión con papaína o p epsina, resp ectivamente, d e a nticuerpos co mpletos. Ad emás, pue den 
obtenerse anticuerpos, partes de anticuerpo y moléculas de inmunoadhesión usando técnicas de ADN recombinante 
convencionales, como se de scriben en est e docum ento. Las partes de unión a a ntígeno prefer idas son dom inios 15 
completos o pares de dominios completos. 
 
El término “ret romutación” se  refiere a un p roceso e n el  q ue al gunos o todos l os amin oácidos mutad os de forma  
somática de u n antic uerpo humano se r eemplazan c on los restos d e línea germinal corres pondientes d e un a 
secuencia d e anticu erpo d e línea g erminal homól oga. La s secuencias de cadena pesada y  lig era del anticuerpo 20 
humano de la invención se alinean de forma separada con las s ecuencias de  línea germinal en la base de datos 
VBASE para i dentificar las s ecuencias c on la ma yor h omología. Las diferencias en el anticu erpo human o de l a 
invención se devuelven a la secuencia de línea germinal mutando posiciones de nucleótidos definidas que codifican 
dicho amin oácido d iferente. El pap el de  cada ami noácido i dentificado de este modo com o cand idato pa ra 
retromutación debería investi garse co n res pecto a un p apel dir ecto o i ndirecto en un ión d e antíge no y cua lquier 25 
aminoácido que se descu bra después de la mutación que afecta a cua lquier característica deseable del anticuerpo 
humano no debería incl uirse en el antic uerpo hum ano final; como e jemplo, los aminoácidos p otenciadores de 
actividad identificados por el enfoque de mutagénesis selectiva no se someterán a retromutación. Para minimizar el 
número de a minoácido so metidos a retr omutación las  posiciones d e amin oácidos que se desc ubre q ue so n 
diferentes d e l a sec uencia de lín ea germinal más  cerca na p ero i dénticas al  ami noácido c orrespondiente en una 30 
segunda secuencia de línea germinal pueden permanecer, siempre que la segunda secuencia de línea germinal sea 
idéntica y c olineal a l a sec uencia de l a nticuerpo h umano de l a inv ención p ara al me nos 1 0, prefer iblemente 12 
aminoácidos, en ambos lados del aminoácido en cuestión. La retromutación puede producirse en cualquier etapa de 
optimización d e anticu erpos; preferiblemente, la retromutació n se pr oduce direct amente antes o d espués del  
enfoque de mutagénesis selectiva. Más preferiblemente la retromutación se produce directamente antes del enfoque 35 
de mutagénesis selectiva. 
 
La fras e “i nterleucina h umana 1 2” (a breviada en este documento com o hl L-12 o  IL-1 2), como  se  u sa e n este 
documento, i ncluye una c itocina humana que s e secr eta pri ncipalmente por macr ófagos y cé lulas dendríticas. La  
expresión incluye una proteína heterodimérica que comprende una subunidad de 35 kD (p35) y una subunidad de 40 40 
kD (p40) que se un en am bas entre sí co n un p uente disulfuro. La proteína h eterodimérica se d enomina una 
“subunidad p 70”. La estructu ra de IL-12 h umana se describe a dicionalmente en, por  ejempl o, Kob ayashi, et al . 
(1989) J. Exp Med. 170: 827-845; Seder, et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. 90: 10188-10192; Ling, et al. (1995) J. 
Exp Med. 154: 116-127; Podlaski, et al. (1992) Arch. Bioc hem. Biophys. 294: 230-237. La e xpresión IL-12 h umana 
pretende i ncluir IL-12 hum ana recom binante (rh IL-12) , que pue de prepar arse por métod os de e xpresión 45 
recombinante convencionales. 
 
Las expresiones “n umeración d e K abat”, “defin iciones d e Kabat” y “etiquetado de  Kabat” s e usan d e forma  
intercambiable en este documento. Estas expresiones, que se reconocen en la técnica, se refieren a un sistema de 
numeración d e restos de a minoácidos qu e son más v ariables (es decir hipervar iables) q ue otro s restos de  50 
aminoácidos en las regiones variables de cadena pesada y ligera de un anticuerpo, o una parte de unión a antígeno 
del mismo (Kabat et al. (1971) Ann. NY Aca d, Sci. 190: 382-391 y Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Proteins 
of Immunological Interest, Quinta Edic ión, U.S. Department of H ealth and Human Services, Publicación de NIH Nº 
91-3242). Para la región variable de cadena pesada, la región hipervariable varía de las posiciones de aminoácidos 
31 a 35 par a CDR1, pos iciones de aminoácidos 50 a 65 para CDR2, y posiciones de amin oácidos 95 a 102 para 55 
CDR3. Para la región variable de cadena ligera, la región hipervariable varía de las posiciones de aminoácidos 24 a 
34 para CDR1, posiciones de aminoácidos 50 a 56 para CDR2 y posiciones de aminoácidos 89 a 97 para CDR3. 
 
La numeración de K abat se usa en este documento para indicar las posiciones de modificaciones de aminoácidos 
realizadas en anticuerpos de la invención. Por ejemplo, el anticuerpo Y61 anti IL-12 puede mutarse de serina (S) a  60 
ácido glutámico (E) en la posición 31 de la CDR1 de cadena pesada (H31S  E), o l a glicina (G) puede mutarse a 
tirosina (Y) en la posición 94 de la CDR3 de cadena ligera (L94G  Y). 
 
La expresión “anticuerpo humano” incluye anticuerpos que tienen regiones variables y constantes que corresponden 
a secuencias de inmunoglobulina de lín ea germinal humana como se d escribe en Kabat et al. (Véase Kabat, et al. 65 
(1991) Se quences of Pr oteins of Immun ological Interest, Quinta E dición, U.S. Dep artment of Health a nd Hum an 
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Services, P ublicación de NI H Nº 91-3242). Los anticuerpos huma nos de la inv ención pueden incluir restos de 
aminoácidos no codificados por secuencias de inmunoglobulina de línea germinal humana (por ejemplo, mutaciones 
introducidas por mutagénesis aleatoria o específica in vitro o por mutación somática in vivo), por ejemplo en las CDR 
y en particular CDR3. Las mutaciones se int roducen preferiblemente usando el “e nfoque de mutag énesis selectiva” 
descrito en este documento. El anticuerpo humano puede tener al menos una posición reemplazada con un resto de 5 
aminoácido, por ejemplo, un resto de ami noácido potenciador de actividad que no se codific a por l a secuencia de 
inmunoglobulina de línea g erminal h umana. El a nticuerpo humano pue de te ner hasta ve inte posic iones 
reemplazadas con restos de aminoácidos que no so n parte de la sec uencia de i nmunoglobulina de línea germinal 
humana. En ot ras realizaciones, se r eemplazan hasta diez, hasta cinc o, hasta tres o h asta dos posiciones. En una 
realización preferida, estos  reemp lazos están dentro de l as r egiones CD R com o se describe e n d etalle 10 
posteriormente. Sin embar go, la expr esión “anticu erpo hu mano”, como se usa e n este docum ento, no prete nde 
incluir anticuerpos en los que se han injertado secuencias de CDR derivadas de la línea germinal de otra especie de 
mamífero, tal como un ratón, en secuencias marco conservadas humanas. 
 
La frase “anticuerpo humano recombinante” incluye anticuerpos humanos que se preparan, expresan, crean o aíslan 15 
por med ios re combinantes, t ales com o an ticuerpos e xpresados usa ndo un vector d e e xpresión recomb inante 
transfectado en una c élula hospedador a (descrito adic ionalmente en la Sección II, pos teriormente), anticuerpos  
aislados a partir de una biblioteca de anticuerpos humanos combinatoria, recombinante (descrita adicionalmente en 
la Sección III, posteriormente), anticuerpos aislados de un animal (por ejemplo, un ratón)  que es transgénico para 
genes de inmunoglobulina humana (véase por ejemplo, Taylor, L. D., et al. (1992) Nucl. Acids Res. 20: 6287-6295) o 20 
anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados por cualquier otro medio que implique corte y empalme de 
secuencias de  gen es d e i nmunoglobulina huma na en otras secu encias de A DN. Tales anticu erpos h umanos 
recombinantes tien en r egiones vari ables y consta ntes d erivadas de s ecuencias d e inmu noglobulina de línea 
germinal humana (Véase Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edición, 
U.S. Departme nt of Healt h a nd Hum an S ervices, Publ icación d e NIH Nº 91-3 242). En ciertas re alizaciones, si n 25 
embargo, tales anticuerpos humanos recombinantes se someten a mutagénesis in vitro (o, cuando se usa un animal 
transgénico para secu encias de Ig h umana, mutagé nesis somática in vivo ) y de este mod o las s ecuencias de 
aminoácidos de las re giones VH y VL de l os anticuerpos recombinantes son secuencias que, au nque derivan de y 
están relacionadas con secuencias VH y VL de línea germinal humana, pueden no existir de forma natural dentro del 
repertorio de línea g erminal de anticuerpo humano in vivo. En ciertas rea lizaciones, sin embargo, tales anticuerpos 30 
recombinantes son el resultado de enfoque de mutagénesis selectiva o retromutación o ambos. 
 
Un “a nticuerpo ais lado” i ncluye un anticuerpo q ue es tá sustanci almente si n otro s anticu erpos que te ngan 
especificidades antigénicas diferentes (por ejemplo, un anticuerpo aislado que se une específicamente a hIL-12 está 
sustancialmente sin anticuerpos q ue s e u nen específicamente a antígenos distintos de hIL- 12). Un a nticuerpo 35 
aislado que se  une es pecíficamente a hIL-12 puede un irse a moléculas de IL-12 d e otras espec ies (anal izado en 
más detal le posteriormente). Además, u n anticuerpo a islado puede esta r sustancia lmente sin otros materiales y/o 
compuestos químicos celulares. 
 
Un “a nticuerpo neutra lizador” (o u n “antic uerpo q ue neutralizó la actividad de  hIL-1 2”) i ncluye u n a nticuerpo cu ya 40 
unión a hIL-12 da com o res ultado in hibición d e la actividad biológica de hIL- 12. Esta in hibición d e la activi dad 
biológica de hI L-12 puede evaluarse mi diendo u no o más  ind icadores de activi dad biológica d e hIL- 12, tal com o 
inhibición de p roliferación de blastos por fitohemaglutinina huma na en u n ens ayo de p roliferación de  blastos por 
fitohemaglutinina (PHA), o in hibición de un ión al rec eptor en un ens ayo de uni ón de l receptor d e IL-12 hum ano 
(véase Ejem plo 3-E nsayo d e Inducc ión d e Interferón gamma). Estos i ndicadores de ac tividad b iológica d e hIL-12 45 
puede evaluarse por un o o más de vari os ensayos in vitro o in vivo convencionales conocidos en la técnic a (véase 
Ejemplo 3). 
 
El térmi no “act ividad” incluye activi dades ta les c omo la e specificidad/afinidad de u nión d e un antic uerpo p ara un 
antígeno, por ejemplo, un anticuerpo anti-hIL-12 que se une a un antígeno IL-12 y/o la potencia de neutralización de 50 
un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo anti-hIL-12 cuya unión con hIL-12 inhibe la actividad biológica de hIL-12, 
por e jemplo inhibición de pro liferación de blastos por P HA o inhibición de un ión con el receptor en un ensayo de 
unión con receptor de IL-12 humano (véase Ejemplo 3). 
 
La frase  “reso nancia de plasmón su perficial” inc luye un  fenóm eno óptic o qu e p ermite el a nálisis de interacciones 55 
bioespecíficas en tiempo real mediante detección de alteraciones en las concentraciones prote icas dentro de una 
matriz biosensora, por ejemplo usando el sistema BIAcore (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Suecia y Piscataway, 
NJ). Para  des cripciones a dicionales, v éase Ej emplo 5 y Jonss on, U.,  et a l. (19 93) Ann. B iol. Cl in. 51: 19-26; 
Jonsson, U., et al . (1991) Bi otechniques 1 1: 620-6 27; Jo hnsson, B., et al . (1995) J. Mol. Reco gnit. 8:125-1 31; y 
Johnnson, B., et al. (1991) Anal. Biochem. 198: 268-277. 60 
 
El término “K off”, como se u sa en el presente d ocumento, pret ende r eferirse a l a constante de  velocidad d e 
disociación para la disociación de un anticuerpo del complejo de anticuerpo/antígeno. 
 
El término “Kd”, como se usa en este documento, pretende referirse a la constante de disociación de una interacción 65 
anticuerpo-antígeno particular. 
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La frase “molé cula d e ácid o nucl eico” i ncluye mo léculas de ADN y m oléculas de AR N. Una moléc ula d e ácid o 
nucleico puede ser monocatenaria o bicatenaria, pero preferiblemente es ADN bicatenario. 
 
La frase “molécula de ácido nucleico aislada”, como se usa en este documento en referencia a ácidos nucleicos que 
codifican a nticuerpos o part es de a nticuerpo (por e jemplo, VH, VL, CDR3) que s e une n a hIL- 12 inc luyendo 5 
“anticuerpos a islados”), inc luye un a mo lécula de ácido nucleico en la que  las s ecuencias d e n ucleótidos que 
codifican el anticuerpo o parte de anticuerpo están sin otras secuencias de nucleótidos que codifican anticuerpos o 
partes de anticuerpo que se unen a antígenos d istintos de hIL-12, pudiendo d ichas ot ras secuencias flanquear de 
forma natural el ácido nucleico en ADN genómico humano. Por lo tanto, por ejemplo, un ácido nucleico aislado de la 
invención que codifica una región VH de un anticuerpo anti IL-12 no contiene otras secuencias que codifiquen otras 10 
regiones VH q ue se unan a antígenos d istintos de  IL-12.  La frase  “mol écula d e áci do nucl eico aislada” tamb ién 
pretende incluir secuencias que codifican anticuerpos bivalentes, biespecíficos, tales como diacuerpos en los que las 
regiones VH y VL no contienen otras secuencias distintas de las secuencias del diacuerpo. 
 
El término “vector” incluye una molécula de ácido nucleico capaz de transportar otro ácido nucleico con el que se ha 15 
unido. Un ti po de vector es un “plásmido”, que se refi ere a un b ucle de ADN bicatenario circular en el que pueden 
ligarse segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es un vector viral, en el que pueden ligarse segmentos de 
ADN ad icionales e n e l g enoma vi ral. Ci ertos vectores son ca paces de replicación autó noma en una  cél ula 
hospedadora en la q ue se h an introducido (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un ori gen de  replicación 
bacteriano y vectores de mamífero episomales). Otros vectores (por ejemplo, vectores de mamífero no episomales) 20 
pueden integrarse en el genoma de una célula hospedadora tras su introducción en la célula hospedadora, y de este 
modo se replican junto con el genoma hospedador. Además, ciertos vectores son capaces de dirigir la expresión de 
genes co n l os qu e está n u nidos operativamente. Var ios vectores s e d enominan en  e ste doc umento “vectores de 
expresión recombinantes” (o simplemente, “vectores de expresión”). En general los vectores de expresión útiles en 
técnicas de ADN recombinante están con frecuencia en forma de plásmidos. En la presente memoria descriptiva, 25 
“plásmido” y “vector” pueden usarse de forma intercambiable puesto que el  p lásmido es la  forma de vector usada 
más habitualmente. Sin embargo, se pretende que la invención incluya tales otras formas de vectores de expresión, 
tales como vectores virales (por ejemplo, retrovirus defectuosos en replicación, adenovirus y virus adenoasociados), 
que cumplen funciones equivalentes. 
 30 
La frase “célula hospedadora recombinante” (o sim plemente “célula hospedadora”) incluye una célula en la que se 
ha introducido un vector de expresión recombinante. Debería entenderse que tales términos pretenden referirse no 
solamente a la  célul a obj eto particu lar sin o a la desc endencia d e dich a célul a. Deb ido a que pu eden prod ucirse 
ciertas modificaciones en generaciones sucesivas debido a mutación o influencias ambientales, dicha descendencia 
puede, de hecho, no ser idéntica a la célula parental, pero aún se incluye dentro del alcance de la expresión “célula 35 
hospedadora” como se usa en este documento. 
 
El término “modificar”, como se usa en este documento, pretende referirse a cambiar uno o más aminoácidos en los 
anticuerpos o  partes de un ión a  a ntígeno d e l os mism os. El cam bio p uede producirse añadiendo, su stituyendo o 
suprimiendo un aminoácido en una o más posiciones. El cambio puede producirse usando técnicas conocidas, tales 40 
como mutagénesis de PCR. 
 
La frase “posición de contacto” incluye una posición de aminoácido en la CDR1, CDR2 o CDR3 de la región variable 
de cadena pesada o la región variable de cadena ligera de un anticuerpo que está ocupada por un aminoácido que 
entra en contacto con antígeno en una de las 26 estructuras de anticuerpo-antígeno conocidas. Si un aminoácido de 45 
CDR en c ualquiera de las 26 estructuras r esueltas conocidas de complejos anticuerpo-antígeno entra en contact o 
con el antígeno, entonces puede considerarse que ese aminoácido ocupa una posición de contacto. Las posic iones 
de contacto tienen una mayor probabilidad de ocuparse por un am inoácido que entra en contacto co n un antíge no 
que posiciones no de c ontacto. Preferiblemente una posición de contacto es una posición de CDR que contiene un 
aminoácido que entra en co ntacto con antíg eno en más d e 3 de las 2 6 estructuras (> 11,5%). Más preferib lemente 50 
una posición de contacto es una  posición de CDR que contiene un aminoácido que entra en contacto con antígeno 
en más de 8 de las 25 estructuras (>32%). 
 
La expresión “posición de hipermutación” incluye un resto de aminoácido que ocupa la posición en la región CDR1, 
CDR2 o CDR3 de la región variable de cadena pesada o la región variable de cadena ligera de un anticuerpo que se 55 
considera que tiene una alta frecuencia o probabilidad de hipermutación somática durante maduración de afinidad in 
vivo de un anticuerpo. “A lta frecu encia o probabilidad de hi permutación s omática” i ncluye f recuencias o 
probabilidades de  u na posibilidad d e 5 a a proximadamente 40% d e q ue el rest o e xperimente hi permutación 
somática durante maduración de afinidad in vivo del anticuerpo. Debería entenderse que se pretende que todos los 
intervalos d entro de este intervalo in dicado s ean par te de l a pre sente i nvención, por ejemplo, d e 5 a 60 
aproximadamente 30%, por ejemplo, de 5 a aproximadamente 15%, por ejemplo de 15 a aproximadamente 30%. 
 
La expresión “posición de mutagénesis selectiva preferida” incluye un resto de ami noácido que oc upa una posición 
en la región CDR1, CDR2 o CDR3 de la región variable de cadena pesada o la región variable de cadena ligera que 
puede considerarse que es una posición tanto de contacto como de hipermutación. 65 
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La frase “ enfoque d e muta génesis se lectiva” inc luye u n métod o p ara mej orar l a actividad d e un a nticuerpo 
seleccionando y mutando individualmente aminoácidos de CDR en al menos una posición de mutagénesis selectiva 
preferida, pos ición d e hi permutación y/o de co ntacto. U n antic uerpo h umano “mutad o de forma s electiva” es un 
anticuerpo que contiene una mutación en una posición seleccionada usando un enfoque de mutagénesis selectiva. 
En otra  rea lización, se pretende q ue el  e nfoque de m utagénesis s electiva pr oporcione un m étodo par a mutar  5 
preferentemente restos de aminoácidos individuales seleccionados en la CDR1, CDR2 o CDR3 de la región variable 
de cadena pesada (en lo sucesivo en este documento H1, H2 y H3, respectivamente), o la CDR1, CDR2 o CDR3 de 
la región variable de cadena ligera (en lo sucesivo en este documento denominadas L1, L2 y L3, respectivamente) 
de un a nticuerpo. Los resto s de amin oácidos pu eden s eleccionarse d e posic iones de mutagénes is selectiv a 
preferida, pos iciones de co ntacto o posic iones d e hi permutación. Los  amino ácidos individuales se  selecci onan 10 
basándose en su posición en la región variable de cadena ligera o pesada. Debería entenderse que una posición de 
hipermutación también puede ser una posición de contacto. En una realización, el enfoque de mutagénesis selectiva 
es un “ enfoque diri gido”. La expresión “ enfoque dir igido” pretende i ncluir un méto do p ara mutar preferentemente 
restos d e am inoácidos in dividuales s eleccionados en la CDR1, CDR2 o CD R3 de la regi ón v ariable d e ca dena 
pesada o l a CDR1, CDR2 o CDR3 de la región variable de cadena ligera de un anticuerpo de una manera dirigida, 15 
por ejemplo, un “enfoque dirigido por grupos” o “enfoq ue dirigido por CD R”. En el “enfo que dirigido por grupos”, s e 
dirigen a resto s de aminoácidos i ndividuales en  gru pos particulares m utaciones s electivas inc luyendo gr upos I 
(incluyendo L3 y H3), II (incluy endo H2 y  L1) y  III (incluyendo L2 y  H1), enumerándose los grupos en orden de 
preferencia p ara direcci ón. En el “enfo que dirigido por C DR”, se dirig en a restos de amin oácidos in dividuales e n 
CDR particulares mutaciones selectivas con el orden de preferencia para dirección como sigue: H3, L3, H2, L1, H1 y 20 
L2. El resto de  aminoácido seleccionado se muta, por eje mplo, a al me nos otros dos restos de amin oácidos, y se 
determina e l e fecto de l a m utación e n la actividad d el anticuerpo. L a actividad se m ide c omo u n c ambio en la 
especificidad/afinidad de unión del anticuerpo, y/o potencia de neutralización del anticuerpo. Debería entenderse que 
el enfo que de  mutagén esis selectiva pue de usarse para la optimiz ación de cu alquier anticu erpo derivado d e 
cualquier fu ente inc luyendo presentación de fag os, an imales tr ansgénicos co n g enes de línea g erminal d e IgG 25 
humana, antic uerpos hum anos aisl ados d e linfoc itos B humanos. Pref eriblemente, el enfoque de mutagé nesis 
selectiva se  u sa e n a nticuerpos que n o p ueden optimizarse m ás us ando tecn ología de  pres entación de fa gos. 
Debería e ntenderse qu e los antic uerpos de  cua lquier f uente i ncluyendo pr esentación d e fa gos, an imales 
transgénicos con genes de línea germinal de IgG huma na, ant icuerpos humanos ais lados de l infocitos B huma nos 
pueden someterse a retromutación antes de o después del enfoque de mutagénesis selectiva. 30 
 
La expresión “resto de aminoácido potenciador de actividad” incluye un resto de aminoácido que mejore la actividad 
del anticuerpo. Debería entenderse que el resto de aminoácido potenciador de actividad puede reemplazar un resto 
de aminoácido en una p osición de muta génesis s electiva preferida, posición de  c ontacto o u na posic ión d e 
hipermutación y, además, puede estar presente más de un resto de aminoácido potenciador de actividad dentro de 35 
una o más CDR. Un resto  de  aminoácido potenciador de  actividad incluye un  resto de aminoácido que me jora la  
especificidad/afinidad d e u nión d e u n anti cuerpo, por ejemplo un ión d e antic uerpo a nti IL-12 humana co n IL-1 2 
humana. También se pretende que el resto de aminoácido potenciador de actividad incluya un resto de aminoácido 
que mejore la potencia de neutralización de un anticuerpo, por ejemplo, el anticuerpo de IL-12 humana que inhibe IL-
12 humana. 40 
 
Se describen diversos aspectos de la invención en más detalle en las siguientes subsecciones. 
 
1. Anticuerpos humanos que se unen a IL-12 humana 
 45 
La presente invención proporciona anticuerpos humanos aislados, o p arte de un ión a antígeno de l os mismos, de  
acuerdo con la reivindicación 1. Preferiblemente, los anticuerpos humanos de la invención son anticuerpos anti hIL-
12 humanos neutralizadores, recombinantes. Los anticuer pos de l a invención que se u nen a IL-1 2 humana pueden 
seleccionarse, por ejemplo, explorando una o más bibliotecas de ADNc de VL y VH humanos con hlL-12, tal como por 
técnicas de presentación de fagos como se describe en el Ejemplo 1. La exploración de bibliotecas de ADNc de VL y 50 
VH humanas identificó inicialmente una serie de anticuerpos anti IL-12 de los que un anticuerpo, denominado en este 
documento “Joe 9” (o “Joe 9 de tipo silvestre”), se seleccionó para desarrollo adicional. Joe 9 es un anticuerpo de IL-
12 hum ana de afinid ad rel ativamente b aja (por ej emplo, una K off de aproximad amente 0,1 s -1), pero es útil par a 
unirse específicamente a y d etectar hIL-12. La afinidad del anticuerpo Joe 9 se me joró realizando mutagénesis de 
las CDR de cadena pesada y ligera, produciendo un panel de regiones variables de cadena ligera y pesada que se 55 
“mezclaron y emparejaron” y s e m utaron ad icionalmente, con duciendo a  num erosos antic uerpos anti  hIL- 12 
adicionales con afinidad aumentada para hIL-12 (véase Ejemplo 1, Tabla 2 (véase Apéndice A) y los alineamientos 
de secuencia de las Figuras 1A-D). 
 
De estos antic uerpos, el anti cuerpo anti hlL-12 humano denominado en este docum ento Y61 d emostró una me jora 60 
significativa en la afini dad de unión (por ejemplo, una Koff de aproximadamente 2 x 10-4 s-1). El anticuerpo Y6 1 anti 
hlL-12 se sel eccionó par a madur ación d e afini dad a dicional mutan do indiv idualmente restos de  amino ácidos 
específicos dentro de las CDR de cadena pesada y ligera. Los restos de aminoácidos de Y61 se seleccionaron para 
mutación específica de  sitio  (enfoque de  mutagénesis selectiva) basándose en el resto de aminoácido que  ocupa 
una posición de muta génesis sel ectiva pr eferida, conta cto y/o una p osición d e h ipermutación. S e muestra un 65 
sumario de las sustituciones en posiciones seleccionadas en las CDR de cadena pesada y ligera en las Figuras 2A-
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2H. Un antic uerpo n eutralizador rec ombinante prefer ido de la inv ención, den ominado en este d ocumento J6 95, 
resultó de una sustitución de Gly a Tyr en la posición 50 de la CDR2 de cadena ligera de Y61, y una sustitución de 
Gly a Tyr en la posición 94 de la CDR3 de cadena ligera de Y61. 
 
Se muestran a lineamientos de secuencias de aminoácidos de las regi ones variables de cadena pesada y ligera de 5 
un panel de anticuerpos anti IL-12 de la invención, en e l linaje de Joe 9 de tipo si lvestre a J695, en las Figuras 1A-
1D. Estos ali neamientos de secue ncias posi bilitaron l a identific ación de secue ncias conse nso para re giones 
variables d e cade na pes ada y lig era prefe ridas de a nticuerpos de la i nvención q ue se une n a hIL -12, así como 
secuencias c onsenso par a l as CDR 3, CD R2 y CDR 1, en el  linaje d e Joe 9 a J6 95. Adem ás, el an álisis d e 
mutagénesis d e Y6 1 r esumido en las  F iguras 2A-2H p osibilitó la  i dentificación de secuencias co nsenso para 10 
regiones variables de cadena pesada y ligera que se unen a hlL-12, así como secuencias consenso para las CDR3, 
CDR2 y CDR1 que se unen a hlL-12 en el linaje de Y61 a J695 que abarca secuencias con modificaciones de Y61 
pero que conservan buenas características de unión a hlL-12. Se resumen a continuación secuencias de CDR, VH y 
VL preferidas de la invención (incluyendo secuencias consenso) como se identifican por identificadores de secuencia 
en la Lista de Secuencias adjunta. 15 
 

SEC ID Nº: CADENA DE 
ANTICUERPO 

REGIÓN SECUENCIA 

1 Joe 9 consenso a 
J695 

CDRH3 (H/S)-G-S-(H/Y)-D-(N/T/Y) 

2 Consenso CDRL3 Q-(S/T)-Y-(D/E)-(S/R/K)-(S/G/Y)- 
 Joe 9 a J695  (L/F/T/S)-(R/S/T/W/H)-(G/P)-(S/T/A/L)-(R/S/M/T/L)-

(V/I/T/M/L) 
3 Joe 9 consenso a 

J695 
CDRH2 F-l-R-Y-D-G-S-N-K-Y-Y-A-D-S-V-K-G 

4 Joe 9 consenso a 
J695 

CDRL2 (G/Y)-N-(D/S)-(Q/N)-R-P-S 

5 Joe 9 consenso a 
J695 

CDRH1 F-T-F-S-(S/E)-Y-G-M-H 

6 Joe 9 consenso a 
J695 

CDRL1 (S/T)-G-(G/S)-(R/S)-S-N-l-(GA/)-(S/A)-(N/GA')-(T/D)-V-
(K/H) 

7 Joe 9 consenso a 
J695 

VH (secuencia de VH completa; véase lista de secuencias) 

8 Joe 9 consenso a 
J695 

VL (secuencia de VL completa; véase lista de secuencias) 

9 Y61 consenso a 
J695 

CDRH3 H-(G/V/C/H)-(S/T)-(H/TA//R/I)-(D/S)-(N/K/A/T/S/F/W/H) 

10 Y61 consenso a 
J695 

CDRL3 Q-S-Y-(D/S)-(Xaa)-(G/D/Q/L/F/R/H/N/Y)-T-H-P-A-L-L 

11 Y61 consenso a 
J695 

CDRH2 (F/T/Y)-l-(R/A)-Y-(D/S/E/A)-(G/R)-S-(Xaa)-K-(Y/E)-Y-A-D-S-
V-K-G 

12 Y61 consenso a 
J695 

CDRL2 (G/Y/S/T/N/Q)-N-D-Q-R-P-S 

13 Y61 consenso a 
J695 

CDRH1 F-T-F- (Xaa) - (Xaa) - (Y/H) -(G/M/A/N/S)-M-H 

14 Y61 consenso a 
J695 

CDRL1 S-G-G-R-S-N-I-G-(S/C/R/N/D/T)-(N/M/I)-(T/Y/D/H/K/P)-V-K

15 Y61 consenso a 
J695 

VH (secuencia de VH completa; véase lista de secuencias) 

16 Y61 consenso a 
J695 

VL (secuencia de VL completa; véase lista de secuencias) 

17 Y61 CDRH3 H-G-S-H-D-N 
18 Y61 CDRL3 Q-S-Y-D-R-G-T-H-P-A-L-L 
19 Y61 CDRH2 F-l-R-Y-D-G-S-N-K-Y-Y-A-D-S-V-K-G 
20 Y61 CDRL2 G-N-D-Q-R-P-S 
21 Y61 CDRH1 F-T-F-S-S-Y-G-M-H 
22 Y61 CDRL1 S-G-G-R-S-N-l-G-S-N-T-V-K 
23 Y61 VH (secuencia de VH completa; véase lista de secuencias) 
24 Y61 VL (secuencia de VL completa; véase lista de secuencias) 
25 J695 CDRH3 H-G-S-H-D-N 
26 J695 CDRL3 Q-S-Y-D-R-Y-T-H-P-A-L-L 
27 J695 CDRH2 F-l-R-Y-D-G-S-N-K-Y-Y-A-D-S-V-K-G 
28 J695 CDRL2 Y-N-D-Q-R-P-S 
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SEC ID Nº: CADENA DE 
ANTICUERPO 

REGIÓN SECUENCIA 

29 J695 CDRH1 F-T-F-S-S-Y-G-M-H 
30 J695 CDRL1 S-G-S-R-S-N-l-G-S-N-T-V-K 
31 J695 VH (secuencia de VH completa; véase lista de secuencias) 
32 J695 VL (secuencia de VL completa; véase lista de secuencias) 

 
Los antic uerpos prod ucidos a partir de maduración de afi nidad d e Joe  9  d e ti po si lvestre se  caracter izaron 
funcionalmente por análisis de resonancia de plasmón superficial para determinar la velocidad Kd y Koff. Se produjo 
una ser ie d e anticu erpos que tenía n una  veloci dad K off dentro de l i ntervalo de a proximadamente 0,1 s -1 a 
aproximadamente 1 x 10-5 s-1, y más preferiblemente una Koff de aproximadamente 1 x 10-4 s-1 a 1 x 10-5 s-1 o menos. 5 
Los anticuerpos también se caracterizaron in vitro con respecto a su capacidad para inhibir la proliferación de blastos 
por fitohemaglutinina (PHA), como se describe en el E jemplo 3. Se produjo una serie de anticuerpos que tenían un 
valor de CI50 en el interv alo de aproximadamente 1 x 10-6 M a apro ximadamente 1 x 10-11 M, más preferib lemente 
aproximadamente 1 x 10-10 M a 1 x 10-11 M o menos. 
 10 
En co nsecuencia, e n un aspecto, la  pr esente d escripción proporciona un antic uerpo huma no ais lado, o parte  d e 
unión a antíge no de l mismo, que se une a  IL-12 huma na y se disoci a de IL-12 h umana con u na constante de 
velocidad K off de 0,1 s -1 o menos, c omo se d etermina por res onancia d e p lasmón sup erficial, o  qu e i nhibe la 
proliferación de blastos p or fitohemaglutinina en un ensayo de pro liferación de b lastos por fitohemaglutinina in vitro 
(ensayo PHA) con un a CI50 de 1 x 10-6 M o menos. Preferiblemente, el anticuerpo de IL-12 humana aislada, o una 15 
parte de un ión a antígeno del mismo, de la presente descripción se disocia de IL-12 humana con una constante de 
velocidad Koff de 1 x 10-2 s-1 o menos, o inhibe la proliferación de blastos por fitohemaglutinina en un ensayo de PHA 
in vitro con una CI50 de 1 x 10-7 M o menos. Preferiblemente, el anticuerpo de IL-12 humana aislado, o una parte de 
unión a antígeno del mismo, de la presente descripción se disocia de IL-12 humana con una constante de velocidad 
Koff de 1 x 10-3 s-1 o menos, o inhibe proliferación de blastos por fitohemaglutinina en un ensayo de PHA in vitro con 20 
una CI50 de 1 x 10-8 M o menos. De acuerdo con la invención, el anticuerpo de IL-12 humana aislado, o una parte de 
unión a antígeno del mismo se disocia de IL-12 humana con una constante de velocidad Koff de 1 x 10-4 s-1 o menos, 
o inhibe la proliferación de blastos por fitohemaglutinina en un ensayo de PHA in vitro con una CI50 de 1 x 10-9 M o 
menos. En realizaciones más preferidas, el anticuerpo de IL-12 humana aislado, o una parte de unión a antígeno del 
mismo, se disocia de IL-12 humana con una tasa K off constante de 1 x 10-5 s-1 o menos, o inh ibe la proliferación de 25 
blastos por fitohemaglutinina en un e nsayo de PHA in vitro con una CI50 de 1 x 1 0-10 M o menos. En real izaciones 
aún más pr eferidas, el a nticuerpo de IL-12 humana aislado, o una p arte de un ión a antígen o del mismo, se disoci a 
de IL-12 humana con una constante de velocidad Koff de 1 x 10-5 s-1 o menos, o i nhibe proliferación de blastos por 
fitohemaglutinina en un ensayo de PHA in vitro con una CI50 de 1 x 10-11 M o menos. 
 30 
La constante de tasa de disociación (Koff) de un anticuerpo de IL-12 puede determinarse por resonancia de plasmón 
superficial (véase Ejemplo 5). Generalmente, el análisis de resonancia de plasmón superficial mide interacciones de 
unión e n tiem po rea l entre l igando (IL-1 2 h umana recomb inante inm ovilizada e n un a matriz bios ensora) y analito 
(anticuerpos e n soluci ón) p or resona ncia d e plasmó n superficial (SPR)  usand o el si stema BIAcore  (Pharmacia  
Biosensor, Pis cataway, NJ).  T ambién pu ede re alizarse análisis de p lasmón s uperficial i nmovilizando el a nalito 35 
(anticuerpos en una matriz biosensora) y presentando el l igando (IL-12 recombinante en solución). La actividad de 
neutralización de anticuerpos de IL-12, o partes de unión a antígeno de los mismos, puede evaluarse usando uno o 
más de varios ensayos in vitro adecuados (véase Ejemplo 3). 
 
Se con oce b ien e n la téc nica qu e las CDR de c adena pes ada y ligera de a nticuerpo des empeñan un papel 40 
importante en  la especific idad/afinidad de  unió n de un  anticuer po p or un antíge no. En consec uencia, esta  
descripción proporciona anticuerpos humanos que tienen CDR de cadena ligera y pesada de Joe 9, así como otros 
anticuerpos que tienen CDR que se han modificado para mejorar la especificidad/afinidad de unión del anticuerpo. 
Como se d emuestra en e l Ejemplo 1, una s erie de modificaciones de l as CDR de ca dena ligera y pesada da como 
resultado ma duración d e afi nidad d e a nticuerpos anti hIL-12 humanos. Los a lineamientos de secuencias de 45 
aminoácidos de región variable de cadena ligera y pesada de una serie de anticuerpos humanos que varían de Jo e 
9 de tipo si lvestre a J695 qu e se une n a IL-12 hum ana se muestran e n las F iguras 1A-1D. Pueden determinarse 
motivos de sec uencia consenso para las C DR de anticu erpos del al ineamiento de sec uencias (como s e resume e n 
la tabla anterior). Por ej emplo, un m otivo consenso para la CDR3 de VH del linaje de Joe 9 a J695 comprende la 
secuencia de aminoácidos: (H/S)-G-S-(H/Y)-D-(N/T/Y) (SEC ID Nº: 1), que abarca aminoácidos desde la posición 95 50 
a la 102 de la HCVR mostrada en SEC ID Nº: 7. Un motivo consenso para la CDR de VL comprende la secuencia de 
aminoácidos: Q-(S/T )-Y-(D/E)-(S/R/K)-(S/G/Y)-(L/F/T/S)-(R/S/T/W/H)-(G/P)-(S/T/A/L)-(R/S/M/T/L-V/l/T/M/L) (SEC ID 
Nº: 2), que abarca aminoácidos de la posición 89 a 97 de la LCVR consenso mostrada en SEC ID Nº: 8. 
 
En consecuencia, en otro aspecto, la descripción proporciona un anticuerpo humano aislado, o una parte de unión a 55 
antígeno del mismo, que tiene las siguientes características: 
 

a) inhibe proliferación de blastos por fitohemaglutinina en un ensayo de PHA in vitro con una CI50 de 1 x 10-6 M o 
menos; 
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b) tiene una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 1; y 
c) tiene una CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 2. 

 
El anticuerpo comprende adicionalmente una CDR2 de VH que comprende la secuencia de aminoácidos: F-l-R-Y-D-
G-S-N-K-Y-Y-A-D-S-V-K-G (SEC ID Nº: 3 ) (que abarca amin oácidos desde l a p osición 50 a 6 5 de l a H CVR 5 
consenso que comprende la secuencia de aminoácidos SEC ID Nº: 7) y comprende adicionalmente una CDR2 de VL 
que comprende la sec uencia de ami noácidos: (G/Y)-N-(D/S)-(Q/N)-R-P-S (SEC ID Nº: 4) (que a barca aminoácidos 
de la posición 50 a 56 de la LCVR consenso que comprende la secuencia de aminoácidos SEC ID Nº: 8). 
 
El anticuerpo comprende adicionalmente una CDR1 d e VH que compr ende la secuencia de ami noácidos: F-T-F-S-10 
(S/E)-Y-G-M-H (SEC ID Nº: 5) (qu e ab arca ami noácidos de l a pos ición 27 a la 35 de l a HCV R c onsenso que 
comprende l a secuenc ia de  amino ácidos SEC ID Nº: 7 ) y compre nde adici onalmente una C DR1 de VL qu e 
comprende la secuencia de aminoácidos: (S/T)-G-(G/S)-(R/S)-S-N-I-(G/V)-(S/A)-(N/G/Y)-(T/D)-V-(K/H) (SEC ID Nº : 
6) (que a barca amin oácidos de la pos ición 24 a 3 4 de  la LCVR co nsenso q ue co mprende la s ecuencia d e 
aminoácidos SEC ID Nº: 8). 15 
 
El anticuerpo de la descripción comprende una HCVR que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 7 
y una LCVR que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 8. 
 
Pueden d eterminarse motiv os conse nso adicionales basándose e n el  anál isis muta cional rea lizado en Y61 q ue 20 
condujo al anticuerpo J695 (resumido en las Figuras 2A-2H). Como se demuestra por las gráficas mostradas en las 
Figuras 2A-2H, ciertos restos de las CD R de cadena pesada y ligera de Y61 era n susceptibles de sustitución sin 
alterar significativamente las propiedades de unión de hIL-12 del anticuerpo. Por ejemplo, sustituciones individuales 
en la posición 30 en CDR H1 con doce restos de aminoácidos diferentes no redujeron significativamente la velocidad 
Koff del anticu erpo, lo que i ndica qu e su posición es su sceptible d e s ustitución c on una diversidad de restos d e 25 
aminoácidos diferentes. Por l o tanto,  basándose en el a nálisis mutacional (es dec ir, posiciones dentro de Y61 que 
eran susceptibles de sustitución por otros restos de aminoácidos) se determinaron motivos consenso. Los m otivos 
consenso par a las CDR3 d e caden a pesa da y l igera se  m uestran en SEC ID Nº: 9  y 10, respect ivamente, se 
muestran motivos consenso para las CDR2 de cadena pesada y ligera en SEC ID Nº: 11 y 12, respectivamente, y se 
muestran motivos consenso para las CDR1 de cadena pesada y ligera en SEC ID Nº: 1 3 y 14, respectivamente. Se 30 
muestran motivos consenso para las regiones VH y VL en SEC ID Nº: 15 y 16, respectivamente. 
 
En co nsecuencia, e n un asp ecto, la  i nvención pres enta u n a nticuerpo h umano aislado, o u na p arte de unión a 
antígeno del mismo, que tiene las siguientes características: 
 35 

a) inhibe la proliferación de blastos de fitohemaglutinina en un ensayo de PHA in vitro con una CI50 de 1 x 10-9 M 
o menos; 
b) tiene una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 9; y 
c) tiene una CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 10. 

 40 
En una re alización preferi da, el anticu erpo comp rende adici onalmente una C DR2 de VH qu e compre nde l a 
secuencia de aminoácidos d e SEC ID Nº: 11 y c omprende ad icionalmente u na CD R2 de VL que comprende la 
secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 12.  
 
En otra re alización prefer ida, el a nticuerpo com prende adic ionalmente un a CD R1 de VH que c omprende la 45 
secuencia de aminoácidos d e SEC ID Nº: 13 y c omprende ad icionalmente u na CD R1 de VL que comprende la 
secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 14. 
 
En otra realización preferida más, el anticuerpo de la invención comprende una HCVR que comprende la secuencia 
de aminoácidos de SEC ID Nº: 15 y una LCVR que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 16.  50 
 
Un anticuerpo prefer ido d e l a i nvención, e l a nticuerpo humano a nti hIL-12 Y61,  se produjo p or m aduración de 
afinidad de Joe 9 de tipo silvestre por mutagénesis por PCR de la CDR3 (como s e describe en el Ejemplo 1). Y6 1 
tuvo una especificidad/afinidad de unión mejorada determinada por resonancia de plasmón superficial y por ensayos 
de neutralización in v itro. Las CDR3 de cadena pesada y ligera de  Y61 se m uestran en las SEC ID  Nº: 17  y 18, 55 
respectivamente, las CDR2 de cadena pesada y ligera de Y61 se muestran en SEC ID Nº: 19 y 20, respectivamente, 
y las CDR1 de cadena pesada y ligera de Y61 se muestran en la SEC ID Nº: 2 1 y 22, respectivamente. La VH de 
Y61 tiene la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 23 y la VL de Y61 tiene la secuencia de aminoácidos de SEC 
ID Nº: 24 (estas secuencias también se muestran en las Figuras 1A-1D, alineadas con Joe9).  
 60 
En cons ecuencia, en otro as pecto, la  inv ención presenta un a nticuerpo humano aislado, o u na p arte de u nión a 
antígeno del mismo, que 

 
a) inhibe proliferación de blastos por fitohemaglutinina en un ensayo de PHA in vitro con una CI50 de 1 x 10-9 M o 
menos; 65 
b) tiene una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 17; y 
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c) tiene una CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 18. 
 
En una realización preferida, el anticu erpo humano aislado, o u na parte de unión a antígeno del mismo, tiene una 
CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 19 y una CDR2 de c adena 
ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 20.  5 
 
En otra re alización preferida, el anticuerpo humano aislado, o una parte de unión a antígeno del mismo, tiene una 
CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 21 y una CDR1 de c adena 
ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 22. 
 10 
En otra realización preferida más, el anticuerpo humano aislado, o una  parte de un ión a antígeno de l mismo, que 
comprende la región variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 23, y 
una región variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 24.  
 
En ciertas realizaciones, el anticuerpo de longitud completa comprende una región constante de cadena pesada, tal 15 
como regiones constantes lgG1, lgG2, lgG3, lgG4, IgM, IgA e IgE,  y cualquier variante alotípica de las mismas como 
se describe en Kabat (Kabat, E.A., et al . (1991) Sequences of Pr oteins of Immuno logical Interest, Quinta  Edic ión, 
U.S. Departm ent of H ealth and Human S ervices, Pu blicación d e NIH  Nº 91- 3242). Pref eriblemente, la re gión 
constante de cadena pesada de anticuerpo es una región constante de cadena pesada de lgG1. Como alternativa, la 
parte de anticuerpo puede ser un fragmento Fab, un fragmento F(ab’2) o un fragmento Fv de cadena sencilla. 20 
 
Las modificaciones de restos individuales de Y61 condujeron a la producción de un panel de anticuerpos mostrado 
en l as F iguras 2A-2H. L a e specificidad/afinidad d e u nión de c ada anticuerpo se d eterminó p or re sonancia de 
plasmón superficial y/o por ensayo de neutralización in vitro. 
 25 
En cons ecuencia, en otro as pecto, la  inv ención presenta un a nticuerpo humano aislado, o u na p arte de u nión a 
antígeno del mismo, que 
 

a) inhibe proliferación de blastos por fitohemaglutinina en un ensayo de PHA in vitro con una CI50 de 1 x 10-9 M o 
menos; 30 
b) tiene una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que 
consiste en SEC ID Nº: 404-SEC ID Nº; 469; y 
c) tiene un a CDR3 de cadena ligera que comprende la se cuencia de am inoácidos seleccionada del grupo que 
consiste en SEC ID Nº: 534-SEC ID Nº: 579. 

 35 
En una realización preferida, el anticu erpo humano aislado, o u na parte de unión a antígeno del mismo, tiene una 
CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en SEC 
ID Nº: 3 35-SEC ID Nº: 40 3; y una CD R2 de cad ena l igera que comprende l a secu encia de am inoácidos 
seleccionada del grupo que consiste en SEC ID Nº: 506-SEC ID Nº: 533.  
 40 
En otra re alización preferida, el anticuerpo humano aislado, o una parte de unión a antígeno del mismo, tiene una 
CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en SEC 
ID Nº: 2 88-SEC ID Nº: 33 4; y una CD R1 de cad ena l igera que comprende l a secu encia de am inoácidos 
seleccionada del grupo que consiste en SEC ID Nº: 470-SEC ID Nº: 505. 
 45 
En otra realización preferida más, el anticuerpo humano aislado, o una  parte de un ión a antígeno de l mismo, que 
comprende la región variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 23, y 
una región variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 24.  
 
En ciertas rea lizaciones, el anticu erpo de long itud completa q ue co mprende un a región const ante de cad ena 50 
pesada, tal co mo regiones constantes lgG1, lgG2, lgG3, lg G4, IgM, IgA e IgE, y  cualquier variante alotípica de l as 
mismas com o se descr ibe en  Kabat (K abat, E.A., et al . (1991) S equences of Prote ins of Immunol ogical Inter est, 
Quinta Edición, U.S. Department of Health a nd Human Services, Publicación de NIH Nº  91-3242). Preferiblemente, 
la r egión cons tante d e c adena pesada d e antic uerpo es un a re gión c onstante d e c adena pes ada lgG1. Como 
alternativa, la parte de  anticuerpo puede ser un fragmento Fab, un fragmento F(ab’2) o un fragmento Fv de cadena 55 
sencilla. 
 
Se pr odujo u n a nticuerpo neutralizante, recombinante particularmente pr eferido de l a i nvención, J69 5, p or 
mutagénesis dirigida restos d e aminoácidos de hip ermutación y de contacto de anticu erpo Y61 (vé ase Ejemplo 2 y 
sección III posteriormente). J695 difiere de Y61 por una s ustitución de Gly a T yr en Y61 en la pos ición 50 de la 60 
CDR2 de cadena ligera y por una sustitución de Gly a Tyr en la posición 94 de la CDR3 de cadena ligera. Las CDR3 
de ca dena pesada y ligera de J6 95 se m uestran en  SE C ID  Nº: 2 5 y 26, res pectivamente, l as CD R2 d e ca dena 
pesada y ligera de J 695 se muestran en SEC ID Nº: 27 y 28, respectivamente, y l as CDR1 de cadena pesada y 
ligera d e J69 5 se muestran en SEC ID N º: 29 y 3 0, re spectivamente. La VH d e J6 95 tie ne l a se cuencia d e 
aminoácidos de SEC ID Nº: 31 y la V L d e J69 5 tie ne la secu encia de ami noácidos de SE C ID Nº: 32 (estas 65 
secuencias también se muestran en las Figuras 1A-1D, alineadas con Joe9). 
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En cons ecuencia, en otro as pecto, la  inv ención presenta un a nticuerpo humano aislado, o u na p arte de u nión a 
antígeno del mismo, que 
 

a) inhibe proliferación de blastos por fitohemaglutinina en un ensayo de PHA in vitro con una CI50 de 1 x 10-9 M o 
menos; 5 
b) tiene una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 25; y 
c) tiene una CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 26. 

 
En una realización preferida, el anticu erpo humano aislado, o u na parte de unión a antígeno del mismo, tiene una 
CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 27 y una CDR2 de c adena 10 
ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 28.  
 
En otra re alización preferida, el anticuerpo humano aislado, o una parte de unión a antígeno del mismo, tiene una 
CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 29 y una CDR1 de c adena 
ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 30.  15 
 
En otra r ealización preferida más, el anticuerpo humano aislado, o una parte de unión a antígeno del mismo, tiene 
una región variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 31, y una región 
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 32.  
 20 
En ciertas realizaciones, el anticuerpo de longitud completa comprende una región constante de cadena pesada, tal 
como regiones constantes lgG1, lgG2, lgG3, lgG4, IgM, IgA e IgE,  y cualquier variante alotípica de las mismas como 
se describe en Kabat (Kabat, E.A., et al . (1991) Sequences of Pr oteins of Immuno logical Interest, Quinta  Edic ión, 
U.S. Departm ent of H ealth and Human S ervices, Pu blicación d e NIH  Nº 91- 3242). Pref eriblemente, la re gión 
constante de cadena pesada de anticuerpo es una región constante de cadena pesada de lgG1. Como alternativa, la 25 
parte de anticuerpo puede ser un fragmento Fab, un fragmento F(ab’2) o un fragmento Fv de cadena sencilla. 
 
Pueden r ealizarse mutaci ones adic ionales en l as sec uencias co nsenso preferi das para CDR 3, CD R2 y CD R1 d e 
anticuerpos en el linaje de Joe 9 a J695, o del linaje Y61 a J695, para proporcionar anticuerpos anti IL-12 adicionales 
de la invención. T ales m étodos de mo dificación p ueden rea lizarse usa ndo técn icas d e biología mol ecular 30 
convencionales, ta les co mo p or mu tagénesis p or PC R, direcci ón d e restos de ami noácidos de h ipermutación o  
contacto individual en l as CDR de ca dena ligera y/o cadena pesada, seguido de a nálisis cinético y funcional de los 
anticuerpos modificados como se describen en este documento (por ejemplo, ensayos de neutralización descritos en 
el Ejemplo 3, y por análisis de BIAcore, como se describe en el Ejemplo 5). 
 35 
En consecuencia, l a descripción proporciona un anticuerpo humano ais lado, o una parte de  un ión a  antígeno de l 
mismo, que 
 

a) inhibe proliferación de blastos por fitohemaglutinina en un ensayo de PHA in vitro con una CI50 de 1 x 10-6 M o 
menos; 40 
b) comprende una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 1, una  
CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 3 y una CDR1 de cadena 
pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 5, o un mutante de las mismas que tiene 
una o más sustituciones de aminoácidos en una posición de mutagénesis selectiva preferida o una posición de 
hipermutación, en la q ue d icho mutante tiene una velocidad koff no más de 10 vec es mayor que el anticuerpo 45 
que comprende una CD R3 de cadena pesada que comprende la secu encia de aminoácidos de SEC  ID Nº: 1, 
una CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 3, y una CDR1 de 
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 5; y 
c) comprende una CDR3 de cadena ligera que comprende la s ecuencia de am inoácidos de SE C ID Nº: 2, una  
CDR2 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 4 y una CDR1 de cadena 50 
ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 6, o un mutante de las mismas que tiene una 
o más  sustituc iones d e aminoácidos en un a p osición de mutagénesis s electiva pr eferida o u na p osición d e 
hipermutación, en la q ue d icho mutante tiene una velocidad koff no más de 10 vec es mayor que el anticuerpo 
que comprende una CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 2, una  
CDR2 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 4, y u na CDR1 de cadena 55 
ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 6.  

 
En otro as pecto la i nvención presenta un anticuerpo humano aislado, o una parte de unión a a ntígeno del mismo, 
que 

 60 
a) inhibe la proliferación de blastos por fitohemaglutinina en un ensayo de PHA in vitro con una CI50 de 1 x 10-9 
M o menos; 
b) comprende una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 9, una  
CDR2 d e cad ena p esada q ue compr ende la secue ncia de ami noácidos de SEC ID Nº: 11 y un a CDR1 d e 
cadena pesada que c omprende la secuencia de am inoácidos de SEC ID Nº: 13, o un mutante d e las mismas 65 
que tiene una o más sustituciones de aminoácidos en una posición de mutagénesis selectiva preferida, posición 
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de contacto o una posición de hipermutación, en las qu e dicho mutante tiene una velocidad koff no más de 1 0 
veces mayor que el anticuerpo que comprende una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de 
aminoácidos de SEC ID Nº: 9, una CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de 
SEC ID Nº: 11, y una CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 13; 
y 5 
c) comprende una CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 10, una 
CDR2 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 12 y u na CDR1 de cadena 
ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 14, o  un muta nte de las mism as que tiene 
una o m ás su stituciones d e amin oácidos en una p osición de m utagénesis s electiva preferi da, posición d e 
contacto o una posición de hipermutación, en las que dicho mutante tiene una velocidad koff no más de 10 veces 10 
mayor q ue el anticu erpo q ue com prende una CDR3 d e cad ena li gera qu e com prende la  secu encia de 
aminoácidos de SEC ID Nº: 10, una CD R2 de cade na ligera que comprende la secu encia de aminoácidos de 
SEC ID Nº: 12, y una CDR1 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 14.  

 
Un experto habitual en l a materia tamb ién apreciará que pueden realizarse mutaciones adic ionales a las regi ones 15 
CDR de un a nticuerpo de l a inve nción, por  ejemp lo en Y 61 o en J 695, para pro porcionar a nticuerpos anti IL-1 2 
adicionales de la invención. Tales métodos de modificación pueden realizarse usando técnicas de biología molecular 
convencionales, como se ha  descrito a nteriormente. El análisis funcional y cinético de los anticuerpos modificados 
puede realizarse como se de scribe en el Ej emplo 3 y Ejemplo 5, resp ectivamente. Se muestran modificaciones de 
restos i ndividuales de  Y61 que condujeron a l a identificación de  J695 en las F iguras 2A-2H y se describen en el 20 
Ejemplo 2. 
 
En consec uencia, en otro as pecto la i nvención pres enta un antic uerpo huma no ais lado, o una parte  de uni ón a 
antígeno del mismo, que 
 25 

a) inhibe la proliferación de blastos por fitohemaglutinina en un ensayo de PHA in vitro con una CI50 de 1 x 10-9 
M o menos; 
b) comprende una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 17, 
una CDR2 de cadena pesada que comprende la s ecuencia de am inoácidos de SEC ID  Nº: 19 y una CDR1 de 
cadena pesada que c omprende la secuencia de am inoácidos de SEC ID Nº: 21, o un mutante d e las mismas 30 
que tiene una o más s ustituciones de aminoácidos en una posición de mutagénesis selectiva preferida o una 
posición de hipermutación, en las que dicho mutante tiene una velocidad koff no más de 10 veces mayor que e l 
anticuerpo que comprende una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC 
ID Nº: 17, una CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 19, y una 
CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 21; y 35 
c) comprende una CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 18, una 
CDR2 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 20 y u na CDR1 de cadena 
ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 22, o  un muta nte de las mism as que tiene 
una o más sustituciones de aminoácidos en una posición de mutagénesis selectiva preferida o una posición de 
hipermutación, en l as que dicho mutante tiene una tasa koff no más de 1 0 veces m ayor que el anticuerpo que 40 
comprende una CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 18, u na 
CDR2 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 20, y una CDR1 de cadena 
ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 22.  

 
En otro as pecto la i nvención presenta un anticuerpo humano aislado, o una parte de unión a a ntígeno del mismo, 45 
que 
 

a) inhibe la proliferación de blastos por fitohemaglutinina en un ensayo de PHA in vitro con una CI50 de 1 x 10-9 
M o menos; 
b) comprende una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 25, 50 
una CDR2 de cadena pesada que comprende la s ecuencia de am inoácidos de SEC ID  Nº: 27 y una CDR1 de 
cadena pesada que c omprende la secuencia de am inoácidos de SEC ID Nº: 29, o un mutante d e las mismas 
que tiene una o más s ustituciones de aminoácidos en una posición de mutagénesis selectiva preferida o una 
posición de  h ipermutación, en la  q ue dicho mutante  tien e un a tasa  k off no m ás de 10 veces m ayor que el 
anticuerpo que comprende una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC 55 
ID Nº: 25, una CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 27, y una 
CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 29; y 
c) comprende una CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 26, una 
CDR2 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 28 y u na CDR1 de cadena 
ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 30, o  un muta nte de las mism as que tiene 60 
una o más sustituciones de aminoácidos en una posición de mutagénesis selectiva preferida o una posición de 
hipermutación, en la q ue d icho mutante tiene una velocidad koff no más de 10 vec es mayor que el anticuerpo 
que comprende una CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 26, 
una CDR2 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 28, y una CDR1 de 
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 30.  65 
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En otra realización más, la invención proporciona anticuerpos humanos aislados, o partes de unión a antígeno de los 
mismos, que neutralizan la actividad de IL- 12 humana, y al menos una IL-12 de primate adicional seleccionada del 
grupo que consiste en IL-12 de babuino, IL-12 de tití, IL- 12 de chimpanc é, IL-12 de cy nomolgus e IL-12 de rhesus,  
pero que no neutralizan la actividad de la IL-12 de ratón. 
 5 
II Selección de anticuerpos humanos recombinantes 
 
Pueden aislarse a nticuerpos hum anos de  la invención explorando un a bi blioteca d e a nticuerpos combi natoria 
recombinante, preferiblemente una biblioteca de presentación de fagos de scFv, preparada usando ADNc de VL y 
VH humanos preparados a partir de ARNm d erivado de linfocitos humanos. Se conocen en la técnica metodologías 10 
para prepara y expl orar tal es bib liotecas. A demás de kits  disp onibles e n el m ercado para generar bibliotecas d e 
presentación de fagos (por e jemplo, el Sistema de Anticuerpo de Fago Recombinante de Pharmacia nº de catálogo 
27-9400-01; y el kit de presentación de fagos de Stratagene SurfZAP™, nº de catálogo 240612), pueden encontrarse 
ejemplos de métodos y reactivos particularmente susceptibles de uso en generación y exploración de bibliotecas de 
presentación d e antic uerpos en, por  ej emplo, Kan g et a l. Publ icación de PCT  Nº  WO 92/18 619; Winter et a l. 15 
Publicación de PCT  Nº W O 92/2 0791; Br eitling et a l. P ublicación de PCT Nº W O 93/01288; Mc Cafferty et a l. 
Publicación de PCT  Nº WO 92/01047; Garrard et a l. Pub licación de PC T Nº WO 92/0969 0; F uchs et a l. (1 991) 
Bio/Technology 9: 1370-1372; Hay et al. (1992) Hum Antibod Hybridomas 3: 81-85; Huse et al. (1989) Science 246: 
1275-1281; McCafferty et al., Nature (1990) 348: 552-554; Griffiths et al. (1993) EMBO J 12: 725-734; Hawkins et al. 
(1992) J  Mol  Biol 226: 889-896; Clackson et a l. (1991) Nature 352: 624-628; Gram et al . (1992) PNAS 89: 3576-20 
3580; Garrad et al. (1991) BiolTechnology 9: 1373-1377; Hoogenboom et al. (1991) Nuc Acid Res 19: 4133-4137; y 
Barbas et al. (1991) PNAS 88: 7978-7982. 
 
Las bibliotecas de anticuerpo usadas en este método son preferiblemente bibliotecas de scFv preparadas a partir de 
ADNc de VL y VH humanas. Las bibliotecas de anticuerpos scFv se exploran preferiblemente usando IL-12 humana 25 
recombinante como el antíge no para  seleccionar secuencias de cadena pesada y li gera humanas que tienen una 
actividad de u nión haci a IL-12. Para sel eccionar antic uerpos es pecíficos para la s ubunidad p 35 de IL-12 o el  
heterodímero p70, se re alizaron e nsayos de e xploración en prese ncia de e xceso de subu nidad p 40 li bre. Las  
preferencias de subunidad pueden determinarse, por ejemplo, mediante titulación micro-Friguet, como se descr ibe 
en le Ejemplo 1. 30 
 
Una vez que se selecc ionan segme ntos VL y V H hum anos i niciales, se real izan experimentos d e “mezcla y 
emparejamiento”, en los que se exploran diferentes pares de los segmentos VL y VH seleccionados con respecto a 
unión de IL-12, para seleccionar combinaciones de pares VL/VH preferidos (véase Ejemplo 1). Adicionalmente, para 
mejorar más la afinidad y/o reducir la constante de velocidad de disociación para unión de hIL-12, los segmentos VL 35 
y VH del par o los pares de VL/VH preferidos pueden mutarse de forma aleatoria, preferiblemente dentro de la región 
CDR3 de VH y/o VL, en un proceso análogo al proceso de mutación somática in vivo responsable de maduración de 
afinidad d e a nticuerpos dur ante un a resp uesta inmune natural. Esta  maduraci ón de afin idad in vitro puede 
conseguirse amplificando regiones VH y VL usando cebadores de PCR complementarios de la CDR3 de VH o CDR3 
de VL, respect ivamente, habiéndose “realizado adiciones” a los cebadores con un a mezcla al eatoria de las cuatr o 40 
bases nucleotídicas en ciertas posiciones de modo que los productos de PCR resultantes codifican segmentos VH y 
VL en los que se han introducido mutaciones aleatorias en las regiones de CDR3 VH y/o VL. Estos segmentos VH y 
VL mutados de forma aleatoria pueden volver a seleccionarse y volver a explorarse con respecto a unión con hIL-12 
y pueden seleccionarse secuencias que muestran alta afinidad y una velocidad de disociación baja para unión de IL-
12. La T abla 2 (véase A péndice A) m uestra anticuer pos que pr esentan espec ificidad/afinidad d e u nión alter ada 45 
producida como resultado de maduración de afinidad in vitro. 
 
Después d e s elección, a islamiento y e xploración d e un  anticu erpo anti hIL-12 de l a invenc ión a partir de una 
biblioteca d e p resentación de  inmu noglobulina rec ombinante, pue de rec uperarse el ácido n ucleico que cod ifica el 
anticuerpo seleccionado de la partícula o las partículas de fago (por ejemplo, del genoma del fago) y subclonarse en 50 
otros vectores de expresión mediante técnicas de ADN recombinante convencionales. Si se desea, el ácido nucleico 
puede m anipularse a dicionalmente p ara cr ear otras  form as de antic uerpo d e l a i nvención ( por ejemplo, u nirse a  
ácido nucleico que codifica dominios de inmunoglobulina adicionales, tales c omo regiones constantes adicionales). 
Para expresar un a nticuerpo hum ano rec ombinante ais lado explorando un a biblioteca comb inatoria, el  ADN  q ue 
codifica el anticuerpo se clona en un vector de expresión recombinante y se introduce en una célula hospedadora de 55 
mamífero, como se describe en más detalle en la Sección IV posteriormente. 
 
Se describen en más detalle métodos para seleccionar anticuerpos de unión a IL-12 humana mediante tecnología de 
presentación de fagos, y maduración de afinidad de anticuerpos seleccionados por mutagénesis aleatoria o dirigida 
de regiones CDR en el Ejemplo 1. 60 
 
Como se describe en el Ejemplo 1, la exploración de bibliotecas de ADNc de VL y VH humanas identificó una serie 
de anticuerpos anti IL-12, d e los que el anticuerpo Joe 9 se seleccionó para desarrollo adicional. Una comparación 
de la re gión varia ble d e ca dena pes ada de Joe 9 co n las secue ncias de líne a g erminal de ca dena pes ada 
seleccionadas de la base de datos VBASE, reveló que Joe 9 era similar a la secuencia de línea germinal de COS-3. 65 
COS-3 pertenece a la familia VH3 de secuencias de línea germinal. 
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La famil ia VH3 es parte d el repertorio de línea germinal de VH h umana que se a grupa en siete fa milias, V N1-VH7, 
basándose en homología de secuencias de nucleótidos (Tomlinson et al. (1992) J. Mol. Biol., 227, 776-798 y Cook et 
al. (199 5) Immuno logy T oday, 16, 237-2 42). La famili a V H3 contie ne el mayor núm ero de miembr os y rea liza la 
mayor contribución al repertorio de línea germinal. Para cualquier secuencia de anticuerpo de línea germinal de VH3 5 
humana d ada, la ide ntidad d e secue ncia d e amin oácidos dentro d e la familia V H3 co mpleta es a lta (Véase  por 
ejemplo, Tomlinson et al. (1992) J. Mol. Biol., 227, 776-798 y Cook et al. (1995) Immunology Today, 16, 237-242). El 
intervalo de identidad de secuencias de aminoácidos entre dos secuencias VH de lín ea germinal cualesquiera de la 
familia V H3 va ría de 6 9 a 9 8 restos de a proximadamente 100 rest os de  VH (es dec ir, 69-98% d e h omología d e 
secuencia de aminoácidos entre dos s ecuencias VH de línea germinal cualesquiera). Para l a mayoría de l os pares 10 
de secuencias de línea germinal hay al menos 80 o más restos de aminoácidos idénticos, (es decir, al menos 80% 
de homología de secuencias de aminoácidos). El alt o grado de homología de s ecuencia de aminoácidos entre los 
miembros de la familia VH3 da como resultado que ciertos restos de aminoácidos estén presentes en sitios clave en 
las regiones CDR y marco de la cadena de VH. Estos restos de aminoácidos confieren características estructurales 
a las CDR. 15 
 
Estudios de estructuras de anticuerpos han mostrado que las conformaciones de CDR pueden agruparse en familias 
de estructuras de CDR canónicas basándose en los restos se aminoácidos clave que ocupan ciertas posiciones en 
las regiones que ocupa ciertas posiciones en las regiones CDR y marco. En consecuencia, existen conformaciones 
de CD R loc ales similar es en  diferent es ant icuerpos q ue ti enen estructur as can ónicas con restos d e aminoácidos 20 
clave idénticos (Chothia et al. (1987) J. Mol. Biol., 196, 901-917 y Chothia et al. (1989) Nature, 342, 877-883). Dentro 
de la familia VH3 hay una conservación de identidad de restos de aminoácidos en los sitios clave para las estructuras 
canónicas CDR1 y CDR2 (Chothia et al. (1992) J. Mol. Biol., 227, 799-817). 
 
El gen de V H de línea germinal de COS-3,  es un m iembro de la fami lia VH3 y es u na variante del a lelo de VH de 25 
línea germinal 3-30 (DP- 49). COS-3, difie re de l as sec uencias d e a minoácidos de  VH Joe9 en solame nte 5 
posiciones. El alto grado de homología de secuencia de aminoácidos entre VH Joe9 y COS-3, y entre VH Joe9 y los 
otros miembros de la familia de VH3 también confiere un alto grado de homología estructural de CDR (Chothia et al. 
(1992) J. Mol. Biol., 22 7, 799-817; Chothia et al . (1987) J. Mol. Biol., 19 6, 901 - 917 y Chothia et al. (1989) Nature, 
342, 877-883). 30 
 
El experto en la materia apreciará que basándose en la alta similitud de secuencia de aminoácidos y de estructura 
canónica con Joe 9, otros miembros de la familia VH3 también podrían usarse para generar anticuerpos que se unen 
a IL-12 humana. Esto puede realizarse, por ejemplo, seleccionando una VL apropiada por técnicas de redistribución 
de cadenas (Winter et al . (1994) Annual Rev. Immunol., 12,433-55), o mediante el in jerto de CDR de un roedor u 35 
otro anticuerpo humano incluyendo CDR de anticuerpos de la presente invención en un armazón de familia VH3. 
 
El rep ertorio de lí nea germ inal d e V lambda hum ano se a grupa e n 10 fam ilias b asándose e n homología d e 
secuencia de nucleótidos (Williams et al. (1996) J. Mol. Biol., 264, 220-232). Una comparación de la región variable 
de cadena ligera de Joe 9 con las secuencias de línea germinal de cadena ligera seleccionadas de la base de datos 40 
VBASE, reveló  que Joe 9 era similar a la l ínea germinal de DPL8 lambda. La VL Jo e9 difiere de l a secuencia de 
DPL8 en solamente cuatro posiciones flanqueantes, y es altamente homóloga de las secuencias marco conservadas 
de los otros miembros de la familia V1. Basándose en la alta homología de secuencia de aminoácidos y similitud de 
estructura canónica con J oe 9, también pueden usarse otros miembros de la fami lia V1 para generar anticuerpos 
que se unen a IL-12 humana. Esto puede realizarse, por ejemplo, seleccionando una VH apropiada por técnicas de 45 
redistribución de cadena (Winter et al. mencionado anteriormente, o mediante el injerto de CDR de un roedor u otro 
anticuerpo humano incluyendo CDR de anticuerpos de la presente invención en un armazón de familia V1. 
 
Se prete nde q ue l os métod os de l a inv ención i ncluyan anticuerpos rec ombinantes que se u nen a hIL-12, q ue 
comprende una región variable de cadena pesada derivada de un miembro de la familia VH3 de secuencias de línea 50 
germinal, y una región variable de cadena ligera derivada de un miembro de la familia V1 de las secuencias de línea 
germinal. Además, el experto en la materia apreciará que cualquier miembro de la secuencia de cadena pesada de 
la familia VH3 puede combinarse con cualquier miembro de la secuencia de cadena ligera de la familia V1. 
 
Los e xpertos en l a mater ia tambié n a preciarán q ue pueden e xistir p olimorfismos d e secu encia de ADN que 55 
conduzcan a cambios en las secuencias de aminoácidos de la línea germinal dentro de una población (por ejemplo, 
la población humana). Tal polimorfismo genético en las secuencias de línea germinal puede existir entre individuos 
dentro d e un a pobl ación de bido a vari ación alélic a natur al. Tales variaci ones a lélicas naturales pu eden dar com o 
resultado típicamente varianza de 1-5% en las secuencia de nucleótidos del gen. Se pretende que todas y cada una 
de tales variaciones de nucleótidos y polinucleótidos y polimorfismos de aminoácidos resultantes en secuencias de 60 
línea germinal que son el resultado de variación alélica natural estén dentro del alcance de la invención. 
 
En consecuencia, en un aspecto, la divulgación proporciona un anticuerpo humano aislado, o una parte de unión a 
antígeno del mismo, que tiene las siguientes características: 
 65 
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a) que se une a IL-12 humana y se disocia de IL-12 humana con una constante de velocidad Koff de 0,1 s -1 o 
menos, como se determi na por reso nancia de plasm ón s uperficial, o q ue in hibe pro liferación de bl astos por  
fitohemaglutinina en un ensayo de proliferación de blastos de fitoh emaglutinina in vitr o (ensayo de  PHA) con 
una CI50 de 1 x 10-6 M o menos. 
b) tiene una región variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada de 5 
un miem bro d e la famil ia d e línea g erminal V H3, en la q ue la re gión v ariable d e cad ena p esada ti ene u na 
mutación en un contacto o posición de hipermutación con un resto de aminoácido potenciador de actividad. 
c) tiene una región variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada de un 
miembro de la familia de línea germinal V1, en la que la región variable de cadena ligera tiene una mutación en 
una p osición de mutag énesis selectiv a pr eferida, c ontacto o posici ón de hip ermutación co n un r esto de 10 
aminoácido potenciador de actividad. 

 
En una re alización pr eferida, el ant icuerpo humano ais lado, o unió n de antígeno, tiene  mutación e n l a CDR3 d e 
cadena pesada.  
 15 
En otra re alización preferida, el a nticuerpo huma no aislado, o u nión a  antígeno, tien e mutació n e n l a CDR 3 d e 
cadena ligera. 
 
En otra re alización preferida, el a nticuerpo huma no aislado, o u nión a  antígeno, tien e mutació n e n l a CDR 2 d e 
cadena pesada. 20 
 
En otra re alización preferida, el a nticuerpo huma no aislado, o u nión a  antígeno, tien e mutació n e n l a CDR 2 d e 
cadena ligera. 
 
En otra re alización preferida, el a nticuerpo huma no aislado, o u nión a  antígeno, tien e mutació n e n l a CDR 1 d e 25 
cadena pesada. 
 
En otra re alización preferida, el a nticuerpo huma no aislado, o u nión a  antígeno, tien e mutació n e n l a CDR 1 d e 
cadena ligera. 
 30 
Un experto habitual en la materia apreciará que basándose en la alta similitud de secuencia de aminoácidos entre 
los miembros de la fam ilia de línea germinal VH3, o entre miembros de la familia de línea germinal V1 de ca dena 
ligera, que las mutaciones de las secuencias de línea germinal pueden proporcionar anticuerpos adicionales que se 
unen a IL-12 humana. La Tabla 1 (véase Apéndice A) muestra las secuencias de línea germinal de los miembros de 
la familia VH3 y demuestra la homología de secuencia significativa dentro de los miembros de la familia. También se 35 
muestran en la Tabla 1 las secuencias de línea germinal para miembros de la familia V1. Las secuencias de cadena 
pesada y ligera de Joe 9 se proporcionan como una comparación. Pueden realizarse mutaciones de las secuencias 
de línea germinal de miembros de la familia VH3 o V1, por ejemplo, en las mismas posiciones de aminoácidos que 
las rea lizadas en l os antic uerpos d e la invención (por ejemplo mutac iones en J oe 9). Las mo dificaciones pueden 
realizarse usando técnicas de biología molecular convencionales, tales como por mutagénesis por PCR, dirección de 40 
restos de aminoácidos individuales a las secuencias de línea germinal, seguido de análisis cinético y funcional de los 
anticuerpos modificados como se describen en este documento (por ejemplo, ensayos de neutralización descritos en 
el Ejemplo 3 y por análisis de BIAcore, como se describe en el Ejemplo 5). 
 
En consecuencia, en un aspecto, la invención presenta anticuerpo humano aislado o una parte de unión a antígeno 45 
del mismo, que tiene las siguientes características: 
 

a) tiene una región variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada del 
grupo que consiste en SEC ID Nº: 595-66 7, en la que l a región variable de cadena pesada tiene una mutación 
en un a posic ión de muta génesis se lectiva preferid a, con tacto o posici ón de hi permutación con un resto de  50 
aminoácido potenciador de actividad. 
b) tiene una región variable de cadena l igera que c omprende una secuencia de aminoácidos seleccionada del 
grupo que consiste en SEC ID Nº: 669-675, en la que la región variable de cadena ligera tiene una mutación en 
una p osición de mutag énesis selectiv a pr eferida, pos ición de co ntacto o hip ermutación co n un r esto de 
aminoácido potenciador de actividad. 55 

 
Un experto habitual en la materia apreciará que basándose en la alta similitud de secuencia de aminoácidos entre 
secuencia de línea germinal de cadena pesada Joe 9 y COS-3, y entre secuencia de línea germinal lambda Joe 9 y 
DPL8, qu e otr as mutacio nes a las regi ones CDR de est as secue ncias de líne a ger minal pueden prop orcionar 
anticuerpos a dicionales que se une n a IL-12 hum ana. T ales méto dos de mod ificación pue den real izarse usa ndo 60 
técnicas de biología molecular convencionales como se han descrito anteriormente. 
 
En co nsecuencia, e n un asp ecto, la  d escripción pr oporciona a nticuerpo hum ano a islado, o  u na part e d e unión a 
antígeno del mismo, que tiene las siguientes características: 
 65 

a) que s e un e a IL-12 h umana y se d isocia de IL-1 2 h umana co n u na veloci dad K off constante de 0,1 s-1 o 
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menos, como se determina por resonancia de plasmón superficial, o que inhibe la proliferación de blastos por 
fitohemaglutinina en un ensayo de proliferación de blastos por fito hemaglutinina in vitro (ensayo PHA) con una 
CI50 de 1 x 10-6 M o menos. 
b) tiene una región variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de línea germinal 
COS-3, en la que l a regi ón variable d e ca dena pes ada t iene una mut ación e n un a p osición de mut agénesis 5 
selectiva preferida, posición de contacto o hipermutación con un resto de aminoácido potenciador de actividad. 
c) tiene una región var iable de cadena ligera que comprende la  secuencia de aminoácidos de  línea germinal 
DPL8, e n la que la r egión v ariable de ca dena l igera tie ne un a mutaci ón en u na posición d e muta génesis 
selectiva preferida, posición de contacto o hipermutación con un resto de aminoácido potenciador de actividad. 

 10 
Debido a que ciertos restos de aminoácidos ocupan sitios clave en las regiones CDR y marco en l a región variable 
de cadena ligera y pesada, se confieren características estructurales en estas regiones. En particular, las regiones 
CDR2 y CDR1 se someten a clasificaciones estructurales canónicas. Puesto que hay un alto grado de homología de 
secuencia d e amin oácidos e ntre miembr os de la famili a, estas caracte rísticas canón icas están pre sentes entr e 
miembros de l a famili a. El exp erto en l a m ateria a preciará que mo dificaciones en l os restos de ami noácidos que 15 
confieren estas estructuras canónicas producirían anticuerpos adicionales que se unen a IL- 12. Las modificaciones 
pueden realizarse usando técnicas de biología molecular convencionales como se ha descrito anteriormente. 
 
En consecuencia, en otro aspecto, la descripción proporciona un anticuerpo humano aislado o una parte de unión a 
antígeno del mismo, que tiene las siguientes características: 20 
 

a) que se une a IL-12 humana y se disocia de IL-12 humana con una constante de velocidad Koff de 0,1 s -1 o 
menos, como se determi na por reso nancia de plasm ón s uperficial, o q ue in hibe pro liferación de bl astos por  
fitohemaglutinina en un ensayo de proliferación de blastos por fito hemaglutinina in vitro (ensayo PHA) con una 
CI50 de 1 x 10-6 M o menos. 25 
b) tiene una región variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada de 
un miembro de la familia de línea germinal VH3, en la que la región variable de cadena pesada comprende una 
CDR2 que es estructuralmente similar a CDR2 de otros  miembros de la fami lia de línea germinal V H3, y  una 
CDR1 que es estructuralmente similar a CD R1 de ot ros miembros de la famili a de lín ea germinal VH3, y en la  
que la  re gión vari able de cadena pes ada tie ne un a mutación en una p osición de m utagénesis se lectiva 30 
preferida, contacto o posición de hipermutación con un resto de aminoácido potenciador de actividad. 
c) tiene una región variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada de un 
miembro de la familia de línea germinal V1, en la que la región variable de cadena ligera comprende una CDR2 
que es estructuralmente similar a CDR2 de otros miembros de la familia de línea germinal V1, y una CDR1 que 
es estructuralmente similar a CDR1 de otros miembros de la familia de línea germinal V1, y en la que la región 35 
variable de cadena ligera tiene una mutación en una posición de m utagénesis selectiva prefer ida, posición de 
contacto o hipermutación con un resto de aminoácido potenciador de actividad. 

 
Los anticuerpos humanos recombinantes de la invención tienen regiones variables y constantes que son homólogas 
de s ecuencias de  i nmunoglobulina d e lí nea g erminal hu manas sel eccionadas de  l a base d e d atos VBASE. L as 40 
mutaciones de los anticuerpos h umanos recomb inantes (por ejemplo, me diante mutagé nesis ale atoria o 
mutagénesis por PCR) dan como resultado aminoácidos que no se codifican por secuencias de inmunoglobulina de 
línea germ inal huma na. A demás, bib liotecas d e a nticuerpos rec ombinantes q ue derivaron de do nantes hum anos 
contendrán secuencias de anticuerpo que diferían de sus secuencias de línea g erminal correspondientes debido al 
proceso normal de mutación somática que se produce durante el desarrollo de linfocitos B. Debería observarse que 45 
si las secuencias de “línea germinal” obtenidas por amplificación por PCR codifican diferencias de aminoácidos en 
las regiones marco de la verdadera configuración de línea germinal (es decir, diferencias en la secuencia amplificada 
en comparación con l a verdadera secuencia de lín ea germinal), puede ser deseable cambiar estas d iferencias de 
aminoácidos de vu elta a l as verd aderas secue ncias de línea germinal (es decir “retromutac ión” d e restos  
flanqueantes a la co nfiguración de línea germinal). Por lo tanto, la pr esente invención puede incluir opcionalmente 50 
una etapa de retromutación. Para hacer esto, las secuencias de aminoácidos de cadena pesada y ligera codificadas 
por la línea germinal (como se encuentran por ejemplo en la base de datos VBASE) se compar an en primer lugar 
con las secuencias de  aminoácidos marco de  cadena pesada y l igera de inmunoglobulina mutada para identificar 
restos de aminoácidos en la secuencia marco de inmunoglobulina mutada que difieren de las secuencias de línea 
germinal más cercanas. Después, los nucleótidos apropiados de la secuencia de inmunoglobulina mutada se mutan 55 
de n uevo para correspo nder a la secu encia de lín ea g erminal, us ando el cód igo genético para determinar q ué 
cambios de nucleótidos deberían realizarse. La mutagénesis de la secuencia marco de inmunoglobulina mutada se 
lleva a ca bo p or métodos co nvencionales, tales como mu tagénesis me diada p or PCR (en la qu e los  nucle ótidos 
mutados se  in corporan en lo s ceb adores de PC R d e m odo que e l producto d e P CR contenga las  mutaciones) o 
mutagénesis dirigida. El  pa pel de  ca da aminoácido id entificado com o ca ndidato p ara r etromutación de bería 60 
investigarse c on res pecto a  un p apel dir ecto o in directo en u nión d e antígenos y c ualquier ami noácido qu e s e 
descubra después de la mutación que afecta a cualquiera característica deseable del anticuerpo humano no debería 
incluirse en el anticuerpo humano final; como ejemplo, los aminoácidos potenciadores de actividad identificados por 
enfoque de mutagénesis selectiva no se someterán a retromutación. Los ensayos para determinar las características 
del a nticuerpo resultante d e mutagén esis pueden incl uir ELISA, ELISA competitiva,  ensayos d e n eutralización in 65 
vitro e in vivo y/o (véase por ejemplo el Ejemplo 3) inmunohistoquímica con secciones tisulares de diversas fuentes 
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(incluyendo humana, primate y/u otras especies). 
 
Para minimizar el número de aminoácidos que se someten a retrom utación las posiciones de aminoácidos que se 
descubre qu e son difere ntes de la secuencia de líne a germinal m ás c ercana p ero id énticas a los aminoácidos 
correspondientes en u na s egunda sec uencia de línea g erminal p ueden perma necer, siempre que la seg unda 5 
secuencia de l ínea germinal sea idéntica y colineal a la s ecuencia del anticuerpo humano de la i nvención para al  
menos 1 0, pre feriblemente 12 amin oácidos, en ambos l ados de l ami noácidos en cu estión. Esto as eguraría qu e 
cualquier epítopo peptídico presentado al sistema inmune por células presentadoras de antígenos profesionales en 
un sujeto tratado con el a nticuerpo humano de la i nvención no sería n ajenas sino idénticas a un autoantígeno, es 
decir la inm unoglobulina co dificada por esa se gunda s ecuencia d e l ínea germinal. La  retromuta ción pu ede 10 
producirse en cual quier eta pa d e o ptimización de  anti cuerpos; prefe riblemente, l a retromutaci ón se pro duce 
directamente antes o d espués d el enfoque d e muta génesis selectiva. Más pr eferiblemente, la r etromutación s e 
produce directamente antes del enfoque de mutagénesis selectiva. 
 
III. Modificaciones de posiciones de mutagénesis selectiva preferidas, posiciones de contacto y/o hipermutación 15 
 
Típicamente, puede l levarse a cab o sel ección de a nticuerpos con af inidades mejoradas usa ndo métodos de  
presentación d e fag os, como  se h a d escrito en  la  secci ón II anteri or. E sto pu ede con seguirse m utando de f orma 
aleatoria com binaciones de  restos de C DR y generando b ibliotecas gra ndes q ue co ntengan anticuerpos d e 
diferentes sec uencias. Sin embargo, par a que est os mét odos de se lección funci onen, la re acción antic uerpo-20 
antígeno d ebe tend er al equilibrio p ara permitir, a lo  largo de l tiem po, unión preferente de anticuerpos d e ma yor 
afinidad con  el  antíge no. L as cond iciones de sel ección que permitirían q ue se estab leciera equ ilibrio no pudieron 
determinarse (supuestamente debido a i nteracciones no específicas adicionales entre el antígeno y l a partícula de 
fago) cu ando se usar on mét odos de presentación d e fag os par a mej orar la afinidad de a nticuerpos anti IL-1 2 
seleccionados, tras obte ner un c ierto nivel d e afi nidad cons eguida (es d ecir, la  del  antic uerpo Y6 1). E n 25 
consecuencia, los anticuerpos con afinidades aún mayores no pudieron seleccionarse por métodos de p resentación 
de fagos. Por lo tanto, para al menos ciertos anticuerpos o antígenos, los métodos d e presentación de fagos so n 
limitantes en su cap acidad para se leccionar anticuerpos con u na especificidad/afinidad d e un ión alt amente 
mejorada. E n consecuencia, se est ableció un m étodo d enominado En foque de  Mut agénesis Se lectiva q ue no 
requiere m aduración de afinidad de pr esentación de fa gos d e antic uerpos, p ara s uperar esta l imitación y s e 30 
proporciona por la invención. Aunque este enfoque de mutagénesis selectiva se desarrolló para superar limitaciones 
usando e l sist ema d e pres entación de f agos, deb ería o bservarse que este métod o tambi én p uede usarse c on e l 
sistema de presentación de  fagos. Adem ás, el enfoq ue de muta génesis selectiva puede usarse para mejor ar la  
actividad de cualquier anticuerpo. 
 35 
Para mejorar la actividad (por ejemplo, afinidad o actividad neutralizadora) de un anticuerpo, idealmente se mutaría  
cada p osición de CDR e n l as cad enas tant o p esadas c omo li geras a c ada otro  resto  de  ami noácido p osible. S in 
embargo, p uesto que  ha y, de medi a, 70 posiciones d e C DR d entro de un a nticuerpo, un enfoque t al co nsumiría 
mucho tiempo y requeriría mucho trabajo. En consecuencia, el m étodo de la invención permite m ejorar la actividad 
del anticuerpo mutan do s olamente ci ertos restos sel eccionados d entro de l as C DR de ca dena p esada y/o l igera. 40 
Además, el m étodo d e l a i nvención permite mej orar la  actividad d el anticuerpo si n af ectar a  otras propiedades 
deseables del anticuerpo. 
 
La determ inación de q ué res tos de amin oácidos d e una r egión vari able de antic uerpo están en co ntacto con un 
antígeno n o p uede pre decirse de form a pr ecisa basándose en s ecuencia prim aria o s us pos iciones dentro de la 45 
región variable. Sin embargo, alineamientos de secuencias de anticuerpos con diferentes especificidades realizadas 
por K abat et al. han id entificado las  C DR como  reg iones loc ales d entro d e l as r egiones vari ables qu e difieren 
significativamente entre anticuerpos (Kabat et al. (1971) Ann. NY Acad, Sci. 190: 382-393, Kabat, E. A., et al. (1991) 
Sequences of Proteins of Im munological Interest, Quinta Edición, U.S. Department of Health and Human Services, 
Publicación de NIH Nº 91-3242). Estudios estructurales han mostrado que la superficie de unión a antígeno se forma 50 
por restos de amin oácidos presentes en las CDR. T ambién se s abe que otros restos de aminoácidos fuera d e las 
CDR desempeñan papeles estructurales o están implicados directamente en unión de antí genos. Por lo tanto, para 
cada par de antígeno-anticuerpo, pueden ser importantes restos de aminoácidos dentro y fuera de las CDR. 
 
Los estudios de alineamiento de secuencias por Tomlison et al. identificaron varias posiciones en la CDR1 y CDR2 55 
de ca dena pe sada y l igera, y e n un a part e de la C DR3 de ca dena ka ppa que s on s itios frecue ntes de mutaci ón 
somática (Tomlison et al (1996) J. Mol. Biol. 256: 813-817). En particular, se identificaron las posiciones H31, H31B, 
H33, H33B, H52B, H56, H58, L30, L31, L31A, L50, L53, L91, L92, L9 3 y L9 4 como sit ios frecuentes de mutación 
somática. Sin embargo, este análisis excluye las importantes regiones CDR3 de cadena pesada, y secciones de la 
CDR3 de cadena ligera que se sabe que quedan en el centro de un sitio de unión a anticuerpos, y potencialmente 60 
proporcionan i nteracciones i mportantes co n un antíg eno. Además, T omlison et al. proponen qu e la divers idad 
somática por sí sola no pred ice necesariamente un pap el de un aminoácido esp ecífico en uni ón de antígen os, y 
sugieren r estos de ami noácidos co nservados q ue e ntran en c ontacto con el antígeno, y d iversos restos d e 
aminoácidos q ue no entran en cont acto con el antígeno. Esta conclusi ón se a poya adicionalmente por estud ios 
mutacionales sobre el papel de mutaciones somáticas a la afinidad de anticuerpos (Sharon, (1990), PNAS, 87: 4814-65 
7). Se reempl azaron simultá neamente d iecinueve mutac iones som áticas en un a nticuerpo a nti-p-azofenilarsonato 
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(Ars) de alta af inidad con sus restos de líne a germinal correspondientes, generando una versión de lí nea germinal 
del anticuerpo anti Ars  qu e tenía una p érdida d e d oscientas v eces de la  activi dad. La afinidad c ompleta d el 
anticuerpo a nti Ars p udo re cuperarse r estaurando sol amente tres de las  di ecinueve mut aciones somátic as, 
demostrando que pu ede p ermitirse muc has mutacio nes somáticas que no c ontribuyen a la actividad d e u nión a  
antígenos. 5 
 
El resultado puede explicarse en parte por la naturaleza de la diversidad de anticuerpos en sí misma. Los linfocitos B 
inmaduros pueden producir inicialmente anticuerpos de baja afinidad que reconocen varios antígenos propios o no. 
Además, los anticuerpos pueden experimentar en el transcurso de maduración de afinidad variaciones de secuencia 
que pue den provocar autorre actividad. La h ipermutación de tales anticuerpos d e ba ja afinidad puede servir par a 10 
suprimir autorreactividad (“selección negativa”) y aumentar la afinidad por el antígeno ajeno. Por lo tanto, el análisis 
de datos pr imarios y estructurales de un gran número de anticuerpos no proporciona un método para predecir (1) el 
papel de sitios de hi permutación somática en el pr oceso de maduración de afinidad frente al pr oceso de red ucción 
de afinidad para antígenos no deseados, o (2) como contribuye un aminoácido dado a las propiedades de un par de 
antígeno-anticuerpo específico. 15 
 
Otros intentos  para  a bordar el papel de  r estos d e am inoácidos específicos en r econocimiento de  antíge nos s e 
realizaron an alizando var ias estructuras cri stalinas de c omplejos a ntígeno-anticuerpo (MacCallum et al . (19 96) J.  
Mol. Biol. 26 2: 732-7 45). Se  indic ó el pa pel pote ncial de posici ones l ocalizadas d entro y fuera de l as CDR. Las  
posiciones en CDR implicadas en un ión de antígenos en más de 10 de 26 estructuras analizadas incluyeron H31, 20 
H33, H50, H52, H53, H54, H56, H58, H95, H96, H97, H98 y H100 en la cadena pesada y L30A, L32, L91, L92, L93, 
L94, L9 6 en l a cade na li gera. Sin embar go, los autores observaron q ue la pred icción de contactos de antíge no 
usando estos y otros d atos estructurales puede sobre e i nfrapredecir posiciones de contacto, lo q ue conduce a l a 
especulación de que puede tener que aplicarse una estrategia diferente a diferentes antígenos. 
 25 
Pini et al. describen selección aleatoria de múltiples restos en secu encias de C DR de anticuerpo en una b iblioteca 
de presentación de fag os grande para aumentar rápidamente la afinidad de a nticuerpos (Pini et al . (1998) J. Biol  
Chem. 27 3: 21769-21776). Sin embar go, los anticu erpos de  a lta afinidad a nalizados por  Pi ni et al . T uvieron 
mutaciones en un total d e ocho posiciones, y un análisis reductivo de qué cambios se r equieren de fo rma absoluta 
para mejorar la afinidad del anticuerpo se hace poco práctico debido al gran número de posibles combinaciones para 30 
ensayar para el número más pequeño de aminoácidos requerido. 
 
Además, la selección aleatoria de múltiples restos puede no conservar necesariamente otras propiedades deseadas 
del anticuerpo. Las propiedades o características deseables de un anticuerpo se reconocen en la técnica e incluyen 
por ej emplo, conserv ación de reacti vidad no cruzad a, por ej emplo, con otras prot eínas o teji dos human os y 35 
conservación de secuencias de anticuerpo que están cerca de la mejora de secuencias de inmunoglobulina de línea 
germinal hum ana de  p otencia d e neutralización. Otras  pro piedades o car acterísticas d eseables incl uyen l a 
capacidad d e conservar re actividad cruz ada de  esp ecies, capac idad para cons ervar especificidad d e epítop os y 
capacidad para co nservar a ltos niv eles d e e xpresión de proteín a en células de ma mífero. Las  pr opiedades o  
características deseables pueden observarse o medirse usando técnicas reconocidas en la materia incluyendo pero 40 
sin limitación ELISA, ELISA c ompetitivo, ensayo de neutralización in vitro e in vivo (véase por ejemplo, Ejemplo 3), 
inmunohistoquímica con secc iones tisulares de diferentes fuentes incluyendo fuentes humanas, de primate u otras 
según se r equiera, y estudios para  e xpresión e n cé lulas de mamífero usan do e xpresión transitoria o expresión 
estable. 
 45 
Además, e l método de Pi ni et al . pu ede introducir más c ambios qu e el  número mín imo requ erido de h echo para 
mejorar la afin idad y puede cond ucir a qu e los antic uerpos d esencadenen formaci ón de anticuerpo anti humano 
(HAMA) en sujetos humanos. Además, como se analiza en otro lugar, la presentación de fagos como se demuestra 
aquí, u otro método relacionado incluy endo presentación de ribos omas puede no act uar de forma apropiada tras  
alcanzar ci ertas afini dades e ntre antic uerpo y antígeno y las con diciones re queridas para a lcanzar el e quilibrio 50 
pueden no establecerse e n un m arco de tiem po ra zonable debido a i nteracciones a dicionales incl uyendo 
interacciones con otros componentes de fagos o ribosomas y el antígeno. 
 
El experto habitual en la ma teria puede encontrar in formación científica in teresante sobre el origen de la diversidad 
de anticuerpos a p artir de las enseñanzas de las r eferencias analizadas anteriormente. La presente invención, s in 55 
embargo, pr oporciona un m étodo par a aumentar l a afi nidad d e a nticuerpo de un par de  antíg eno-anticuerpo 
específico co nservando a la  vez otros ele mentos rel evantes o caracte rísticas desea bles d el antic uerpo. Esto es  
especialmente imp ortante c uando se c onsidera l a c onveniencia de transmitir una  multitud de característic as 
diferentes en un anticuerpo específico incluyendo unión de antígenos. 
 60 
Si el anticuerpo de partida tiene propiedades o características deseables que necesitan conservarse, un enfoque de 
mutagénesis selectiva puede ser la mejor estrategia para conservar est as prop iedades deseables mejorando a la  
vez la actividad del anticuerpo. Por ejemplo, en la mutagénesis de Y61, el objetivo era aumentar la afinidad por hIL-
12, y m ejorar la pot encia d e ne utralización de l antic uerpo co nservando a l a vez propiedades d eseadas. L as 
propiedades deseadas de Y61 incluían (1) conservación de ausencia de reactividad cruzada con otras proteínas o 65 
tejidos huma nos, (2) conse rvación de e specificidad de epítop os fina, es decir reconocer u n epítopo p 40 
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preferiblemente en el conte xto del het erodímero p70 (p40/p35), evitando de este modo  la interferenc ia de uni ón de 
p40 soluble libre; y (3) generación de un anticuerpo con secuencias de aminoácidos de cadena pesada y ligera que 
estaban tan cerca como fuera posible de sus secuencias de inmunoglobulina de línea germinal respectivas. 
 
En una realización, el método de la invención proporciona un enfoque de mutagénesis selectiva como una estrategia 5 
para c onservar las pro piedades o c aracterísticas dese ables del anticuerpo mej orando a l a vez la afin idad y/o 
potencia de neutralización. La expresión “enfoque de mutagénesis selectiva” es como se ha definido anteriormente e 
incluye un mét odo p ara muta r indivi dualmente restos de aminoácidos s eleccionados. Los restos de aminoácidos 
para m utar pueden primero sel eccionarse d e p osiciones de muta génesis se lectivas pref eridas, desp ués de 
posiciones de  contacto, y después de po siciones de  hipermutación. La posic ión seleccionada individual pue de 10 
mutarse a  al  menos otros dos restos  d e amin oácidos y s e d etermina el  efecto de la  mutaci ón tanto e n l as 
propiedades deseadas del anticuerpo como en la mejora de la actividad del anticuerpo. 
 
El enfoque de Mutagénesis Selectiva comprende las etapas de: 
 15 

seleccionar posiciones candidatas en el orden 1) posiciones de mutagénesis selectiva preferidas; 2) posiciones 
de contacto; 3 ) posicio nes d e hip ermutación y clas ificar l as posici ones basá ndose en  la localización de la 
posición dentro de las reg iones variables de cadena pesada y ligera de un anticuerpo (CDR 3 preferida frente a 
CDR2 preferida frente a CDR1);  
mutar individualmente posiciones de mutagénesis selectiva preferidas candidatas, posiciones de hi permutación 20 
y/o contacto en el orden de clasificación, a todos los otros restos de aminoácidos posibles y analizar el efecto de 
las mutaci ones indiv iduales en la activ idad de l antic uerpo p ara d eterminar los r estos de am inoácidos 
potenciadores de actividad; 
si es nec esario, realiz ar co mbinaciones p or etap as de los restos de aminoácidos po tenciadores de activida d 
individuales y analizar el efecto de las diversas combinaciones sobre la actividad de los anticuerpos; seleccionar 25 
anticuerpos m utantes co n r estos de ami noácidos pote nciadores de acti vidad y cl asificar l os a nticuerpos 
mutantes basándose e n l a l ocalización e i dentidad d e las sustituci ones de aminoácidos co n res pecto a su 
potencial inmunogénico. Se proporciona la clasificación más alta a anticuerpos mutantes que comprenden una 
secuencia de aminoácidos que es casi idéntica a una secuencia de región variable que se describe en una base 
de datos de línea  germinal, o tiene una  secuencia de aminoácidos que  e s co mparable a o tros anti cuerpos 30 
humanos. Se  prop orciona clasificación in ferior a a nticuerpos mut antes que co ntienen u na sustit ución d e 
aminoácidos q ue se encuentra pocas v eces en s ecuencias d e líne a germinal o las  secue ncias de otros  
anticuerpos h umanos. L a c lasificación m ás b aja se  d a a  antic uerpos muta ntes con una susti tución d e 
aminoácidos que no s e ha e ncontrado en una sec uencia de línea germinal o la sec uencia de otro a nticuerpo 
humano. Como se ha expuesto anteriormente, los anticuerpos mutantes que comprenden al menos un resto de 35 
aminoácido po tenciador de a ctividad localizado en CDR3 se prefieren frente a CDR2 que se prefiere frente  a  
CDR1. Las CDR de las regiones variables de cadena pesada se prefieren frente a las de la región variable de 
cadena ligera. 

 
Los anticuerpos mutantes pueden también estudiarse con respecto a mejora de la actividad, por ejemplo cuando se 40 
comparan co n su antic uerpo pare ntal corr espondiente. L a mejor a d e l a ac tividad del anticu erpo m utante p uede 
determinarse, por ejemplo, por ensayos de neutralización, o especificidad/afinidad de u nión p or aná lisis de 
resonancia de plasmón superficial (véase Ejemplo 3). Preferiblemente, la mejora de la actividad puede ser al menos 
2-20 veces mayor que el anticuerpo parental. La mejora de actividad puede ser al menos “x1” a “x2” veces mayor que 
el anticuerpo parental en la que “x1” y “x2” son números enteros entre e incluyendo de 2 a 20, i ncluyendo intervalos 45 
dentro del intervalo indicado, por ejemplo 2-15, por ejemplo 5-10. 
 
Los a nticuerpos mutantes co n los restos de amin oácidos potenc iadores de activi dad tambi én p ueden estud iarse 
para det erminar si al men os un a pr opiedad deseable s e h a co nservado después d e l a mutac ión. Por ejemplo, 
ensayando anticuerpos anti-hIL-12 con respecto a  (1)  conservación de ausencia de reactividad cruzada con otras 50 
proteínas o t ejidos h umanos, (2) cons ervación de rec onocimiento de epítopos, es d ecir reconocimiento de un 
epítopo p40 preferiblemente en el contexto del heterodímero p70 (p40/p35), evitando de este modo interferencia de 
unión de p40 soluble li bre; y (3) g eneración de  anticuerpos con  secuencias de am inoácidos de cadena pesada y 
ligera q ue est aban tan cerc a como fuer a posib le d e s us secue ncias de inm unoglobulina de línea germ inal 
respectivas, y determi nando cual sería menos probable que indujera una respuesta inmune humana basándose en 55 
el núm ero de  diferenc ias d e la secu encia germi nal. L as mismas o bservaciones pue den real izarse sobr e un  
anticuerpo que tenga más d e un resto de aminoácido pot enciado para actividad, por ejemplo a l me nos dos o al  
menos tres re stos de ami noácidos potenciadores de acti vidad, para d eterminar si se ha producido retención de la 
propiedad o característica deseable. 
 60 
Se describe p osteriormente un ejemplo del uso de un “ enfoque d e mutagé nesis selectivo”, en la m utagénesis d e 
Y61. Las mutaciones individuales H31 SE, L50Y, o L94GY mejoraron cada una la actividad de neutralización 
del anticuerpo. Sin emb argo, cuan do se ensayaron clo nes de comb inación, la actividad de l clo n co mbinado H31 
SE + L50Y + L94GY no fue mejor que L50Y + L94GY (J695). Por lo tanto, cambiar el resto de aminoácido 
de línea germinal Ser a Glu en la posición 31 de CDR1 fue innecesario para la actividad mejorada de J695 frente a 65 
Y61. El enfoque de mutagénesis selectiva por lo tanto identificó el número mínimo de cambios que contribuían a l a 
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actividad fi nal, red uciendo d e este  mo do el potencial inmunogénico del anticu erpo final  y conservando otra s 
propiedades deseadas del anticuerpo. 
 
El ADN aislado que codifica la VH y VL producidas por el enfoque de mutagénesis seleccionada puede convertirse a 
genes de cadena de anticuerpo de longitud comp leta, a genes de fragmento Fab como a  un gen scFV, como s e 5 
describe en la secció n IV. Para e xpresión d e re giones VH y V L pr oducidas por  el e nfoque de mutag énesis 
seleccionada, l os vectores de expresión que cod ifican la cadena pesada y l igera pueden transfectarse a  d iversas 
células hospedadoras como s e describe en detalle en la s ección IV. Las  células hospedadoras preferidas incluyen 
células hospedadoras procar iotas, por ejemplo, E coli, o células hospedadoras eucariotas, por ejemplo, células de 
levadura, por ejemplo, S. cerevisiae. Las células hospedadoras eucariotas más preferidas son células hospedadoras 10 
de mamífero, descritas en detalle en la sección IV. 
 
El enfoque de mutagénesis selectiva proporciona un méto do para producir anticuerpos con activid ades mejoradas 
sin maduración de afinidad anterior del anticuerpo por otro medio. El enfoque de mutagénesis selectiva proporciona 
un método para producir anticuerpos con afinidades mejoradas que se han sometido a retromutaciones. El enfoque 15 
de muta génesis selectiva t ambién pro porciona un m étodo par a mej orar la activi dad de a nticuerpos de afi nidad 
madurada. 
 
El e xperto en la m ateria re conocerá que el enfoque de muta génesis sel ectiva puede usarse e n técnic as d e 
manipulación de antic uerpos convenc ionales conoc idas en la mater ia. Los ej emplos i ncluyen, per o sin limitac ión, 20 
anticuerpos co n i njertos d e CDR, anticuerpos quim éricos, fragmentos scFV,  fragmen tos Fab de u n antic uerpo de 
longitud completa y anticuerpos humanos de otras fuentes, por ejemplo, ratones transgénicos. 
 
El anál isis mu tacional a gra n escal a rápi do de antic uerpos incl uye transcri pción y traducción in vitro usando 
tecnología de presentación de ribosomas (véase por ejemplo, Hanes et al., (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. 94: 4937-25 
4942; D all Acq ua et a l., (19 98) C urr. Opin.  Struc. Biol.  8: 443-450; He  et a l., (1 997) N ucleic Aci d Res. 25: 5132-
5134), y Patentes de Estados  Unidos Nº 5.643.768 y 5.658.754 expedidas a Kawasaki. El enfoque de mutagénesis 
selectiva tamb ién pro porciona u n m étodo par a producir anticuerpos con activid ades mejoradas que  pueden 
seleccionarse usando técnicas de presentación de ribosomas. 
 30 
En los méto dos de l a inve nción, los anti cuerpos o par te de un ión a antígen o de los mismos s e modific an 
adicionalmente alterando posiciones individuales en las C DR de la H CVR y/o LCVR. Aunque estas mo dificaciones 
pueden rea lizarse en anticuerpos pr esentados e n fag os, el méto do es ventaj oso porque puede r ealizarse co n 
anticuerpos que se expresan en otros tipos de sistemas hospedadores, tales como sistemas de expresión de células 
bacterianas, d e leva dura o de mamífero. Las p osiciones indiv iduales dentro d e la s CDR sel eccionadas para 35 
modificación se basan en que las posiciones son un contacto y/o posición de hipermutación. 
 
Se muestran p osiciones de hipermutación y posiciones de contacto preferidas como se definen en este docum ento 
en la Tabla 3 (véase Apéndice A) y su modificación de acuerdo con el método de la invención se describe en detalle 
en el Ejemplo 2. Se seleccionan posiciones de contacto preferidas del grupo que consiste en H30, H31, H31B, H32, 40 
H33, H35, H50, H52, H52A, H53, H5 4, H56, H58, H95, H96, H97, H9 8, H101, L30, L3 1, L32, L34,  L50, L52, L5 3, 
L55, L91, L92, L93, L9 4 y L96. Se selecci onan posiciones de hip ermutación preferidas del gru po que consiste e n 
H30, H31, H31B, H3 2, H5 2, H5 6, H5 8, L30, L31, L32, L53  y L93. Lo s restos de a minoácidos más preferidos 
(denominados “posic iones de muta génesis sel ectiva preferidas”) so n posic iones t anto de c ontacto como de 
hipermutación y se se leccionan de l grupo que cons iste en  H30, H31, H 31B, H32, H3 3, H52, H56, H 58, L30, L3 1, 45 
L32, L5 0, L91,  L92, L9 3, L9 4. Se selecci onan p osiciones de contacto  particul armente preferi das d el gru po q ue 
consiste en L50 y L94. 
 
Los restos de aminoácidos potenciadores de actividad preferidos reemplazan restos de aminoácidos localizados en 
posiciones seleccionadas del grupo que consiste en H30, H31, H31B, H32, H33, H35, H50, H52, H52A, H53, H54,  50 
H56, H58, H95, H96, H97, H98, H101, L30, L31, L32, L34, L50, L52, L53, L55, L91, L92, L93, L94 y L96. Los restos 
de am inoácidos potenc iadores de activ idad más prefer idos reemplazan restos de ami noácidos loc alizados en las 
posiciones H30, H31, H31B, H32, H33, H52, H56, H58, L30, L31, L32, L50, L91, L92, L93, L94. Particularmente, los 
restos de ami noácidos pote nciadores de actividad pr eferidos re emplazan re stos de amin oácidos localizados en 
posiciones seleccionadas del grupo que consiste en L50 y L94. 55 
 
En general, el método de la invención implica seleccionar una posición de mutagénesis selectiva preferida particular, 
posición de contacto y/o hipermutación dentro de una CDR de la cadena pesada o ligera de un anticuerpo parental 
de interés, o parte de unión a antígeno del mismo, mutando de forma aleatoria esa posición individual (por ejemplo, 
por me dios g enéticos us ando u n oligonucleótido m utagénico p ara generar una “mi nibiblioteca” d e antic uerpos 60 
modificados), o mutando una posición a aminoácidos deseados específicos, para identificar restos de aminoácidos 
potenciadores de activi dad e xpresando y p urificando l os anticuerpos m odificados (p or ejemp lo, en un sistema  
hospedador de presentación no en fagos), midiendo la actividad de los anticuerpos modificados para antígeno (por 
ejemplo, m idiendo las  vel ocidades K off por an álisis d e BI Acore) re pitiendo estas eta pas p ara otras posiciones d e 
CDR, se gún s ea n ecesario, y c ombinando mutaci ones individuales q ue se ha m ostrado q ue ti enen actividad 65 
mejorada y ensayando si la combinación o las combinaciones generan un anticuerpo con actividad aún mayor (por 
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ejemplo, afinidad o potencia de neutralización) que el anticuerpo parental, o parte de unión a antígeno del mismo. 
 
En consecuencia, en una realización, la invención proporciona un método para mejorar la actividad de un anticuerpo, 
o parte de unión a antígeno del mismo, que comprende: 
 5 

a) proporcionar un anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo: 
b) selecc ionar en orde n un a 1) posic ión de mutag énesis selectiva pr eferida; 2) posición de cont acto o 3)  
posición de hi permutación d entro de una región determi nante d e com plementariedad (CDR) p ara m utación, 
identificando de este modo u na posición de mutagénesis selectiva preferida seleccionada, posición de contacto 
o hipermutación; 10 
c) mutar individualmente dicha posición de mutagénesis selectiva preferida seleccionada, posición de contacto o 
hipermutación a al  menos otr os dos  restos de am inoácidos para  crear  de este m odo un panel de anticuerpo 
mutados, o partes de unión a antígeno de los mismos; 
d) evaluar la actividad el panel de anticuerpos mutados, o partes de unión a antígeno de los mismos, en relación 
con el anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo; 15 
e) opc ionalmente, repetir  las  etapas  a) a d) para al m enos otra p osición de m utagénesis se lectiva preferida, 
posición de contacto o hipermutación; 
f) combinar, e n el a nticuerpo parental, o p arte de u nión a antígeno del mismo, mutaciones individuales que s e 
ha mostra do q ue tie nen actividad mej orada, para formar  anticu erpos de combi nación, o partes de unión a 
antígeno de los mismos; y 20 
g) eval uar la actividad d e lo s anticuer pos de comb inación, o partes de  unió n a antíg eno d e los mi smos, en  
relación con el anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo; 

 
hasta que se obtenga un anticuerpo, o parte de unión a antígeno del mismo, con una actividad mejorada, en relación 
con el antic uerpo parental, o parte de  unión a antígeno del mismo. Preferiblemente, el anticuerpo o los  anticuerpos 25 
seleccionados tienen una actividad mejorada sin pérdida o con retención de al menos una característica o propiedad 
deseable del anticuerpo parental como se h a descrito a nteriormente. La característica o propiedad deseable puede 
medirse u observarse por el experto habitual en la materia usando técnicas reconocidas en la materia. 
 
Las posiciones de c ontacto p referidas se s elecciona de l grupo que consiste en H30, H31, H31B, H32, H33, H 35, 30 
H50, H52, H52A, H53, H54, H56, H58, H95, H96, H97, H98, H101, L30, L31, L32, L34, L50, L52, L53, L55, L91, L92, 
L93, L94  y L96. Las pos iciones de hipermutación preferidas se  seleccionan del grupo que consiste en H30, H31, 
H31B, H32, H33, H52, H56, H58, L30, L31, L32, L50, L91, L92, L93, L94. Se seleccionan posiciones de mutagénesis 
selectiva más preferidas del grupo que consiste en H30, H31, H31B, H32, H52, H56, H58, L30, L31, L32, L53 y L93. 
Se seleccionan posiciones de contacto particularmente preferidas del grupo que consiste en L50 y L94. 35 
 
En otra realización, la invención proporciona un método para mejorar la actividad de un anticuerpo, o parte de unión 
a antígeno del mismo, que comprende: 
 

a) proporcionar un anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo; 40 
b) seleccionar una posición de mutagénesis selectiva preferida, posición de contacto o hipermutación dentro de 
una región determinante de complementariedad (CDR) para mutación; 
c) mutar individualmente dicha posición de mutagénesis selectiva preferida seleccionada, posición de contacto o 
hipermutación a al me nos otros dos restos de aminoácidos para cre ar de este mod o un panel de anticuerpos 
mutados, o partes de unión a antígeno de los mismos; 45 
d) eval uar l a actividad d el p anel de anticuerpos mut ados, o partes d e uni ón a antígeno d e los mis mos, en 
relación con el anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo; identificando de este modo un resto 
de aminoácido potenciador de actividad; 
e) opc ionalmente, repetir  las  etapas  a) a d) para al m enos otra p osición de m utagénesis se lectiva preferida, 
posición de contacto o hipermutación; 50 
f) combin ar, e n el anticuerpo par ental, o parte d e unión a a ntígeno del mism o d os restos de aminoácidos 
potenciadores de activ idad ind ividuales que s e h a mostrado que ti enen activi dad mejor ada, p ara formar 
anticuerpos de combinación, o partes de unión a antígeno de los mismos; y 
g) evaluar la actividad de los anticuerpos de combinación, o partes de unión a antígeno de los mismos, con dos 
restos d e aminoácidos p otenciadores d e actividad, en r elación co n e l anticuerpo p arental o  parte  d e u nión a 55 
antígeno del mismo; 

 
hasta que se obtenga un anticuerpo, o parte de unión a antígeno del mismo, con una actividad mejorada, en relación 
con el anticuerpo parental, o parte de unión a antígeno del mismo. 
 60 
Se seleccionan posiciones de contacto preferidas del grupo que consiste en H30, H31, H31B, H32, H33, H35, H50, 
H52, H52A, H53, H54, H56, H58, H95, H96, H97, H98, H101, L30, L31, L32, L34, L50, L52, L53, L55, L91, L92, L93, 
L94 y L96. Se seleccionan posiciones de hipermutación preferidas del grupo que consiste en H30, H31, H31B, H32, 
H52, H56, H58, L30, L3 1, L32, L53 y L93. Se selecci ona posiciones de mutagénesis selectiva más preferi das del 
grupo que consiste en H 30, H31, H31B, H32, H33, H52, H56, H58, L30, L31, L3 2, L50, L91, L92, L93 y L94. Se 65 
seleccionan posiciones de contacto particularmente preferidas del grupo que consiste en L50 y L94. 
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En otra realización, la invención proporciona un método para mejorar la actividad de un anticuerpo, o parte de unión 
a antígeno del mismo, que comprende: 
 

a) proporcionar un anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo; 
b) seleccionar una posición de mutagénesis selectiva preferida, posición de contacto o hipermutación dentro de 5 
una región determinante de complementariedad (CDR) para mutación; 
c) mutar individualmente dicha posición de mutagénesis selectiva preferida seleccionada, posición de contacto o 
hipermutación a al  menos otr os dos  restos de am inoácidos para  crear  de este m odo un panel de anticuerpo 
mutados, o partes de unión a antígeno de los mismos; 
d) eval uar l a actividad d el p anel de anticuerpos mut ados, o partes d e uni ón a antígeno d e los mis mos, en 10 
relación con el anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo; identificando de este modo un resto 
de aminoácido potenciador de actividad; 
e) opc ionalmente, repetir  las  etapas  a) a d) para al m enos otra p osición de m utagénesis se lectiva preferida, 
posición de contacto o hipermutación; 
f) combin ar, e n el anticuerpo par ental, o parte d e u nión a antíg eno d el mismo, tres  restos de  am inoácidos 15 
potenciadores de activ idad ind ividuales que s e h a mostrado que ti enen activi dad mejor ada, p ara formar 
anticuerpos de combinación, o partes de unión a antígeno de los mismos; y 
g) evaluar la actividad de los anticuerpos de combinación, o partes de unión a antígeno de los mismos, con dos 
restos d e aminoácidos p otenciadores d e actividad, en r elación co n e l anticuerpo p arental o  parte  d e u nión a 
antígeno del mismo; 20 

 
hasta que se obtenga un anticuerpo, o parte de unión a antígeno del mismo, con una actividad mejorada, en relación 
con el anticuerpo parental, o parte de unión a antígeno del mismo. 
 
Preferiblemente, el resto de aminoácido potenciador de actividad reemplaza restos de aminoácidos localizados en 25 
posiciones seleccionadas del grupo que consiste en H30, H31, H31B, H32, H33, H35, H50, H52, H52A, H53, H54,  
H56, H58, H95, H96, H97, H98, H101, L30, L31, L32, L34, L50, L52, L53, L55, L91, L92, L93, L94 y L96. 
 
Después de mutagénesis d e p osiciones s eleccionadas i ndividuales, p ueden s ecuenciarse clo nes mutados p ara 
identificar qu é restos de a minoácidos se  han intro ducido en l a pos ición se leccionada e n cad a clon. Pue de 30 
seleccionarse un n úmero p equeño de c lones (p or e jemplo, a proximadamente 2 4) para s ecuenciación, lo que 
estadísticamente produc iría 10-15 anticu erpos ún icos, mientras q ue p uede secue nciarse núm eros ma yores de  
clones (por e jemplo más de 60) para asegurar que se identifiquen anticuerpos con cada posible sustitución en la  
posición seleccionada. 
 35 
En un a real ización, las posiciones de co ntacto y/o hipermutación de ntro de l as regi ones CD R3 d e las cad enas 
pesada y/o l igera se seleccionan en primer lugar para mutagénesis. Sin embargo, para anticuerpos que ya se han 
madurado con respecto a afinidad in vitro  por mutagénesis aleatoria de las regiones CDR3 mediante selección de 
presentación de fagos, puede ser preferible seleccionar en primer lugar las posiciones de contacto y/o hipermutación 
dentro de CDR1 o CDR2 de la cadena pesada y/o ligera. 40 
 
En una r ealización más pr eferida, las p osiciones de mutagénesis selectiva preferidas dentro de l as regiones CDR3 
de las cadenas pesada y/o ligera se seleccionan en primer lugar para mutagénesis. Sin embargo, para anticuerpos 
que ya se han madurado con respecto a afi nidad in vitro por mutagénesis aleatoria de las regiones CDR3 mediante 
selección de p resentación de fagos, pue de ser preferi ble seleccionar en  primer lu gar posiciones de mutagénesis 45 
selectiva preferidas dentro de CDR1 o CDR2 de la cadena pesada y/o ligera. 
 
En otra realización preferida, la optimización de un anticuerpo seleccionado por el enfoque de mutagénesis selectiva 
se realiza secuencialmente como sigue: se mutan posiciones de mutagénesis selectiva preferidas seleccionadas del 
grupo que consiste en H30, H31, H31B, H32, H33, H52, H56, H58, L30, L31, L32, L50, L91, L92, L93, L94 en primer 50 
lugar a al me nos otros dos a minoácidos ca da un a (prefer iblemente 5- 14 amino ácidos distintos) y los  anticuer pos 
resultantes se caracterizan con respecto a afinidad aumentada, potencia de neutralización (y posiblemente también 
con respecto a  al menos otra característica conserv ada o propiedad analizada en otro lugar). Si u na mutación de  
una p osición d e mutagé nesis selectiva preferida senci lla no aum enta la  af inidad o pot encia de ne utralización en 
absoluto o de forma suficiente y si incluso la combinación de múltiples aminoácidos potenciadores de actividad que 55 
reemplazan aminoácidos en posiciones de mutagénesis selectiva preferidos no da como resultado un anticuerpo de 
combinación q ue cump le l a activid ad di ana (inclu yendo af inidad y/o p otencia d e ne utralización), se s eleccionarán 
restos de aminoácidos adicionales para mutagénesis selectiva del grupo que consiste en H35, H50, H53, H54, H95, 
H96, H97, H98, L30A y L96, se mutan al menos a otros 2 aminoácidos cada uno (preferiblemente 5-14 aminoácidos 
distintos) y lo s anticuer pos resultant es se caracteriz an con respec to a afinid ad aumenta da, potencia d e 60 
neutralización ( y posi blemente también con respecto a al  me nos otra  característica  cons ervada o pr opiedad 
analizada en otro sitio). 
 
Si una mutación de un resto de aminoácido sencil lo seleccionado del grupo que consiste en H 35, H50, H53, H54,  
H95, H96, H97, H98, L30A y L96 no aumenta la actividad (i ncluyendo afinidad y/o p otencia de neutralización) en  65 
absoluto o no de forma suficiente y si incluso una combinación de múltiples aminoácidos potenciadores de actividad 
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que reemplazan aminoácidos en esas posiciones no da como resultado un anticuerpo de combinación que cumple la 
actividad diana (incluyendo af inidad y/o potencia de neutralización diana), se selecci onarán restos de aminoácidos 
adicionales para mutagénesis selectiva del grupos que consiste en H33B, H52B, L31A y se mutan al menos a otros 
2 aminoácidos cada uno (preferiblemente 5-14 aminoácidos distintos) y los anticuerpos resultantes se caracter izan 
con respecto a  afinidad aumentada, potencia de neutralización ( y posiblemente tamb ién con resp ecto a al me nos 5 
otra característica conservada o propiedad analizada en otro sitio). 
 
Debería entenderse que el enfoque de mutagénesis selectiva secuencial puede terminar en cualquiera de las etapas 
perfiladas anteriormente en cuanto se ha identificado un anticuerpo con la actividad deseada (incluyendo afinidad y 
potencia d e n eutralización). Si la muta génesis de l as posiciones p reseleccionadas ha id entificado restos d e 10 
aminoácidos potenciadores de actividad pero el anticuerpo de combinación aún no cumple las dianas establecidas 
para actividad (incluyendo afinidad y potencia de neutralización) y/o s i los aminoácidos potenciadores de activi dad 
identificados también afectan a otras características deseadas y por lo tanto no son aceptables, los restos de CDR 
restantes pueden someterse a mutagénesis (véase sección IV). 
 15 
El método de la invención puede usarse para mejorar la actividad de un anticuerpo, o parte de unión a antígeno del 
mismo, para conseguir una actividad diana predeterminada (por ejemplo una afinidad predeterminada y/o potencia 
de neutralización, y/o una propiedad o característica deseada). 
 
En consecuencia, la invención proporciona un método para mejorar la actividad de un anticuerpo, o parte de unión a 20 
antígeno del mismo, para conseguir una actividad diana predeterminada, que comprende: 
 

a) proporcionar un anticuerpo parental, o parte de unión a antígeno del mismo: 
b) seleccionar una posic ión d e mutagénesis selectiva preferida seleccionada del grup o que consiste e n H30, 
H31, H31B, H32, H33, H52, H56, H58, L30, L31, L32, L50, L91, L92, L93, L94. 25 
c) mutar ind ividualmente la posición de m utagénesis se lectiva pref erida selecc ionada a al m enos otros do s 
restos de am inoácidos para crear un primer panel de anticuerpo mutados, o partes de u nión a antíg eno de l os 
mismos; 
d) evaluar la a ctividad del pr imer panel de anticuerpos mutados, o part es de un ión a antígeno de l os mismos, 
para determinar si la mutación de una posición de mutagénesis selectiva sencilla produce un anticuerpo o parte 30 
de unión a antígeno del mismo con la actividad diana predeterminada o una actividad diana parcial; 
e) combin ar p or etapas, en  el anticuer po parenta l, o parte de uni ón a antígeno d el mismo, mutacion es 
individuales que se ha mostrado que tienen una actividad mejorada, para formar anticuerpos de combinación, o 
partes de unión a antígeno de los mismos; 
f) evalu ar la a ctividad de los anticu erpos de combi nación, o partes de unión a antígeno d e los mis mos pa ra 35 
determinar si l os anticuerpos de comb inación, o p artes de unión a antígeno de los mismos, tienen la actividad 
diana predeterminada o una actividad diana parcial. 
g) si las etapa s d) o f) no dan como resulta do anticuerpo o parte de u nión a antíge no del mismo q ue tenga l a 
actividad d iana predeterminada, o d an como resu ltado un  anticuerpo con solamente una activ idad parcial, se 
mutan restos de aminoácidos adicionales seleccionados del grupo que consiste en H35, H50, H5 3, H54, H95, 40 
H96, H97, H98, L30A y L96 a al menos otros dos restos de aminoácidos para crear de este modo un segundo 
panel de anticuerpos mutados o partes de unión a antígenos de los mismos; 
h) evaluar la actividad del segundo panel de anticuerpos mutados o partes de unión a antígeno de los mismos, 
para determinar si la mutac ión de un resto de aminoácido sencillo seleccionado del grupo que consiste en H35, 
H50, H53, H54, H95, H96, H97, H98, L30A y L96 da como resultado un anticuerpo o parte de unión a antígeno 45 
del mismo, que tenga la actividad diana predeterminada o una actividad parcial; 
i) comb inar p or eta pas en el anticuerpo pare ntal, o parte de uni ón a antíge no del mismo, mutacio nes 
individuales de la etapa g) que se ha mostrado que tienen una actividad mejorada, para formar anticuerpos de 
combinación, o partes de unión a antígeno de los mismos; 
j) eval uar la actividad de los anticu erpos d e comb inación, o partes de unión a  antíg eno d e l os mis mos, para 50 
determinar si l os anticuerpos de comb inación, o p artes de unión a antígeno de los mismos, tienen la actividad 
diana predeterminada o una actividad diana parcial. 
k) si las etapas h) o j) no dan como resultado un anticuerpo o parte de unión a antígeno del mismo que tenga la 
actividad d iana predeterminada, o d an como resu ltado un  anticuerpo con solamente una activ idad parcial, se 
mutan restos de ami noácidos adici onales seleccionados del grup o que consiste en H33B, H52B y L31A a al 55 
menos otros d os restos de a minoácidos pa ra crear de es te modo u n tercer pan el d e anticu erpos m utados o 
partes de unión a antígeno de los mismos; 
I) evaluar la actividad del tercer panel de anticuerpos mutados o partes de unión a antígeno de los mismos, para 
determinar si una mutación de un r esto de aminoácido sencillo seleccionado del grupo que consiste en H33B, 
H52B y L31A dio como resultado un anticuerpo o parte de unión a antígeno del mismo, que tuviera l a actividad 60 
diana predeterminada o una actividad parcial; 
m) combinar por etap as en  el anticuer po parenta l, o parte de uni ón a antígeno d el mismo, mutacion es 
individuales de la etap a k) qu e se ha m ostrado que tienen una actividad mejorada, para formar anticu erpos de 
combinación, o partes de unión a antígeno de los mismos; 
n) eva luar la actividad de los anticuerpos de combinación, o partes  de unión a antígeno de los mismos, para 65 
determinar si l os anticuerpos de comb inación, o p artes de unión a antígeno de los mismos, tienen la actividad 
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diana predeterminada para producir de este modo un anticuerpo o parte de unión a antígeno del mismo con una 
actividad diana predeterminada. 

 
Pueden usarse varios métodos de m utagénesis, incluyendo ensamblaje de PCR, Kunkel (dut-ung-) y mutagé nesis 
dirigida por oligonucleótido tiofosfato (kit Amersham Sculptor). 5 
 
Puede us arse una amplia diversidad d e sistemas d e ex presión hospedadores p ara e xpresar los antic uerpos 
mutados, incluyendo sistem as de expresión b acterianos, de levadura, bac ulovirales y de  mamífe ro (así com o 
sistemas de expresión de presentación de fagos). Un e jemplo de un v ector de e xpresión bacteriano adecuado es 
pUC 119(Sfi). Se conocen otros sistemas de expresión de anticuerpos en la técnica y/o se describen posteriormente 10 
en la sección IV. 
 
Los anticuerpos modificados, o partes de unión a antígeno de los mismos, producidos por el método de la invención 
pueden identificarse sin basarse en métodos de presentación de fagos para selección. En consecuencia, el método 
de la invención es partic ularmente ve ntajoso para m ejorar la activi dad de un anticuerpo par ental re combinante o 15 
parte de unión a antígeno del mismo, que se obtuvo por selección en un sistema de presentación de fagos pero cuya 
actividad no puede mejorarse adicionalmente por mutagénesis en el sistema de presentación de fagos. 
 
En consecuencia, en otra realización, la invención proporciona un método para mejorar la afinidad de un anticuerpo, 
o parte de unión a antígeno del mismo, que comprende: 20 
 

a) proporcionar un anticuerpo parental recombinante o par te de unión a antígeno del mismo; que se o btuvo por 
selección en un sistema de p resentación de fagos pero cu ya actividad no puede mejorarse adicionalmente por 
mutagénesis en dicho sistema de presentación de fagos; 
b) seleccionar una posición de mutagénesis selectiva preferida, posición de contacto o hipermutación dentro de 25 
una región determinante de complementariedad (CDR) para mutación, identificando de este modo una posición 
de contacto o hipermutación seleccionada; 
c) mutar individualmente dicha posición de mutagénesis selectiva preferida seleccionada, posición de contacto o 
hipermutación a al  menos otr os dos  restos de am inoácidos para  crear  de este m odo un panel de anticuerpo 
mutados, o partes de unión a antígeno de los mismos, y expresar dicho panel en un sistema de presentación no 30 
de fagos; 
d) eval uar l a actividad d el p anel de anticuerpos mut ados, o partes d e uni ón a antígeno d e los mis mos, en 
relación con el anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo;  
e) opc ionalmente, repetir  las  etapas  b) a d) para al m enos otra p osición de m utagénesis se lectiva preferida, 
posición de contacto o hipermutación; 35 
f) combinar, en el anticuerpo parental, o parte de unión a antígeno del mismo mutaciones individuales que se ha 
mostrado que tienen actividad mejorada, para formar anticuerpos de combinación, o partes de unión a antígeno 
de los mismos; y 
g) eval uar la actividad d e lo s anticuer pos de comb inación, o partes de  unió n a antíg eno d e los mi smos, en  
relación con el anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo; hasta que se obtenga un anticuerpo, 40 
o parte de un ión a antíge no del  mismo, con una actividad mejorada, en relación con el anticuerpo parental, o 
parte de unión a antígeno del mismo. 

 
Se seleccionan posiciones de contacto preferidas del grupo que consiste en H30, H31, H31B, H32, H33, H35, H50, 
H52, H52A, H53, H54, H56, H58, H95, H96, H97, H98, H101, L30, L31, L32, L34, L50, L52, L53, L55, L91, L92, L93, 45 
L94 y L96. Se seleccionan posiciones de hipermutación preferidas del grupo que consiste en H30, H31, H31B, H32, 
H52, H56, H58, L30, L3 1, L32, L53 y L93. Se seleccionan posiciones de mutagénesis selectiva m ás preferidas del 
grupo que consiste en H 30, H31, H31B, H32, H33, H52, H56, H58, L30, L31, L3 2, L50, L91, L92, L93 y L94. Se 
seleccionan posiciones de contacto particularmente preferidas del grupo que consiste en L50 y L94. 
 50 
Con los  métodos d isponibles no  es posible o es extremadamente laborioso derivar un anticuerpo con afinidad de  
unión y potencia d e n eutralización a umentadas c onservando a l a vez otras pro piedades o  caracter ísticas de los 
anticuerpos como se ha analizado anteriormente. El método de la presente invención, sin embargo, puede identificar 
fácilmente tal es antic uerpos. Los anticuerpos s ometidos al m étodo d e la  pres ente inve nción pueden ve nir de 
cualquier fuente. 55 
 
Por lo tanto, en otra realización, la invención proporciona un método para mejorar la actividad de un anticuerpo, o 
parte de unión a antígeno del mismo, que comprende: 
 

a) proporcionar un anticuerpo parental recombinante o parte de unión a antígeno del mismo; 60 
b) seleccionar una posición de mutagénesis selectiva preferida, posición de contacto o hipermutación dentro de 
una región determinante de complementariedad (CDR) para mutación, identificando de este modo una posición 
de mutagénesis selectiva preferida seleccionada, posición de contacto o hipermutación; 
c) mutar individualmente dicha posición de mutagénesis selectiva preferida seleccionada, posición de contacto o 
hipermutación a al  menos otr os dos  restos de am inoácidos para  crear  de este m odo un panel de anticuerpo 65 
mutados, o  pa rtes de u nión a antíg eno de los mism os, y expresar dic ho p anel e n u n sistema de expresión 
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apropiado; 
d) eval uar l a actividad d el p anel de anticuerpos mut ados, o partes d e uni ón a antígeno d e los mis mos, en 
relación con el anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo, identificando de este modo un resto 
de aminoácido potenciador de actividad; 
e) evaluar el p anel de anticu erpos mutados, o partes de uni ón a antíge no de los  mismos, en relación con e l 5 
anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo para al menos otra propiedad o característica, en el 
que la propiedad o característica es una que se necesita conservar en el anticuerpo; 

 
hasta que se obtenga un anticuerpo, o parte de unión a antígeno del mismo, con una actividad mejorada y al menos 
una propiedad o car acterística conservada, en relación con el anticuerpo parental, o parte de unión a antígeno del 10 
mismo. 
 
En una re alización preferida, las pos iciones de contacto preferidas se sel eccionan del grupo que consiste en H30,  
H31, H31B, H32, H33, H35, H50, H52, H52A, H53, H54, H56, H58, H95, H96, H97, H98, H101, L30, L31, L32, L34, 
L50, L52, L53, L55, L91, L92, L93, L94 y L96 y la otra ca racterística se selecciona de 1) conservación de ausencia 15 
de reactiv idad cruzada con ot ras proteínas o tejidos humanos, 2) conser vación de reco nocimiento de epítopos, es 
decir reconocer el epítopo p40 preferiblemente en el contexto del heterodímero p70 p40/p35 evitando la interferencia 
de unión de p40 soluble libre y/o 3) producir un anticuerpo con una secuencia de inmunoglobulina cercana a línea 
germinal. 
 20 
En otra real ización preferida, las posic iones de hipermutación se sel eccionan del grupo que consiste en H30, H3 1, 
H31B, H32. H52, H56, H58, L30, L31, L32, L53 y L93 y las otras características se seleccionan de 1) conservación 
de ausencia de reactiv idad cruzada con otras proteínas o tejidos humanos, 2) conservación de reconocimiento de 
epítopos, es d ecir recon ocer epítopo p4 0 preferi blemente en el cont exto del heter odímero p7 0 p40/ p35 ev itando 
interferencia d e un ión d e p 40 sol uble l ibre y/o 3) pr oducir un anticuerpo con  un a sec uencia de i nmunoglobulina 25 
cercana a línea germinal. 
 
En una re alización más pre ferida, los rest os para muta génesis sel ectiva se selecci onan d e las po siciones de  
mutagénesis selectiva preferidas del grupo que consiste en H30, H31, H31B, H32, H33, H52, H56, H58, L30, L31, 
L32, L50, L9 1, L92, L93, L 94 y las otra s característica s se se leccionan de 1) c onservación de  ause ncia d e 30 
reactividad cruzada con otras proteínas o tejidos humanos, 2) conservación de reconocimiento de epítopos, es decir 
reconocer epítopo p40 preferiblemente en el contexto del heterodímero p70 p40/p35 evitando interferencia de unión 
de p40 soluble libre y/o 3) producir un anticuerpo con una secuencia de inmunoglobulina cercana a línea germinal. 
 
En una realización más preferida, las posiciones de contacto se seleccionan del grupo que consiste en L50 y L94 y 35 
la otra c aracterística se s elecciona d e 1) c onservación de a usencia d e reactiv idad cr uzada c on otras pr oteínas o  
tejidos humanos, 2) conservación de reconocimiento de epítopos, es decir reconocer epítopo p40 preferiblemente en 
el conte xto d el heterodímer o p70 p 40/p35 e vitando interfer encia de u nión de p40 so luble libre y/o 3) producir u n 
anticuerpo con una secuencia de inmunoglobulina cercana a línea germinal. 
 40 
Si, por lo tanto , la afinidad de un anticuerpo por un antígeno específico se mejorara, pero cuando ya no es aplicable 
el mét odo d e pres entación de  fagos  (o  sistema r elacionado inc luyendo pr esentación de rib osomas), y se  
conservaran o tras propi edades o caract erísticas dese ables, podría  usarse el m étodo d e la i nvención. En 
consecuencia, en otra realización, la invención proporciona un método para mejorar la actividad de un anticuerpo, o 
parte de unión a antígeno del mismo, que comprende: 45 
 

a) proporcionar un anticuerpo parental recombinante o par te de unión a antígeno del mismo; que se o btuvo por 
selección en un sistema de p resentación de fagos pero cu ya actividad no puede mejorarse adicionalmente por 
mutagénesis en dicho sistema de presentación de fagos; 
b) seleccionar una posición de mutagénesis selectiva preferida, posición de contacto o hipermutación dentro de 50 
una región determinante de complementariedad (CDR) para mutación, identificando de este modo una posición 
de mutagénesis selectiva preferida seleccionada, posición de contacto o hipermutación; 
c) mutar individualmente dicha posición de mutagénesis selectiva preferida seleccionada, posición de contacto o 
hipermutación a al me nos otros dos restos de aminoácidos para cre ar de este mod o un panel de anticuerpos 
mutados, o partes de unión a antígeno de los mismos, y expresar dicho panel en un sistema de presentación no 55 
de fagos; 
d) eval uar l a actividad d el p anel de anticuerpos mut ados, o partes d e uni ón a antígeno d e los mis mos, en 
relación con el anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo; identificando de este modo un resto 
de aminoácido potenciador de actividad;  
e) evaluar el p anel de anticu erpos mutados, o partes de uni ón a antíge no de los  mismos, en relación con e l 60 
anticuerpo parental o part e de u nión a antígeno d el mis mo par a al m enos otra pro piedad o car acterística 
distinta, en el  que la  pr opiedad o c aracterística es  una que s e necesita cons ervar, hasta qu e s e o btenga un 
anticuerpo, o parte de u nión a antí geno del mismo, con una activ idad mejorada y al menos una propiedad o  
característica conservada, en relación con el anticuerpo parental, o parte de unión a antígeno del mismo,  
f) opcion almente, repetir las etapas a)  a e)  para al me nos otra posici ón de mutag énesis selectiv a p referida, 65 
posición de contacto o hipermutación; 
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g) combi nar, en el anticuerpo p arental, o  parte de unión a a ntígeno del mism o al  menos d os r estos de 
aminoácidos potenciadores de activi dad i ndividuales q ue se ha  mostrad o qu e ti enen a ctividad mej orada y al 
menos una propiedad o característica conservada, para formar anticuerpos de combinación, o partes de unión a 
antígeno de los mismos; y 
h) eval uar la actividad d e lo s anticuer pos de comb inación, o partes de  unió n a antíg eno d e los mi smos, en  5 
relación con el anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo; 

 
hasta que se obtenga un anticuerpo, o parte de unión a antígeno del mismo, con una actividad mejorada y al menos 
otra propiedad o característic a conservada, en rel ación con el a nticuerpo parental, o pa rte de un ión a antígeno del 
mismo. 10 
 
En una re alización preferida, las pos iciones de contacto preferidas se sel eccionan del grupo que consiste en H30,  
H31, H31B, H32, H33, H35, H50, H52, H52A, H53, H54, H56, H58, H95, H96, H97, H98, H101, L30, L31, L32, L34, 
L50, L52, L53, L55, L91, L92, L93, L94 y L96 y la otra ca racterística se selecciona de 1) conservación de ausencia 
de reactiv idad cruzada con ot ras proteínas o tejidos humanos, 2) conser vación de reco nocimiento de epítopos, es 15 
decir reconocer epítopo p40 preferiblemente en el contexto del heterodímero p70 p40/p35 evitando interferencia de 
unión d e p 40 soluble libre y/o 3) pr oducir un a nticuerpo con u na s ecuencia de  inm unoglobulina c ercana a lín ea 
germinal. 
 
En otra real ización preferida, las posic iones de hipermutación se sel eccionan del grupo que consiste en H30, H3 1, 20 
H31B, H32. H52, H56, H58, L30, L31, L32, L53 y L93 y la otra car acterística se sel ecciona de 1) conservación de 
ausencia de  r eactividad cru zada c on otras proteín as o tejidos h umanos, 2) co nservación d e reco nocimiento d e 
epítopos, es d ecir recon ocer epítopo p4 0 preferi blemente en el cont exto del heter odímero p7 0 p40/ p35 ev itando 
interferencia d e un ión d e p 40 sol uble l ibre y/o 3) pr oducir un anticuerpo con  un a sec uencia de i nmunoglobulina 
cercana a línea germinal. 25 
 
En u na rea lización más  pr eferida, los  re stos de  mu tagénesis s electiva s e se leccionan de las posiciones de 
mutagénesis selectiva preferidas del grupo que consiste en H30, H31, H31B, H32, H33, H52, H56, H58, L30, L31, 
L32, L50, L91, L92, L93, L94 y la  otra característica se s elecciona de 1) conservación de ausencia de reactividad 
cruzada con otras proteínas o tejidos humanos, 2) conservación de reconocimiento de epítopos, es decir reconocer 30 
epítopo p40 preferiblemente en el contexto del heterodímero p70 p40/p35 evitando la i nterferencia de unión de p40 
soluble libre y/o 3) producir un anticuerpo con una secuencia de inmunoglobulina cercana a línea germinal. 
 
En una realización más preferida, las posiciones de contacto se seleccionan del grupo que consiste en L50 y L94 y 
la otra c aracterística se s elecciona d e 1) c onservación de a usencia d e reactiv idad cr uzada c on otras pr oteínas o  35 
tejidos humanos, 2) conservación de reconocimiento de epítopos, es decir reconocer epítopo p40 preferiblemente en 
el conte xto d el heterodímer o p70 p 40/p35 e vitando interfer encia de u nión de p40 so luble libre y/o 3) producir u n 
anticuerpo con una secuencia de inmunoglobulina cercana a línea germinal. 
 
En otra realización, la invención proporciona un método para mejorar la actividad de un anticuerpo, o parte de unión 40 
a antígeno del mismo, que comprende: 
 

a) proporcionar un anticuerpo parental recombinante o par te de unión a antígeno del mismo; que se o btuvo por 
selección en un sistema de p resentación de fagos pero cu ya actividad no puede mejorarse adicionalmente por 
mutagénesis en dicho sistema de presentación de fagos; 45 
b) seleccionar una posición de mutagénesis selectiva preferida, posición de contacto o hipermutación dentro de 
una región determinante de complementariedad (CDR) para mutación, identificando de este modo una posición 
de contacto o hipermutación seleccionada; 
c) mutar individualmente dicha posición de mutagénesis selectiva preferida seleccionada, posición de contacto o 
hipermutación a al  menos otr os dos  restos de am inoácidos para  crear  de este m odo un panel de anticuerpo 50 
mutados, o partes de unión a antígeno de los mismos, y expresar dicho panel en un sistema de presentación no 
de fagos; 
d) eval uar l a actividad d el p anel de anticuerpos mut ados, o partes d e uni ón a antígeno d e los mis mos, en 
relación con el anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo; identificando de este modo un resto 
de aminoácido potenciador de actividad;  55 
e) evaluar el p anel de anticu erpos mutados, o partes de uni ón a antíge no de los  mismos, en relación con e l 
anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo para al menos otra propiedad o característica, en el 
que la propiedad o característica es una que se necesita conservar, hasta que se obtenga un anticuerpo, o parte 
de unión a antígeno d el m ismo, co n u na activi dad mej orada y al m enos un a propiedad o  cara cterística 
conservada, en relación con el anticuerpo parental, o parte de unión a antígeno del mismo.  60 

 
En una rea lización preferida, las pos iciones de cont acto p referidas se se lecciona del grupo que consiste en H3 0, 
H31, H31B, H32, H33, H35, H50, H52, H52A, H53, H54, H56, H58, H95, H96, H97, H98, H101, L30, L31, L32, L34, 
L50, L52, L53, L55, L91, L92, L93, L94 y L96 y la otra ca racterística se selecciona de 1) conservación de ausencia 
de reactiv idad cruzada con ot ras proteínas o tejidos humanos, 2) conser vación de reco nocimiento de epítopos, es 65 
decir reconocer epítopo p 40 preferiblemente en el co ntexto del h eterodímero p70 p40/p35 evitando la interferencia 
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de unión de p40 soluble libre y/o 3) producir un anticuerpo con una secuencia de inmunoglobulina cercana a línea 
germinal. 
 
En otra real ización preferida, las posic iones de hipermutación se sel eccionan del grupo que consiste en H30, H3 1, 
H31B, H32. H52, H56, H58, L30, L31, L32, L53 y L93 y la otra car acterística se sel ecciona de 1) conservación de 5 
ausencia de  r eactividad cru zada c on otras proteín as o tejidos h umanos, 2) co nservación d e reco nocimiento d e 
epítopos, es d ecir recon ocer epítopo p4 0 preferi blemente en el cont exto del heter odímero p7 0 p40/ p35 ev itando 
interferencia d e un ión d e p 40 sol uble l ibre y/o 3) pr oducir un anticuerpo con  un a sec uencia de i nmunoglobulina 
cercana a línea germinal. 
 10 
En una re alización más pre ferida, los rest os para muta génesis sel ectiva se selecci onan d e las po siciones de  
mutagénesis selectiva preferidas del grupo que consiste en H30, H31, H31B, H32, H33, H52, H56, H58, L30, L31, 
L32, L50, L91,  L92, L93, L94 y la otras característica se s elecciona de 1) conservación de ausencia de reactividad 
cruzada con otras proteínas o tejidos humanos, 2) conservación de reconocimiento de epítopos, es decir reconocer 
epítopo p 40 pr eferiblemente en el cont exto del heter odímero p7 0 p40/p 35 evita ndo i nterferencia de unión de p 40 15 
soluble libre y/o 3) producir un anticuerpo con una secuencia de inmunoglobulina cercana a línea germinal. 
 
En una realización más preferida, las posiciones de contacto se seleccionan del grupo que consiste en L50 y L94 y 
la otra c aracterística se s elecciona d e 1) c onservación de a usencia d e reactiv idad cr uzada c on otras pr oteínas o  
tejidos humanos, 2) conservación de reconocimiento de epítopos, es decir reconocer epítopo p40 preferiblemente en 20 
el conte xto d el heterodímer o p70 p 40/p35 e vitando interfer encia de u nión de p40 soluble libre y/o 3) producir u n 
anticuerpo con una secuencia de inmunoglobulina cercana a línea germinal. 
 
En otra realización, la invención proporciona un método para mejorar la actividad de un anticuerpo, o parte de unión 
a antígeno del mismo, que comprende: 25 
 

a) proporcionar un anticuerpo parental recombinante o par te de unión a antígeno del mismo; que se o btuvo por 
selección en un sistema de p resentación de fagos pero cu ya actividad no puede mejorarse adicionalmente por 
mutagénesis en dicho sistema de presentación de fagos; 
b) seleccionar una posición de mutagénesis selectiva preferida, posición de contacto o hipermutación dentro de 30 
una región determinante de complementariedad (CDR) para mutación, identificando de este modo una posición 
de contacto o hipermutación seleccionada; 
c) mutar i ndividualmente d ichas posiciones de  mutagénesis selectiva preferidas se leccionadas, posiciones de  
contacto o hi permutación a al menos otros  dos restos de aminoácidos para cre ar de este modo u n panel de  
anticuerpos mutados, o partes de  un ión a antígeno de los mismos, y expresar dicho panel en un si stema de 35 
presentación no de fagos; 
d) eval uar l a actividad d el p anel de anticuerpos mut ados, o partes d e uni ón a antígeno d e los mis mos, en 
relación con el anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo; identificando de este modo un resto 
de aminoácido potenciador de actividad;  
e) evaluar el p anel de anticu erpos mutados, o partes de uni ón a antíge no de los  mismos, en relación con e l 40 
anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo para al menos otra propiedad o característica, en el 
que la propiedad o característica es una que necesita conservarse, hasta que se obtenga un anticuerpo, o parte 
de un ión a an tígeno d el mis mo, con un a actividad mej orada y a l men os una c aracterística conser vada, e n 
relación con el anticuerpo parental, o parte de unión a antígeno del mismo.  
f) opcion almente, repetir las etapas a)  a e)  para al me nos otra posici ón de mutag énesis selectiv a p referida, 45 
posición de contacto o hipermutación; 
g) combin ar, en el a nticuerpo par ental, o  parte de un ión a antíge no del mismo, a l menos dos r estos de  
aminoácidos potenciadores de activi dad i ndividuales q ue se ha  mostrad o qu e ti enen a ctividad mej orada y al 
menos otra característica conservada, para formar anticuerpos de combinación, o partes de unión a antígeno de 
los mismos; y 50 
h) eval uar la actividad d e lo s anticuer pos de comb inación, o partes de  unió n a antíg eno d e los mi smos, en  
relación con el anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo; 

 
hasta que se obtenga un anticuerpo, o parte de unión a antígeno del mismo, con una actividad mejorada y al menos 
una propiedad o car acterística conservada, en relación con el anticuerpo parental, o parte de unión a antígeno del 55 
mismo. 
 
En una realización preferida, las posiciones de contacto se seleccionan del grupo que consiste en H30, H31, H31B, 
H32, H33, H3 5, H50, H52, H 52A, H53, H54, H56, H58, H95, H96, H97, H98, H101, L30, L31, L32, L34, L50, L52, 
L53, L5 5, L91, L92, L9 3, L94 y L96  y la otra car acterística se  sel ecciona de  1)  con servación de ausencia d e 60 
reactividad cruzada con otras proteínas o tejidos humanos, 2) conservación de reconocimiento de epítopos, es decir 
reconocer epítopo p40 preferiblemente en el contexto del heterodímero p70 p40/p35 evitando interferencia de unión 
de p40 soluble libre y/o 3) producir un anticuerpo con una secuencia de inmunoglobulina cercana a línea germinal. 
 

65 
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En otra real ización preferida, las posic iones de hipermutación se sel eccionan del grupo que consiste en H30, H3 1, 
H31B, H32. H52, H56, H58, L30, L31, L32, L53 y L93 y la otra car acterística se sel ecciona de 1) conservación de 
ausencia de  r eactividad cru zada c on otras proteín as o tejidos h umanos, 2) co nservación d e reco nocimiento d e 
epítopos, es d ecir recon ocer epítopo p4 0 preferi blemente en el cont exto del heter odímero p7 0 p40/ p35 ev itando 
interferencia d e un ión d e p 40 sol uble l ibre y/o 3) pr oducir un anticuerpo con  un a sec uencia de i nmunoglobulina 5 
cercana a línea germinal. 
 
En una re alización más pre ferida, los rest os para muta génesis sel ectiva se selecci onan d e las po siciones de  
mutagénesis selectiva preferidas del grupo que consiste en H30, H31, H31B, H32, H33, H52, H56, H58, L30, L31, 
L32, L50, L9 1, L92, L93, L 94 y las otra s característica s se se leccionan de 1) c onservación de  ause ncia d e 10 
reactividad cruzada con otras proteínas o tejidos humanos, 2) conservación de reconocimiento de epítopos, es decir 
reconocer epítopo p40 preferiblemente en el contexto del heterodímero p70 p40/p35 evitando interferencia de unión 
de p40 soluble libre y/o 3) producir un anticuerpo con una secuencia de inmunoglobulina cercana a línea germinal. 
 
En una realización más preferida, las posiciones de contacto se seleccionan del grupo que consiste en L50 y L94 y 15 
la otra c aracterística se s elecciona d e 1) c onservación de a usencia d e reactiv idad cr uzada c on otras pr oteínas o  
tejidos humanos, 2) conservación de reconocimiento de epítopos, es decir reconocer epítopo p40 preferiblemente en 
el conte xto d el heterodímer o p70 p 40/p35 e vitando interfer encia de u nión de p40 soluble libre y/o 3) producir u n 
anticuerpo con una secuencia de inmunoglobulina cercana a línea germinal. 
 20 
IV. Modificaciones de otros restos de CDR 
 
En última i nstancia, todos lo s restos de C DR en u n par  de anticu erpo-antígeno da do que se ha i dentificado por  
cualquier medio que se requieren como restos de aminoácidos potenciadores de actividad y/o se requieren directa o 
indirectamente para u nión c on el antígeno y/o par a cons ervar otras pr opiedades o c aracterísticas deseables de l 25 
anticuerpo. T ales restos d e CDR se de nominan “p osiciones de mu tagénesis se lectiva preferi das”. Deberí a 
observarse q ue en circ unstancias es pecíficas los restos de mutagénesis selectiva preferidos p ueden identific arse 
también por otros medios incluyendo cocristalización de anticuerpo y antígeno y modelización molecular. 
 
Si los intentos preferidos para identificar aminoácidos potenciadores de actividad centrándose en las posiciones de 30 
mutagénesis selectiva preferidas, posiciones de contacto o hipermutación descritas anteriormente se agotan, o si se 
requieren mejoras adic ionales, los restos de  CDR restant es pueden modificarse como s e describe posteriormente. 
Debería e ntenderse que el  a nticuerpo ya p odría est ar mo dificado en una cua lquiera o  más de  las posiciones de 
contacto o hi permutación de  acuerdo con l as realizaciones analizadas anteriormente pero puede requerir mejoras 
adicionales. Por lo tanto, en  otra r ealización, la inve nción proporc iona un método para mejorar l a actividad de un 35 
anticuerpo, o parte de unión a antígeno del mismo, que comprende: 
 

a) proporcionar un anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo;  
b) seleccionar un resto de a minoácido den tro de una región determ inante de compl ementariedad (CDR) para 
mutación distinta de H30, H31, H31B, H32, H33, H35, H50, H52, H 52A, H53, H54, H56, H58, H 95, H96, H97, 40 
H98, H101, L30, L31, L32, L34, L50, L52, L53, L55, L91, L92, L93, L94 y L96; 
c) mutar individualmente dicha posición seleccionada por ejemplo, a al menos otros dos restos de aminoácidos 
para cre ar de  este modo u n antic uerpo mutado, o un panel de a nticuerpos mutad os, o partes de uni ón a  
antígeno de los mismos; 
d) evaluar la actividad del anticuerpo mutado o el panel de anticuerpos mutados, o partes de unión a antígeno 45 
de los mism os, en relaci ón con el a nticuerpo parental o p arte de un ión a antíge no del mismo; identif icando de 
este modo un resto de aminoácido potenciador de actividad;  
e) evaluar el anticuerpo mutado o el panel de anticuerpos mutados, o partes de unión a antígeno de los mismos, 
en relación con e l anticuerpo parental o  parte de  unión a antígeno del mismo, con respecto a cambios en a l 
menos otra pr opiedad o  car acterística h asta que  se  obte nga un antic uerpo, o parte de unión a antígeno de l 50 
mismo, con un a activid ad me jorada, en rel ación co n el an ticuerpo pare ntal, o parte de  unió n a antíg eno d el 
mismo.  

 
Preferiblemente, la otra c aracterística o pr opiedad se s elecciona d e 1)  conserv ación de a usencia de reactiv idad 
cruzada con otras proteínas o tejidos humanos, 2) conservación de reconocimiento de epítopos, es decir reconocer 55 
epítopo p 40 pr eferiblemente en el cont exto del heter odímero p7 0 p40/p 35 evita ndo i nterferencia de unión de p 40 
soluble libre y/o 3) producir un anticuerpo con una secuencia de inmunoglobulina cercana a línea germinal. 
 
Si la mutagénesis de un resto sencillo no es suficiente pueden incluirse otros restos; por lo tanto, en otra realización, 
la inv ención pr oporciona un método p ara mejorar l a acti vidad de u n a nticuerpo, o p arte de u nión a antíge no d el 60 
mismo, que comprende: 
 

a) proporcionar un anticuerpo parental recombinante o parte de unión a antígeno del mismo;  
b) seleccionar un resto de a minoácido den tro de una región determ inante de compl ementariedad (CDR) para 
mutación distinta de H30, H31, H31B, H32, H33, H35, H50, H52, H 52A, H53, H54, H56, H58, H 95, H96, H97, 65 
H98, H101, L30, L31, L32, L34, L50, L52, L53, L55, L91, L92, L93, L94 y L96; 
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c) mutar individualmente dicha posición seleccionada a al menos otros dos restos de aminoácidos para crear de 
este modo un panel de anticuerpos mutados, o partes de unión a antígeno de los mismos; 
d) eval uar l a actividad d el p anel de anticuerpos mut ados, o partes d e uni ón a antígeno d e los mis mos, en 
relación con el anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo; identificando de este modo un resto 
de aminoácido potenciador de actividad;  5 
e) repetir las etapas b) a d) para al menos otra posición de CDR que no es la posición seleccionada en b) ni una 
posición en  H 30, H3 1, H3 1B, H32, H 33, H35, H 50, H 52, H52A, H53, H54,  H56, H58, H9 5, H9 6, H97, H98, 
H101, L30, L31, L32, L34, L50, L52, L53, L55, L91, L92, L93, L94 y L96; 
f) combin ar, e n el  antic uerpo par ental, o parte de unión a antíge no del mismo al menos dos restos de 
aminoácidos potenciadores de actividad individuales que se ha mostrad o que tie nen actividad mejorada, para 10 
formar anticuerpos de combinación, o partes de unión a antígeno de los mismos; y 
g) evaluar la actividad de los anticuerpos de combinación, o partes de unión a antígeno de los mismos con dos 
restos d e aminoácidos p otenciadores d e actividad, en r elación co n e l anticuerpo p arental o  parte  d e u nión a 
antígeno d el mismo hasta que s e obte nga un a nticuerpo, o parte de unión a antígeno d el mismo,  con un a 
actividad mejorada, en relación con el anticuerpo parental, o parte de unión a antígeno del mismo. 15 

 
Si los intentos preferidos para identificar aminoácidos potenciadores de actividad centrándose en las posiciones de 
contacto o hip ermutación descritas anteriormente se agotan, o si s e requieren mejoras adicionales, y el anticuerpo 
en cuesti ón no pue de optimizarse a dicionalmente p or métodos de mutagé nesis y presentación de fagos (o  
presentación de ri bosomas relaci onada) los restos de CDR resta ntes pu eden m odificarse com o se d escribe 20 
posteriormente. Debería  e ntenderse que el a nticuerpo puede ya est ar mod ificado en una cua lquiera o más  
posiciones de  mutagén esis selectiva preferidas, posici ones de co ntacto o hiperm utación d e acu erdo co n la s 
realizaciones analizadas anteriormente pero puede requerir mejoras adicionales. 
 
Por lo tanto, en otra realización, la invención proporciona un método para mejorar la actividad de un anticuerpo, o 25 
parte de unión a antígeno del mismo, que comprende: 
 

a) proporcionar un anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo; que se obtuvo por selección en 
un sistema de presentación de fagos pero cuya actividad no puede mejorarse adicionalmente por mutagénesis 
en dicho sistema de presentación de fagos; 30 
b) seleccionar un resto de a minoácido den tro de una región determ inante de compl ementariedad (CDR) para 
mutación distinta de H30, H31, H31B, H32, H33, H35, H50, H52, H 52A, H53, H54, H56, H58, H 95, H96, H97, 
H98, H101, L30, L31, L32, L34, L50, L52, L53, L55, L91, L92, L93, L94 y; 
c) mutar indiv idualmente dicha posición de contacto o hipermutación seleccionada a al  menos otros d os restos 
de aminoácidos para crear de este modo un panel de anticuerpos mutados, o partes de unión a antígeno de los 35 
mismos, y expresar dicho panel en un sistema de presentación no de fagos; 
d) eval uar l a actividad d el p anel de anticuerpos mut ados, o partes d e uni ón a antígeno d e los mis mos, en 
relación con el anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo; identificando de este modo un resto 
de aminoácido potenciador de actividad;  
e) evaluar el p anel de anticu erpos mutados, o partes de uni ón a antíge no de los  mismos, en relación con e l 40 
anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo, con respecto a cambios en al menos otra propiedad 
o característica, hasta que se obtenga un anticuerpo, o parte de unión a antígeno del mismo, con una actividad 
mejorada, en relación con el anticuerpo parental, o parte de unión a antígeno del mismo.  

 
Preferiblemente, la otra c aracterística o pr opiedad se s elecciona d e 1)  conserv ación de a usencia de reactiv idad 45 
cruzada con otras proteínas o tejidos humanos, 2) conservación de reconocimiento de epítopos, es decir reconocer 
epítopo p 40 pr eferiblemente en el cont exto del heter odímero p7 0 p40/p 35 evita ndo i nterferencia de unión de p 40 
soluble libre y/o 3) producir un anticuerpo con una secuencia de inmunoglobulina cercana a línea germinal. 
 
Si una mutagénesis sencilla no es s uficiente para aumentar la afinidad del anticuerpo pueden incluirse otros restos  50 
en la mutagénesis. Por lo tanto, en otra realización, la invención proporciona un método para mejorar la actividad de 
un anticuerpo, o parte de unión a antígeno del mismo, que comprende: 
 

a) proporcionar un anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo; que se obtuvo por selección en 
un sistema de presentación de fagos pero cuya actividad no puede mejorarse adicionalmente por mutagénesis 55 
en dicho sistema de presentación de fagos; 
b) seleccionar un resto de a minoácido den tro de una región determ inante de compl ementariedad (CDR) para 
mutación distinta de H30, H31, H31B, H32, H33, H35, H50, H52, H 52A, H53, H54, H56, H58, H 95, H96, H97, 
H98, H101, L30, L31, L32, L34, L50, L52, L53, L55, L91, L92, L93, L94 y L96; 
c) mutar individualmente dicha posición seleccionada a al menos otros dos restos de aminoácidos para crear de 60 
este modo un pan el de antic uerpos mutados, o partes de unión a antígeno de los mismos y expresión en u n 
sistema de presentación no de fagos; 
d) eval uar l a actividad d el p anel de anticuerpos mut ados, o partes d e uni ón a antígeno d e los mis mos, en 
relación con el anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo identificando de este mo do un resto 
de aminoácido potenciador de actividad;  65 
e) repetir las etapas b) a d) para al menos otra posición que no es la posición seleccionada en b) ni una posición 
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en H30, H31, H31B, H32, H33, H35, H50, H52, H52A, H53, H54, H56, H58, H95, H96, H97, H 98, H101, L30, 
L31, L32, L34, L50, L52, L53, L55, L91, L92, L93, L94; 
g) combin ar, en el a nticuerpo par ental, o  parte de un ión a antíge no del mismo, a l menos dos r estos de  
aminoácidos potenciadores de actividad individuales que se ha mostrad o que tie nen actividad mejorada, para 
formar anticuerpos de combinación, o partes de unión a antígeno de los mismos; y 5 
h) evaluar la actividad y otra propiedad o característica de los antic uerpos de combinación, o partes d e unión a 
antígeno de l os mismos  co n d os rest os de aminoácidos pote nciadores d e activ idad, en  rel ación con  e l 
anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo; 

 
hasta que se obtenga un anticuerpo, o parte de unión a antígeno del mismo, con una actividad mejorada, en relación 10 
con el anticuerpo parental, o parte de unión a antígeno del mismo. 
 
Preferiblemente, la otra c aracterística o pr opiedad se s elecciona d e 1)  conserv ación de a usencia de reactiv idad 
cruzada con otras proteínas o tejidos humanos, 2) conservación de reconocimiento de epítopos, es decir reconocer 
epítopo p 40 pr eferiblemente en el cont exto del heter odímero p7 0 p40/p 35 evita ndo i nterferencia de unión de p 40 15 
soluble libre y/o 3) producir un anticuerpo con una secuencia de inmunoglobulina cercana a línea germinal. 
 
Los inte ntos p referidos par a ide ntificar ami noácidos potenciadores de actividad ce ntrándose e n las  posici ones de 
mutagénesis s electivas prefe ridas, posiciones de contact o o hip ermutación d escritas pue den agotar se, o pued en 
requerirse mejoras adicionales, y es importante conservar otras propiedades o características del anticuerpo. 20 
 
Por lo tanto, en otra realización, la invención proporciona un método para mejorar la actividad de un anticuerpo, o 
parte de unión a antígeno del mismo, sin afectar a otras características, que comprende: 
 

a) proporcionar un anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo;  25 
b) seleccionar un resto de a minoácido den tro de una región determ inante de compl ementariedad (CDR) para 
mutación distinta de H30, H31, H31B, H32, H33, H35, H50, H52, H 52A, H53, H54, H56, H58, H 95, H96, H97, 
H98, H101, L30, L31, L32, L34, L50, L52, L53, L55, L91, L92, L93, L94 y L96; 
c) mutar individualmente dicha posición seleccionada a al menos otros dos restos de aminoácidos para crear de 
este modo un panel de anticuerpos mutados, o partes de unión a antígeno de los mismos; 30 
d) eval uar l a actividad d el p anel de anticuerpos mut ados, o partes d e uni ón a antígeno d e los mis mos, en 
relación con el anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo; identificando de este modo un resto 
de aminoácido potenciador de actividad;  
e) evaluar el p anel de anticu erpos mutados, o partes de uni ón a antíge no de los  mismos, en relación con e l 
anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo, con respecto a cambios en al menos otra propiedad 35 
o característica hasta que se obtenga un anticuerpo, o parte de unión a antígeno del mismo, con una actividad 
mejorada y otra propiedad o característica conservada, en relación con el anticuerpo parental, o parte de unión 
a antígeno del mismo.  

 
Preferiblemente, la otra c aracterística o pr opiedad se s elecciona d e 1)  conserv ación de a usencia de reactiv idad 40 
cruzada con otras proteínas o tejidos humanos, 2) conservación de reconocimiento de epítopos, es decir reconocer 
epítopo p 40 pr eferiblemente en el cont exto del heter odímero p7 0 p40/p 35 evita ndo i nterferencia de unión de p 40 
soluble libre y/o 3) producir un anticuerpo con una secuencia de inmunoglobulina cercana a línea germinal. 
 
Si la mutagénesis de un resto sencillo no es suficiente pueden incluirse otros restos; por lo tanto, en otra realización, 45 
la inv ención pr oporciona un método p ara mejorar l a acti vidad de u n a nticuerpo, o p arte de u nión a antíge no d el 
mismo, que comprende: 
 

a) proporcionar un anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo;  
b) seleccionar un resto de a minoácido den tro de una región determ inante de compl ementariedad (CDR) para 50 
mutación distinta de H30, H31, H31B, H32, H33, H35, H50, H52, H 52A, H53, H54, H56, H58, H 95, H96, H97, 
H98, H101, L30, L31, L32, L34, L50, L52, L53, L55, L91, L92, L93, L94 y L96; 
c) mutar individualmente dicha posición seleccionada a al menos otros dos restos de aminoácidos para crear de 
este modo un panel de anticuerpos mutados, o partes de unión a antígeno de los mismos; 
d) eval uar l a actividad d el p anel de anticuerpos mut ados, o partes d e uni ón a antígeno d e los mis mos, en 55 
relación con el anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo; identificando de este modo un resto 
de aminoácido potenciador de actividad;  
e) evaluar el p anel de anticu erpos mutados, o partes de uni ón a antíge no de los  mismos, en relación con e l 
anticuerpo parental o parte de un ión a a ntígeno del m ismo, con res pecto a cam bios en a l me nos otra 
característica o propiedad; 60 
e) repetir las etapas b) a e) para al menos otra posición de CDR que no es la posición seleccionada en b) ni una 
posición en  H 30, H3 1, H3 1B, H32, H 33, H35, H 50, H 52, H52A, H53, H54,  H56, H58. H9 5, H9 6, H97, H98, 
H101, L30, L31, L32, L34, L50, L52, L53, L55, L91, L92, L93, L94 y L96; 
f) combinar, e n el a nticuerpo par ental, o parte d e unión a antíg eno del mism o, al  menos d os r estos d e 
aminoácidos potenciadores de actividad individuales que se ha mostra do que tienen actividad mejorada y sin 65 
afectar al menos a otra propiedad o característica, para formar anticuerpos de combinación, o partes de unión a 
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antígeno de los mismos; y 
g) evaluar la activid ad y la conserv ación de al menos otra prop iedad o característic a de  los anticuerpos d e 
combinación, o partes de unión a antígeno de  los  mismos, con dos res tos de  aminoácidos potenciadores de 
actividad, en relación con el anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo; hasta que se obtenga 
un anticuerpo, o parte de unión a antígeno del mismo, con una actividad mejorada y al  menos otra propiedad o 5 
característica conservada, en relación con el anticuerpo parental, o parte de unión a antígeno del mismo. 

 
La muta génesis de la p osición de m utagénesis se lectiva pr eferida, resto de co ntacto e hip ermutación pu ede n o 
haber aumentado la afin idad del a nticuerpo de forma sufi ciente, y la mutagénesis y el método de presentación de 
fagos (o  méto do d e pr esentación d e rib osomas re lacionados) p ueden no  ser ya útiles y al m enos debería 10 
conservarse otra característica o propiedad del anticuerpo. 
 
Por lo  tanto, e n otra r ealización, la  invención proporciona un método para mejorar la afinidad de  un  anticuerpo, o 
parte de unión a antígeno del mismo, que comprende: 
 15 

a) proporcionar un antic uerpo parental o parte de unión a antíge no del mismo; qu e se obtuv o medi ante 
selección en un sistema de p resentación de fagos pero cu ya actividad no puede mejorarse adicionalmente por 
mutagénesis en dicho sistema de presentación de fagos; 
b) seleccionar un resto de a minoácido den tro de una región determ inante de compl ementariedad (CDR) para 
mutación distinta de H30, H31, H31B, H32, H33, H35, H50, H52, H 52A, H53, H54, H56, H58, H 95, H96, H97, 20 
H98, H101, L30, L31, L32, L34, L50, L52, L53, L55, L91, L92, L93, L94 y L96; 
c) mutar individualmente dicha posición seleccionada a al menos otros dos restos de aminoácidos para crear de 
este modo un pan el de antic uerpos mutados, o partes de unión a antígeno de los mismos y expresión en u n 
sistema de presentación no de fagos; 
d) eval uar l a actividad d el p anel de anticuerpos mut ados, o partes d e uni ón a antígeno d e los mis mos, en 25 
relación con el anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo; identificando de este modo un resto 
de aminoácido potenciador de actividad;  
e) evaluar el p anel de anticu erpos mutados, o partes de uni ón a antíge no de los  mismos, en relación con e l 
anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo, con respecto a cambios en al menos otra propiedad 
o característica hasta que se obtenga un anticuerpo, o parte de unión a antígeno del mismo, con una actividad 30 
mejorada, en relación con el anticuerpo parental, o parte de unión a antígeno del mismo.  

 
Preferiblemente, la otra c aracterística o pr opiedad se s elecciona d e 1)  conserv ación de a usencia de reactiv idad 
cruzada con otras proteínas o tejidos humanos, 2) conservación de reconocimiento de epítopos, es decir reconocer 
epítopo p 40 pr eferiblemente en el cont exto del heter odímero p7 0 p40/p 35 evita ndo i nterferencia de unión de p 40 35 
soluble libre y/o 3) producir un anticuerpo con una secuencia de inmunoglobulina cercana a línea germinal. 
 
Si la mutagénesis de un resto sencillo no es suficiente pueden incluirse otros restos; por lo tanto, en otra realización, 
la inv ención pr oporciona un método p ara mejorar l a acti vidad de u n a nticuerpo, o p arte de u nión a antíge no d el 
mismo, que comprende: 40 
 

a) proporcionar un anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo; que se obtuvo por selección en 
un sistema de presentación de fagos pero cuya actividad no puede mejorarse adicionalmente por mutagénesis 
en dicho sistema de presentación de fagos; 
b) seleccionar un resto de a minoácido den tro de una región determ inante de compl ementariedad (CDR) para 45 
mutación distinta de H30, H31, H31B, H32, H33, H35, H50, H52, H 52A, H53, H54, H56, H58, H 95, H96, H97, 
H98, H101, L30, L31, L32, L34, L50, L52, L53, L55, L91, L92, L93, L94 y L96; 
c) mutar individualmente dicha posición seleccionada a al menos otros dos restos de aminoácidos para crear de 
este modo un panel de anticuerpos mutados, o partes de unión a antígeno de los mismos, y expresión en un 
sistema de presentación no de fagos; 50 
d) eval uar la actividad y c onservación d e al menos otr a prop iedad o  característica  del pa nel de anticuerpos 
mutados, o partes de unión a antígeno de los mismos, en relación con el anticuerpo parental o parte de unión a 
antígeno del mismo; identificando de este modo un resto de aminoácido potenciador de actividad;  
e) repetir las etapas b) a d) para al menos otra posición de CDR que no es la posición seleccionada en b) ni una 
posición en  H 30, H3 1, H3 1B, H32, H 33, H35, H 50, H 52, H52A, H53, H54,  H56, H58, H9 5, H9 6, H97, H98, 55 
H101, L30, L31, L32, L34, L50, L52, L53, L55, L91, L92, L93, L94 y L96; 
f) combinar, e n el a nticuerpo par ental, o parte d e unión a antíg eno del mism o, al  menos d os r estos d e 
aminoácidos potenciadores de actividad individuales que se ha mostrad o que tien en act ividad mejorada y que 
no afect an a l menos a otra propiedad o c aracterística p ara formar anticuerpos d e c ombinación, o  partes de 
unión a antígeno de los mismos; y 60 
g) eva luar l a actividad y c onservación de  la m enos un a pro piedad o  característica  de los anticuerpos de 
combinación, o partes de unión a antígeno de  los  mismos, con dos res tos de  aminoácidos potenciadores de 
actividad, en relación con el anticuerpo parental o parte de unión a antígeno del mismo hasta que se obtenga un 
anticuerpo, o parte de unión a antígeno del mismo, con una actividad mejorada y al menos otra característica o 
propiedad conservada, en relación con el anticuerpo parental, o parte de unión a antígeno del mismo. 65 
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V. Expresión de anticuerpos 
 
Un anticuerpo, o p arte de anticuerpo, de  la  invención puede prepararse por expresión recombinante de gen es de 
cadena pesa da y  lig era de inmunoglobulina en un a célula hos pedadora. Para e xpresar un anticuerpo d e forma  
recombinante, una cél ula h ospedadora s e transfecta c on un o o más  vectores de expresión rec ombinantes q ue 5 
portan fragmentos de ADN que codifican las cadenas ligera y pesada de inmunoglobulina del anticuerpo de modo 
que las cadenas ligera y pesada se expresen en la célula hospedadora y, preferiblemente, se secreten al medio en 
el qu e l as cél ulas ho spedadoras se  cu ltivan, de  cu yo medi o p ueden recu perarse los anticuerpos. Se usan 
metodologías de ADN recombinante convencionales para obtener genes de cadena pesada y ligera de anticuerpos, 
incorporar estos genes en vectores de expresión recombinantes e introducir los vectores en células hospedadoras, 10 
tales como las descritas e n Sambrook, Fritsch y Maniatis (eds), Molec ular Cloning; A Lab oratory Manual, Segunda 
Edición, Col d Sprin g Harb or, N. Y., (1989) , Ausubel, F . M. et al . (eds.) Current Protocols in Mo lecular Bio logy, 
Greene Publishing Associates, (1989) y en la Patente de Estados Unidos Nº 4.816.397 de Boss et al. 
 
Para obtener un fragmento de ADN codificante de la r egión variable de cadena pesada de Joe 9 wt o un anticuerpo 15 
relacionado con Joe 9 wt, se exploraron anticuerpos específicos para IL-12 humana a partir de bibliotecas humanas 
y se mutaron, como se describe en la sección II. Una vez que se obtuvieron fragmentos de ADN que codificaban Joe 
9 wt o s egmentos VH  y V L rel acionados con J oe 9  wt, se lleva a c abo m utagénesis de  estas  se cuencias por 
métodos convencionales, tales como mutagénesis dirigida por PCR (la mutagénesis mediada por PCR en la que los 
nucleótidos m utados se incorporan a l os ceb adores de PCR  d e mo do que e l pr oducto de PCR conte nga l as 20 
mutaciones) u otros métodos de mutagénesis dirigida. Se manipularon adicionalmente anticuerpos de IL-12 humana 
que presentaban u n niv el d e activida d y afi nidad/especificidad de unión que era d eseable, p or ej emplo J69 5, po r 
técnicas de ADN recombinante convencionales, por ejemplo para convertir los genes de región variable a genes de 
cadena de a nticuerpo de lo ngitud compl eta, a genes de fragme ntos F ab o a un gen de scF v. En estas 
manipulaciones, un fragm ento de ADN que codifica VL o VH se une operativamente a otro fragm ento de ADN que 25 
codifica otra  p roteína, tal  co mo u na r egión co nstante d e a nticuerpo o  un  en garce fl exible. L a expresión “u nido 
operativamente”, como se usa en el presente contexto, pretende significar que los dos fragmentos de ADN se u nen 
de modo que las secuencias de aminoácidos codificadas por los dos fragmentos de ADN permanezcan en fase. 
 
El ADN aisl ado que co difica la regi ón VH puede co nvertirse en un g en de cade na p esada d e lo ngitud comp leta 30 
uniendo op erativamente e l ADN codific ante de VH a otra molécul a de ADN qu e codifica regi ones constantes d e 
cadena pesada (CH1, CH2 y CH3). Las secuencias de genes de región constante de cadena pesada humanos se 
conocen en l a técnica (v éase por ejemplo, Kabat, E. A., et al . (19 91) Sequences of Proteins of Immunological 
Interest, Quinta Edición, U.S. Department of Health and Human Services, Publicación de NIH Nº 91-3242) y pueden 
obtenerse frag mentos d e AD N que abarcan estas reg iones por am plificación por PC R. La reg ión constante de 35 
cadena p esada pu ede s er u na re gión co nstante lgG1, l gG2, lgG3, lgG 4, IgA, IgE, IgM o IgD y cu alquier var iante 
alotípica de ellas como se describe en Kabat (, Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunol ogical 
Interest, Quinta Edición, U.S. Department of Health and Human Services, Publicación de NIH Nº 91-3242), pero más 
preferiblemente es una región constante de lgG1 o lgG4. Para un gen de cadena pesada de fragmentos Fab, el ADN 
que codifica VH puede unirse operativamente a otra molécula de ADN que codifica solamente la región constante de 40 
CH1 de cadena pesada. 
 
El ADN aislado que codifica la región VL puede convertirse a un gen de cadena ligera de  longitud completa, (así  
como un gen de cadena ligera Fab) uniendo operativamente el ADN que codifica VL con otra molécula de ADN que 
codifica la región constante de cadena l igera, CL. L as secuencias de ge nes de región constante  de cadena ligera 45 
humana se c onocen e n la  técnica (vé ase por ej emplo, Kabat, E. A., et al . (1991)  Seque nces o f Proteins of  
Immunological Interest, Quinta Edición, U.S. Department of Health and Human Services, Publicación de NIH Nº 91-
3242) y fragmentos de ADN que abarcan estas regiones pueden obtenerse por amplificación por PCR convencional. 
La región constante de cadena ligera puede ser una región constante kappa o lambda, pero más preferiblemente es 
una región constante lambda. 50 
 
Para crear un gen scFv los fr agmentos de ADN que codifican VH y VL se unen operativamente con otro fragmento 
que codifica un enlazador flexible, por ejemplo, que codifica la secuencia de aminoácidos (Gly4-Ser)3, de modo que 
las secuencias VH y VL puedan expresarse como una proteína de cadena sencilla contigua, con las regiones VL y 
VH unidas por enlazador flexible (véase por ejemplo Bird et al . (1988) Science 242: 423-426; Huston et al . (1988) 55 
Proc. Natl. Acad Sci. USA 85: 5879-5883; McCafferty et al., Nature (1990) 348: 552-554). 
 
Para e xpresar los anticu erpos, o partes d e anticu erpos de la i nvención, se insertan ADN qu e codif ican ca denas 
pesadas y ligeras de longitud completa o parciales, obtenidas como se ha descrito anteriormente, en vectores  de 
expresión de modo qu e los genes estén unidos operativamente con secuencias de control de la  transcripción y la 60 
traducción. En este contexto, la expresión “unido operativamente” pretende referirse a que un gen de anticuerpos se 
liga a un vector de modo que las secuencias de control de la traducción y la transcripción dentro del vector cumplan 
su func ión pr etendida de  re gular l a tra nscripción y tr aducción de l gen de  a nticuerpo. El vector  d e e xpresión y 
secuencias de  control de la expresión s e s eleccionan para qu e se an c ompatibles co n la cé lula h ospedadora d e 
expresión usada. El gen de cadena ligera de anticuerpo y el gen de cadena pesada de anticuerpo pueden insertarse 65 
en vectores separados o, más típicamente, ambos genes se insertan en el mismo vector de expresión. Los genes de 
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anticuerpo se i nsertan e n el vector de e xpresión por mét odos co nvencionales (por e jemplo, ligac ión de sitios d e 
restricción complementarios en el fragmento de gen de anticuerpo y vector, o ligación de extremos romos si no están 
presentes siti os de r estricción). Antes de la ins erción del J69 5 o l as secuencias d e cad ena pes ada o li gera 
relacionadas con J695, el vector de expresión puede ya portar secuencias de región constante de anticuerpo. Por 
ejemplo, un enfoque para convertir el J695 o secuencias VH y VL relacionadas con J695 a genes de anticuerpos de 5 
longitud completa es insertarlas en vectores de expresión que ya codifican regiones constantes de cadena pesada y 
constantes d e caden a lig era, respecti vamente, de mo do qu e el se gmento VH  e sté unid o op erativamente al  
segmento o los segmentos CH dentro del vector y el segmento VL esté unido operativamente al segmento CL dentro 
del vector. Adicionalmente o como alternativa, el vector de expresión recombinante puede codificar un péptido señal 
que fac ilita la secreción de la cadena de anticuerpo de una cé lula hospedadora. E l gen de c adena de anticuerpo 10 
puede clonarse en el vector de modo que el péptido señal se une en fase con el extremo amino terminal del gen de 
cadena d e a nticuerpo. El p éptido señ al puede ser un pépti do se ñal de i nmunoglobulina o u n péptido se ñal 
heterólogo (es decir, un péptido señal de una proteína no de inmunoglobulina). 
 
Además de l os gen es de c adena de anticuerpo, los vect ores de e xpresión rec ombinantes d e la invención p ortan 15 
secuencias r eguladoras q ue control an l a expres ión de los g enes de cad ena de  anticu erpo en un a cél ula 
hospedadora. La expresión “secuencia reguladora” pretende incluir promotores, potenciadores y otros elementos de 
control de la e xpresión (por ejemplo, señales de poliadenilación) que controlan la transcripción o traducción de los 
genes de ca denas d e antic uerpos. Para secuencias re guladoras se describen, p or ejemp lo, en Goeddel; Gen e 
Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Se apreciará por los 20 
expertos en l a materia q ue el dise ño del v ector de e xpresión, inc luyendo la sel ección d e secu encias r eguladoras 
puede depender de tales factores como la elección de la célula hospedadora para transformar, el nivel de expresión 
de la proteín a des eada, etc. Las sec uencias re guladoras prefer idas p ara expresión en  cé lula hospedadora de 
mamífero inc luyen e lementos virales que dirigen a ltos n iveles de expresión prote ica en células de mamífero, tales 
como pr omotores y/o potenciadores d erivados d e citome galovirus ( CMV) (tales como  el prom otor/potenciador de 25 
CMV), Virus de Simio 40 (S V40) (tal como  el promotor/p otenciador de SV40), ade novirus (por ejemplo, el promot or 
tardío princ ipal de ade novirus (AdMLP) y polioma. Para de scripción ad icional de e lementos regu ladores viral es, y 
secuencias de los mismos, véase por e jemplo, Pate nte de Estad os U nidos Nº 5.16 8.062 de Stins ki, Patente d e 
Estados Unidos Nº 4.510.245 de Bell et al. y Patente de Estados Unidos Nº 4.968.615 de Schaffner et al., Patente de 
Estados Unidos Nº 5.464.758 de Bujard et al. y Patente de Estados Unidos Nº 5.654.168 de Bujard et al. 30 
 
Además de los genes de cadena de anticuerpo y secuencias reguladoras, los vectores de expresión recombinantes 
de la invención pueden portar secuencias adicionales, tales como secuencias que regulan la replicación del vector 
en c élulas hospedadoras ( por ej emplo, or ígenes d e r eplicación) y genes m arcadores sel eccionables. E l g en 
marcador seleccionable facili ta la selecci ón de célul as hospedadoras en las que se h a introducido el vector (véa se 35 
por ejemplo, Patentes de Estados Unidos Nº 4.399.216, 4.634.665 y 5.179.017, todas de Axel et al.). Por ejemplo, 
típicamente e l ge n marc ador selecc ionable co nfiere re sistencia a  fár macos, tal es como G4 18, higromicina o 
metotrexato, en una célula hospedadora en la que se ha introducido el vector. Los genes marcadores seleccionables 
preferidos inc luyen e l ge n d e dih idrofolato reductasa  (D HFR) (para su  uso en cé lulas hosp edadoras dhfr- co n 
selección/amplificación de metotrexato) y el gen neo (para selección de G418). 40 
 
Para expresión de l as cadenas ligeras y pesadas, el vector o los v ectores de e xpresión que codifican las cadenas 
pesada y ligera se transfect a a u na c élula hos pedadora por téc nicas conve ncionales. Las d iversas formas d el 
término “trans fección” pret enden abarc ar una ampl ia diversidad de técnic as habitualmente us adas p ara la 
introducción d e ADN e xógeno en u na cél ula h ospedadora procariota o eucari ota, p or ejemp lo, el ectroporación, 45 
precipitación c on fosfat o cá lcico, transfecc ión con  DEAE -dextrano y si milares. Aun que es teóricamente posi ble 
expresar l os anticuerpos d e la  inv ención en c élulas hospedadoras procari otas o eucar iotas, la expresión de 
anticuerpos en  célu las e ucariotas y más pr eferiblemente células h ospedadoras d e ma mífero, es la más prefer ida 
debido a que tales células eucariotas, y en particular células de mamífero, tiene más probabilidades que las células 
procariotas de ensam blarse y secretar un anticuerpo plegado de forma apropiada e inmunológicamente activo. Las 50 
células h ospedadoras de m amífero prefer idas p ara expresión de  los anticuerpos rec ombinantes de  la i nvención 
incluyen Ov ario de  Hámster  Chi no (c élulas CHO) (inc luyendo cé lulas CHO dhfr-, d escritas en Urla ub y Chasin, 
(1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:  4216-4220, usadas con un marcador seleccionable DHFR, por ejemplo, como 
se describe en R. J. Kaufman y P. A. Sharp (1982) Mol. Biol. 159: 601 -621), células de mieloma NS0, células COS y 
células SP2. Cuando s e int roducen vect ores de expresión rec ombinante que c odifican ge nes d e a nticuerpos e n 55 
células hospedadoras d e m amífero, los anticuerpos s e producen c ultivando las  cél ulas hos pedadoras dur ante un 
periodo de tie mpo sufici ente para p ermitir la e xpresión del antic uerpo en las c élulas hos pedadoras o, más  
preferiblemente, secreción del anticuerpo a l medio de cu ltivo en e l que se dejan crecer las célu las hospedadoras. 
Los antic uerpos pue den re cuperarse de l medio d e cult ivo us ando métodos de  purificación de proteínas 
convencionales. 60 
 
Las cél ulas h ospedadoras t ambién p ueden usars e par a prod ucir part es de a nticuerpos intact os, tales como  
fragmentos Fab o moléc ulas scFv. Se entender á que variaciones sobre el procedimiento anterior están dentro de l 
alcance de l a presente invención. Por ejemplo, puede ser  deseable transfectar una c élula hospedadora con A DN 
que c odifica la cade na li gera o l a ca dena pesada ( pero no ambas) de  un antic uerpo de la prese nte invención. 65 
También puede usarse tecnología de ADN recombinante para retirar parte o todo el AD N que codifica una o ambas 
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de l as c adenas lig era y pesada qu e n o s on n ecesarias para u nión a hI L-12. Las m oléculas e xpresadas de  tales  
moléculas d e ADN tru ncadas tambi én est án abarcadas por  los  a nticuerpos de la i nvención. Ade más, pu eden 
producirse anticuerpos bifuncionales en los que una cadena pesada y una ligera son un anticuerpo de la invención y 
la otra cadena pesada y ligera son específicas de un antígeno distinto de hIL-12 entrecruzando un anticuerpo de la 
invención con un segundo anticuerpo por métodos de entrecruzamiento químico convencionales. 5 
 
En un sistema preferido para expresión recombinante de un anticuerpo, o parte de unión a antígeno del mismo, de la 
invención, un vector de expresión recombinante que codifica tanto la c adena pesada de anticuerpo como la cadena 
ligera de a nticuerpos se introduc e en cél ulas CHO dhfr- por transfección media da p or fosf ato cálcico. Dentro del  
vector d e e xpresión rec ombinante, los genes d e ca dena pes ada y l igera d e a nticuerpo están c ada un o u nidos 10 
operativamente a elem entos regul adores potenci adores/promotores (por ej emplo, deriva dos de  SV40, CMV,  
adenovirus y similares, tales como un elemento regulador potenciador de CMV/promotor de AdMLP o un elemento 
regulador potenciador de SV40/promotor de AdMLP) p ara conducir n iveles a ltos de t ranscripción de los g enes. E l 
vector de expresión recombinante también porta un gen DHFR, que permite la selección de células CHO que se han 
transfectado con el vector usando selección/amplificación por metotrexato. Las células hospedadoras transformantes 15 
seleccionadas se cultiv an para perm itir l a e xpresión de las cade nas pesada y ligera d e antic uerpo y se rec upera 
anticuerpo inta cto del m edio de cu ltivo. Se usan téc nicas de b iología m olecular c onvencionales p ara prep arar e l 
vector de expresión recom binante, transf ectar las cél ulas hosp edadoras, selecci onar t ransformantes, cultivar l as 
células hospedadoras y recuperar el anticuerpo del medio de c ultivo. Pueden expresarse anticuerpos o partes d e 
unión a antíg eno de los m ismos e n u n animal (p or ej emplo, un r atón) q ue es transg énico p ara ge nes de 20 
inmunoglobulina humana (véase por e jemplo, Taylor, L. D. et al. (1992) Nucl. Acids Re s. 20: 6287-6 295). También 
pueden modificarse células vegetales para crear plantas transgénicas que expresan el anticuerpo o parte de unión a 
antígeno del mismo, de la invención. 
 
En la vista de lo anterior, otro aspecto de la invención se refiere a composiciones de ácido nucleico, vector y células 25 
hospedadoras que pu eden usarse para e xpresión recombinante de l os anticu erpos y partes de a nticuerpo d e l a 
invención. Preferiblemente, la invención presenta ácidos nucleicos aislados que codifican CDR de J695, o la región 
variable de cadena pesada y/o ligera completa de J695. En consecuencia, en una realización, la invención presenta 
un ácido nucleico aislado que codifica el anticuerpo humano, o parte de unión a antígeno del mismo, de la invención, 
en el que el anticuerpo, o parte de unión a antígeno del mismo, comprende la CDR3 de cadena pesada de J695 que 30 
comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 25. 
 
Preferiblemente, el a nticuerpo cod ificado o  parte d e unión a  an tígeno de l mi smo, comprende ad icionalmente un a 
CDR2 de  ca dena pes ada d e J6 95 que c omprende la  secuencia d e amin oácidos de SE C ID Nº: 27. Más  
preferiblemente, el anticu erpo codificado o  parte de uni ón a antígeno del m ismo, co mprende adicionalmente un a 35 
CDR1 de  cad ena pesada d e J69 5 q ue c omprende la s ecuencia de  a minoácidos d e SEC ID Nº: 29. Aú n má s 
preferiblemente, el ácid o n ucleico ais lado codific a una  regió n varia ble de ca dena pesad a de a nticuerpo qu e 
comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 31 (la región VH completa de J695). 
 
En otras realizaciones, la invención presenta un ácido nucleico aislado que codifica el anticuerpo humano, o parte de 40 
unión a antígeno d el mismo,  de la i nvención, en e l qu e el antic uerpo o parte d e u nión a a ntígeno del m ismo, 
comprende l a CDR3 d e c adena li gera de J695 q ue com prende la  sec uencia de am inoácidos d e S EC ID Nº: 26 . 
Preferiblemente, el anticuerpo codificado o parte de unión a antígeno del mismo, comprende además una CDR2 de 
cadena l igera de J6 95 q ue c omprende la s ecuencia de a minoácidos de  SEC ID Nº: 28. Más preferi blemente, e l 
anticuerpo codificado, o parte  de un ión a antígeno del mismo, comprende además una CDR1 d e cadena l igera de 45 
J695 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 30. A ún más preferiblemente, el ácido nucleico 
aislado codifica una región variable de cadena ligera de anticuerpo que comprende la secuencia de aminoácidos de 
SEC ID Nº: 32 (la región VL completa de J695). 
 
La invención también proporciona un vector de expresión recombinante que codifica: 50 
 

a) una cadena pesada de anticuerpo que tiene una región variable que comprende la secuencia de aminoácidos 
de SEC ID Nº: 31; y 
b) una cad ena ligera d e anticuerpo que tie ne una reg ión variable que comprende la se cuencia de am inoácidos 
de SEC ID Nº: 32. 55 

 
La invención también proporciona células hospedadoras en las que se han introducido uno o más de los vectores de 
expresión recombinantes de la invención. Preferiblemente, la c élula hospedadora es  una c élula hos pedadora d e 
mamífero, má s prefer iblemente l a c élula hospedadora es u na cél ula CHO, u na cé lula NS 0 o una cé lula COS. 
Además la inv ención prop orciona un método par a si ntetizar un  antic uerpo humano r ecombinante de  la i nvención 60 
cultivando un a cé lula ho spedadora d e la  in vención en  un med io de  cu ltivo a decuado ha sta que se  sin tetiza un 
anticuerpo humano recombinante de la invención. El método puede comprender adicionalmente aislar el anticuerpo 
humano recombinante del medio de cultivo. 
 

65 
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VI. Composiciones farmacéuticas y administración farmacéutica 
 
Los a nticuerpos y p artes de  anticu erpos de la i nvención pue den incorporarse en c omposiciones farmacé uticas 
adecuadas para administración a un su jeto. Típicamente, la composición farmacéutica comprende un anticuerpo o 
parte de anticuerpo de la invención y un vehículo farmacéuticamente aceptable. Como se usa en este  documento, 5 
“vehículo farm acéuticamente ace ptable” i ncluye t odos y ca da u no de los disolventes, medi os de dis persión, 
recubrimientos, agentes antibacterianos y antifúngicos, agentes isotónicos y retardantes de la absorción, y similares 
que son fisiológicamente compatibles. Los ejemplos de vehículos farmacéuticamente aceptables incluyen uno o más 
de agua, so lución s alina, s olución s alina t amponada c on fosf ato, de xtrosa, g licerol, e tanol y simi lares, así com o 
combinaciones de los mismo s. En muchos casos, será pr eferible incluir agentes isotónicos, por ejem plo, azúcares, 10 
polialcoholes t ales c omo ma nitol, sor bitol o clor uro só dico en la c omposición. L os vehículos farm acéuticamente 
aceptables pueden comprender adicionalmente cantidades menores d e sustancias adyuvantes tales como ag entes 
humectantes o em ulsionantes, cons ervantes o  tamp ones, que p otencian el  p eriodo de  val idez o  eficac ia del 
anticuerpo o parte de anticuerpo. 
 15 
Los antic uerpos y partes de  anticuer po de  la invenc ión pueden incor porarse e n una  composici ón farmacéutica 
adecuada para administración parenteral. Preferiblemente, el anticuerpo o partes de anticuerpo se prepararán como 
una solución inyectable que contiene anticuerpo 0,1-250 mg/ml. La solución inyectable puede componerse de una 
forma de dosificación líq uida liofi lizada en un frasco  de s ílex o ám bar, ampolla o j eringa precargada. El tamp ón 
puede ser L-histidina (1-50 mM), óptimamente 5-10 mM, pH  5,0 a 7,0 (óptimament e pH 6,0). Otr os tampones  20 
adecuados inc luyen per o sin  limitaci ón, su ccinato só dico, ci trato sódic o, fosfato sódico  o fosfato potá sico. Pue de 
usarse cloruro sódico para modificar la toxicidad de la solución a una concentración de 0-300 mM (óptimamente 150 
mM par a una forma de d osificación líquida). Pu eden i ncluirse cr ioprotectores para un a form a de d osificación 
liofilizada, pr incipalmente sa carosa 0-10% (óptimam ente 0,5-1,0%). Otros criopr otectores a decuados inc luyen 
trehalosa y lactosa. Pueden incluirse agentes para aumentar el volumen para una forma de d osificación l iofilizada, 25 
principalmente manitol 1-10% (óptimamente 2-4%). Pueden utilizarse estabilizadores en formas de dosificación tanto 
líquidas c omo liofi lizadas, principalmente L-metionina 1-50 mM ( óptimamente 5-1 0 mM). Otros agentes  p ara 
aumentar e l volumen adecuados i ncluyen gl icina, arg inina, pu eden incl uirse co mo po lisorbato 80  0-0,0 5% 
(óptimamente 0,005-0,01%). Los tensioactivos adicionales incluyen pero sin limitación polisorbato 20 y tensioactivos 
BRIJ. 30 
 
En una re alización preferi da, la comp osición farma céutica i ncluye al antic uerpo a un a d osificación d e 
aproximadamente 0,01 mg/k g-10 mg/kg.  Las dos ificaciones más preferidas d el a nticuerpo incl uyen 1 mg/kg  
administrado cada dos semanas, o 0,3 mg/kg administrado semanalmente. 
 35 
Las composiciones de la presente invención pueden estar en una diversidad de formas. Estas incluyen, por ejemplo, 
formas de dos ificación líqu idas, semisóli das y sóli das, tale s como sol uciones líqui das (por ejemp lo, solucio nes 
inyectables e infundibles), dispersiones o suspensiones, comprimidos, píldoras, polvos, liposomas y supositorios. La 
forma prefer ida de pende de l mod o pr etendido d e adm inistración y a plicación terapéutica. L as co mposiciones 
preferidas típicas están en f orma de soluciones inyectables o infundibles, tales com o composiciones similares a las 40 
usadas para inmunización pasiva de seres humanos con otros anticuerpos. El modo preferido de administración es 
parenteral (p or ejempl o, intra venosa, subcutánea, intra peritoneal, intram uscular). En una rea lización preferida, e l 
anticuerpo s e admin istra p or infusi ón o in yección intravenosa. En ot ra real ización pref erida, el anticuerpo s e 
administra por inyección intramuscular o subcutánea. 
 45 
Las comp osiciones tera péuticas típicament e deb en ser estériles y esta bles e n las co ndiciones de f abricación y 
almacenamiento. Las com posiciones pueden formularse como una solución, microemulsión, dispersión, liposoma u 
otra estructura ordenada adecuada para alta concentración de fárm aco. Pueden prepararse soluciones inyectables 
estériles incorporando el compuesto activo (es decir anticuerpo o parte de anticuerpo) en la cantidad requerida en un 
disolvente a propiado co n un o o una com binación de i ngredientes e numerados anteri ormente, segú n se requi era, 50 
seguido de esterilización filtrada. Generalmente, se prep aran dispersiones incorporando el compu esto activo en un 
vehículo estéril  que conti ene un medio de dispersión básico y los otros in gredientes requeridos de l os enumerados 
anteriormente. En el caso de polvos estériles liofilizados, para la preparación de soluciones inyectables estériles, los 
métodos pr eferidos de  pr eparación s on s ecado al v acío y s ecado p or p ulverización q ue pro duce u n polvo del 
principio activo más cua lquier ingrediente deseado adicional de una solución previamente esteri lizada por filtración 55 
del mism o. La fluid ez apr opiada d e un a soluci ón p uede mantenerse, por ej emplo, media nte e l uso d e u n 
recubrimiento tal como leciti na, mediante el mantenimiento de l tama ño de partículas requ erido e n el c aso de 
dispersión y mediante el u so de tensi oactivos. Puede  proporci onarse absorci ón p rolongada d e compos iciones 
inyectables incluyendo en la composición un agente que retarda la absorción, por ejemplo, sales de monoestearato y 
gelatina. 60 
 
Los a nticuerpos y p artes de  anticu erpo de la pr esente inve nción pu eden adm inistrarse p or un a diversidad d e 
métodos co nocidos en  l a t écnica, a unque p ara much as a plicaciones terap éuticas, la vía/mo do prefer ido d e 
administración es in yección subcutánea, inyección intravenosa o infus ión. Como se apreciará por el  experto e n la  
materia, la  vía y/o modo de admi nistración variará dependiendo de los resu ltados d eseados. En ci ertas 65 
realizaciones, el compuesto activo puede prepararse con un vehículo que protegerá el compuesto contra liberación 
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rápida, tal c omo una formulación de liberación controlada, incluyendo implantes, parches transdérmicos y sistemas 
de suministro microencapsulados. Pueden usarse polímeros biodegradables, biocompatibles, tales como etilenvinil 
acetato, p olianhídridos, áci do po liglicólico, c olágeno, p oliortoésteres y ácido poliláctico. Muchos métod os p ara la 
preparación de tales formulaciones están patentados o se conocen en general por los expertos en la materia. Véase, 
por e jemplo, S ustained and Controlled R elease Drug D elivery S ystems, J. R. Robins on, ed., Marcel Dekker, Inc., 5 
Nueva York, 1978.  
 
En ciertas re alizaciones, un anticuerpo o parte de antic uerpo de la i nvención puede administrarse por vía oral, por  
ejemplo, con un diluyente inerte o un v ehículo comestible asimilable. El c ompuesto (y otros principios, si se des ea) 
también pueden estar incluidos en una cápsula de gelatina de cubierta dura o blanda, comprimirse en comprimidos, 10 
o inc orporarse directam ente en l a d ieta del sujeto. P ara administración terap éutica or al, los  comp uestos pu eden 
incorporarse con e xcipientes y usarse e n forma de comprimid os qu e pue den ing erirse, compri midos b ucales, 
trociscos, cáp sulas, e lixires, suspe nsiones, jarab es, o bleas y s imilares. Para a dministrar un  com puesto de  la 
invención p or una adm inistración d istinta de l a parenteral, p uede s er nec esario re cubrir el c ompuesto con, o 
coadministrar el compuesto con, un material para evitar su inactivación. 15 
 
También pueden incorporarse compuestos activos complementarios a l as compos iciones. En ciertas  realizaciones 
un anticuerpo o parte de anticuerpo de la invención se  formula conjuntamente con y/o se co administra con uno o 
más a gentes t erapéuticos a dicionales que son útiles p ara tratar trast ornos en los  q ue l a activ idad de IL- 12 es 
perjudicial. Po r ejemp lo, un  anticuer po anti hIL-1 2 o parte d e antic uerpo de l a i nvención puede formul arse 20 
conjuntamente y/o coadministrarse con uno o más anticuerpos adicionales que se unen a otras dianas (por ejemplo, 
anticuerpos que se unen a otras citocinas o que se unen a moléculas de superficie celular). Además, puede usarse 
uno o más anticuerpos de la invención en combinación con dos o más de los agentes terapéuticos anteriores. Tales 
terapias de c ombinación pu eden utilizar pr ovechosamente dosificaciones men ores d e los agentes terapé uticos 
administrados, evita ndo d e este m odo posibles to xicidades o com plicaciones as ociadas c on l as d iversas 25 
monoterapias. Se apreciará por el experto en la materia que cuando se usan los anticuerpos de la invención como 
parte de u na terap ia de com binación, pue de ser dese able una d osificación d e anticu erpo me nor q ue cua ndo se 
administra el a nticuerpo solo a un suj eto (por ejemplo, puede conseguirse un efecto t erapéutico sinérgico a través  
del uso de terapia de combinación que, a su vez, permite el uso de una dosis menor del anticuerpo para conseguir el 
efecto terapéutico deseado). 30 
 
La inter leucina 12 desem peña un pa pel crítico en l a pato logía asoc iada con una diversidad de e nfermedades que 
implican elementos inmunes e inflamatorios. Estas enf ermedades inc luyen, pero sin limitación, artritis reumatoide, 
osteoartritis, ar tritis crónica juvenil, artritis de L yme, artriti s psoriás ica, a rtritis reactiva,  espo ndiloartropatía, lup us 
eritematoso si stémico, enfer medad de Crohn, co litis ul cerosa, e nfermedad infl amatoria d el i ntestino, di abetes 35 
mellitus insulinodependiente, tiroiditis, as ma, enferme dades alérgicas, psoriasis, esclerodermia de derm atitis, 
dermatitis atópica, enfermedad de injerto contra hospedador, rechazo de trasplante de órganos, enfermedad inmune 
aguda o cr ónica asociada con tras plante de  ór ganos, sa rcoidosis, ateroscl erosis, coagulación intravasc ular 
diseminada, e nfermedad d e Ka wasaki, en fermedad de Grave, síndro me nefrótico, síndrome d e fatiga cró nica, 
granulomatosis de W egener, púrpura de Henoch-Schonlein, vasculitis microscópica de los riñones, hepatitis activa 40 
crónica, uveítis, choque sé ptico, síndrom e de cho que tóxico, síndr ome de se psis, caque xia, enferme dades 
infecciosas, enfermedades parasitarias, síndrome de inmunodeficiencia adquirida, miel itis transversa aguda, corea 
de Hu ntington, enfermed ad de Parki nson, enfermed ad de Alzh eimer, apop lejía, cir rosis bil iar pri maria, an emia 
hemolítica, tumores mali gnos, insufic iencia card iaca, i nfarto de m iocardio, e nfermedad d e Ad dison, defici encia 
poliglandular de tipo I esporádica y deficiencia poliglandular de tipo II, síndrome de Schmidt, síndrome de dificultad 45 
respiratoria del adulto (aguda), alopecia, alopecia areata, artropatía seronegativa, artropatía, enfermedad de Reiter,  
artropatía psoriásica, artropatía colítica ulcerosa, sinovitis enteropática, artropatía asociada con clamidia, yersinia y 
salmonella, es pondiloartropatía, enfermed ad aterom atosa/arterioesclerosis, alergi a ató pica, enferme dad amp ollosa 
autoinmune, pénfigo vulgar, pénfigo fol iáceo, penfigoide, enfermedad de IgA linea l, anemia hemolítica autoinmune, 
anemia h emolítica positiv a para C oombs, anemi a p erniciosa adquirida, anem ia p erniciosa j uvenil, encefa litis 50 
miálgica/Enfermedad d e R oyal F ree, c andidiasis m ucocutánea cró nica, arteritis de cél ulas gi gantes, he patitis 
esclerosante primaria, hepatitis autoinmune criptogénica, Síndrome de Enfermedad de Inmunodeficiencia Adquirida, 
Enfermedades Relac ionadas con Inmun odeficiencia Ad quirida, H epatitis C, inmu nodeficiencia v ariada com ún 
(hipogammaglobulinemia co mún), cardiom iopatía di latada, infe rtilidad fe menina, insufi ciencia ovár ica, insuficie ncia 
ovárica prematura, enfermedad pulmonar fibrótica, alveolitis fibrótica cr iptogénica, enfermedad pulmonar intersticial 55 
postinflamatoria, neum onitis intersticia l, e nfermedad p ulmonar i ntersticial as ociada con e nfermedad de tej ido 
conectivo, enf ermedad p ulmonar asociada con enf ermedad de tej ido conectiv o mi xto, enf ermedad p ulmonar 
intersticial asociada co n esc lerosis sistémica, enferm edad pulm onar i ntersticial asociada con  artritis r eumatoide, 
enfermedad pulm onar asociada con lupus erit ematoso sistémico,  enferme dad pulmo nar asociada co n 
dermatomiositis/polimiositis, enferme dad p ulmonar as ociada co n enfer medad de Sj ögren, enferm edad p ulmonar 60 
asociada con espondilitis anquilosante, enfermedad pulmonar difusa vasculítica, enfermedad pulmonar asociada con 
hemosiderosis, enfermed ad pulmo nar int ersticial i nducida por fárma cos, fibrosis de rad iación, bronq uiolitis 
obliterante, n eumonía e osinófila cró nica, enfermedad p ulmonar de i nfiltración linfoc ítica, enferme dad p ulmonar 
intersticial p ostinfecciosa, artr itis got osa, he patitis a utoinmune, artritis autoinmune d e ti po I (he patitis autoinmune 
clásica o l upoide), he patitis autoinmune d e tipo 2 (h epatitis de a nticuerpo anti LKM), hip oglucemia medi ada por 65 
autoinmunidad, resistencia a insul ina de ti po B con acantosis ni gricans, hipo paratiroidismo, enf ermedad inm une 
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aguda as ociada con trasp lante de órg anos, enfermeda d inmune crón ica asoci ada co n traspla ntes de órg anos, 
osteoartrosis, colangitis esclerosante primaria, leucopenia idiopática, neutropenia autoinmune, NOS de enfermedad 
renal, gl omerulonefritis, vasc ulitis micr oscópica de los ri ñones, e nfermedad de lyme, l upus eritematoso disc oide, 
infertilidad masculina idiopática o NOS, autoinmunidad de espermatozoides, esclerosis múltiple (todos los subtipos), 
diabetes mellitus insulinodependiente, oftalmia simpática, hipertensión pulmonar secundaria de enfermedad de tejido 5 
conectivo, síndrome d e Go odpasture, ma nifestación p ulmonar d e p oliarteritis no dosa, fibra reum ática a guda, 
espondilitis r eumatoide, e nfermedad de Still, escl erosis sistém ica, enferme dad de T akayasu/arteritis, 
trombocitopenia a utoinmune, tromboc itopenia i diopática, enferm edad tiro idea a utoinmune, hipertiroidismo, 
hipotiroidismo autoinmune g ofioso (e nfermedad de H ashimoto), hip ertiroidismo auto inmune atrófic o, mixo edema 
primario, uveíti s facogén ica, vasculitis primaria y v itíligo. Los antic uerpos human os, y partes de a nticuerpo de l a 10 
invención p ueden usarse para tratar e nfermedades autoinmunes, en  particul ar l as asoci adas c on infl amación, 
incluyendo espondilitis reumatoide, alergia, diabetes autoinmune, uveítis autoinmune.  
 
Preferiblemente, los antic uerpos de l a invención o partes  de uni ón a antígeno de los mismos, se us an para tratar  
artritis reumat oide, enferme dad d e Cro hn, escleros is múlt iple, dia betes mellitus i nsulinodependiente y ps oriasis, 15 
como se describe en más detalle en la sección VII. 
 
Un anticuerpo humano, o parte de anticuerpo, de la invención también puede administrarse con uno o más agentes 
terapéuticos adicionales útiles en el tratamiento de enfermedades autoinmunes e inflamatorias. 
 20 
Los anticuerpos de la invención, o partes de unión a antígeno de los mismos pueden usarse solos o en combinación 
para tratar tales enfermedades. Debería entenderse que los anticuerpos de la invención o parte de unión a antígeno 
de los mismos pueden usarse solos o en combinación con un agente adicional, por ejemplo, un agente terapéutico, 
seleccionándose dicho agente adicional por el experto en la materia para su fin pretendido. Por ejemplo, el agente 
adicional puede ser un agente terapéutico que se ha reconocido en la técnica que es útil para tratar la enfermedad o 25 
afección que s e trata por el a nticuerpo de l a presente i nvención. El agent e adicional también puede ser un ag ente 
que transmita un atributo beneficioso a la composición terapéutica, por ejemplo, un agente que efectúe la viscosidad 
de la composición. 
 
Debería entenderse adicionalmente que las combinaciones que deben incluirse dentro de la presente invención son 30 
las combinaciones útiles para su fin pretendido. Los agentes expuestos posteriormente son ilustrativos para fines y 
no se prete nde que se an li mitantes. Las combinaciones que son p arte de la pres ente inve nción pue den ser lo s 
anticuerpos de la prese nte i nvención y a l menos u n ag ente adic ional s eleccionado d e las listas posteriores. L a 
combinación también puede inclu ir más d e un a gente adicional, por ej emplo, dos o tres agentes adicionales si l a 
combinación es tal que la composición formada puede realizar su función pretendida. 35 
 
Son combinaciones preferidas fármaco o fármacos antiinflamatorios no esteroideos también denominados AINE que 
incluyen fármacos como ib uprofeno. Otras combi naciones preferidas son corticosteroides incluyendo prednisolona; 
los efectos secundarios bien conocidos del uso de esteroides pueden reducirse o incluso eliminarse disminuyendo la 
dosis de est eroides req uerida cua ndo se t ratan p acientes en com binación c on l os a nticuerpos a nti-IL-12 d e la  40 
presente invención. Los ejemplos no limitantes de agentes terapéuticos para artritis reumatoide con los que puede 
combinarse un anticu erpo, o  parte de anticuerpo, de la invención incluy en los sigui entes: fármaco  o  fármacos 
antiinflamatorios supres ores de citoc inas ( AISC); anticue rpos p ara o a ntagonistas de otras citoci nas huma nas o 
factores de crecimiento, por ejemplo, TNF, LT, IL-1, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, 1-15, IL-16,  IL-18, EMAP-II, GM-CSF, FGF, 
y PDGF . Los anticuerpos de la inv ención, o partes d e u nión a a ntígeno de l os mism os, pue den c ombinarse co n 45 
anticuerpos p ara mo léculas de s uperficie c elular ta les co mo CD 2, C D3, CD4, CD8, CD25, CD 28, CD30, CD 40, 
CD45, CD69, CD80 (B7.1), CD86 (B7.2), CD90, o sus ligandos incluyendo CD154 (gp39 o CD40L). 
 
Las com binaciones preferidas de agentes terap éuticos pueden int erferir en puntos difere ntes en la c ascada 
autoinmune e inflamatoria posterior; los ejemplos preferidos incluyen antagonistas de TNF como anticuerpos de TNF 50 
quiméricos, h umanizados o  humanos, D 2E7, (número de serie d e solic itud de  Estados Unidos 0 8/599.226 
presentada el 9 de febrero de 1996), cA2 (Remicade™), CDP571, fragmentos de anticuerpo anti-TNF (por ejemplo, 
CDP870) y r eceptores de TNF p55 o p 75 so lubles, derivados de los mism os, (p75T NFR1gG (Enbre l™) o 
pSSTNFRIgG (Lenercept), receptor de IL- 13 soluble (slL-13) y también inhibidores de enzima conversora de T NF 
(TACE); de forma simi lar los inhibidores de IL-1 (por e jemplo, inhibidores de enz ima conversora de i nterleucina 1, 55 
tales como Vx740, o lL-1 RA etc.) pueden ser eficaces por la misma razón. Otras combinaciones preferidas incluyen 
interleucina 11 , anti-P7  y ligando de g licoproteínas p-se lectina (PSGL).  Otra combinación preferida más son otros 
interactores clave de la respuesta autoinmune que pueden actuar en paralelo a, dependiendo de o en concierto con 
la función de I L-12; se prefi eren especialmente antagonistas de IL-18 in cluyendo anticuerpos de IL-1 8 o receptor es 
de IL-18 solubles, o proteínas de unión a IL-18. Se ha mostrado que IL-12 e IL-18 tienen funciones solapantes pero 60 
distintas y una combinación de antagonistas para ambos puede ser muy eficaz. Otra combinación preferida más son 
inhibidores a nti-CD4 n o emp obrecedores. Otras combina ciones preferi das más inclu yen anta gonistas de la ruta  
coestimuladora CD80 (B7.1) o CD86 (B7.2) incluyendo anticuerpos, receptores solubles o ligandos antagonistas. 
 
Los anticuerpos de la invención, o partes de unión de los mismos, tamb ién pueden combinarse con agentes, tales 65 
como metotr exato, 6-MP,  azatio prina sulfasa lazina, mesalazina, olsa lazina cloroquinina/hidroxicloroquina, 
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pencilamina, aurotiomalato (i ntramuscular y oral), az atioprina, co lchicina, corticostero ides (ora les, i nhalados y por 
inyección l ocal), agon istas de bet a-2 a drenorreceptor (salb utamol, te rbutalina, sa lmeteral), xanti nas (teofilina, 
aminofilina), cr omoglicato, nedocromilo, q uetotifen, ipratropio y o xitropio, ciclosporina, FK506, ra pamicina, mofeti l 
micofenolato, leflunomida, AINE, por ejemplo, ibuprofeno, corticostero ides ta les como prednisolona, inhibidores de 
fosfodiesterasa, agon istas de a denosina, agentes antitrombóticos, inhi bidores de com plemento, age ntes 5 
adrenérgicos, agentes que interfieren con las señalización por citocinas proinflamatorias tales como TNF o IL-1 (por 
ejemplo, in hibidores d e MAP quin asa, IRAK, NIK, IKK o p38), in hibidores de enz imas conversor as de IL-1  (por 
ejemplo, Vx740), anti-P7s, lig ando de glicoproteína p-selectina (PSGL), in hibidores de e nzima conversora de T NF 
(TACE), inhibi dores d e se ñalización de  linfocitos T  tales como  inhib idores de qu inasa, inhi bidores de  
metaloproteinasa, sulfasalazina, azatioprina, 6-mercaptopurinas, inhibidores de enzima conversora de angiotensina, 10 
receptores de citocinas solubles y derivados de los mismos (por ejemplo receptores de TNF p55 o p75 solubles y los 
derivados p75TNFRIgG (Enbrel™) y p55TNFRIgG (Lenercept), slL-1 Rl, slL-1RII, slL-6R, receptor de IL-13 s oluble 
(slL-13)) y citocinas antii nflamatorias (por ejemplo IL-4, IL-10, IL-1 1, IL-13 y TGF). Las combinaciones preferidas 
incluyen metotrexato o leflunomida y en casos de artritis reumatoide moderada o grave, ciclosporina. 
 15 
Los ejemplos no lim itantes de agentes terapéuticos para enfermedad inf lamatoria del i ntestino con los que p uede 
combinarse u n antic uerpo, o  parte  de  a nticuerpo, de  l a invención i ncluyen los s iguientes: bu denosida; factor de 
crecimiento epidérmico; corticosteroides; ciclosporina, sulfasalazina; aminosalicilatos; 6-mercaptopurina; azatioprina; 
metronidazol; inhibidores d e lip oxigenasa; mesal amina; ol salazina; b alsalazida; an tioxidantes; inhibidores de 
tromboxano; antagonistas del receptor de IL-1; anticuerpos monoclonales anti-IL-1; anticuerpos monoclonales anti-20 
IL-6; factores de crecimi ento; inhib idores de elasta sa; compuestos de pir imidil-imidazol; anticu erpos par a o  
antagonistas de otras citocinas humanas o factores de crecimiento, por ejemplo, TNF, LT, IL-1, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, 
IL-15, IL-16, IL-18, EMAP-II, GM-CSF, FGF y PDGF. Los anticuerpos de la invención, o partes de unión a antígeno 
de l os mismos , pued en c ombinarse co n a nticuerpos para mol éculas d e sup erficie ce lular tales c omo CD 2, CD3 , 
CD4, CD8, CD25, CD28, CD30, CD40, CD45, CD69, CD90 o sus ligandos. Los anticuerpos de la invención, o partes 25 
de unión a antígeno de los mismos, también pueden combinarse con agentes, tales como metotrexato, ciclosporina, 
FK506, rapam icina, mofetil m icofenolato, leflun omida, AINE , por ejemp lo, ibuprofe no, c orticosteroides tales como  
prednisolona, inhi bidores d e fosfodiestera sa, agon istas de ade nosina, agentes a ntitrombóticos, i nhibidores de  
complemento, agentes adrenérgicos, agentes que interfieren con la señalización por citocinas proinflamatorias tales 
como T NF o IL-1 (p or ej emplo inhibidores de  MAP q uinasa, IRAK,  NIK, IKK o p38), i nhibidores de  enz ima 30 
conversora d e IL-1  (por e jemplo, V x740), anti-P7 s, li gando de gl icoproteína p-s electina (PSGL), in hibidores de  
enzima conv ersora de T NF, inhibi dores de señ alización d e linf ocitos T  tales co mo inh ibidores de qu inasa, 
inhibidores de metaloproteinasa, sulfasalazina, azatioprina, 6-mercaptopurinas, inhibidores de enzima conversora de 
angiotensina, receptores de citocina solubles y derivados de los mismos (por ejemplo receptores de TNF p55 o p75 
solubles, sIL-IRI, slL-1 R ll, slL-6R, receptor de IL-13 soluble (slL-13)) y citocinas antiinflamatorias (por ejemplo IL-4, 35 
IL-10, IL-11, IL-13 y TGFp).  
 
Los ejemplos preferidos de agentes terapéuticos para enfermedad de Crohn en los que un anticuerpo o una parte de 
unión a antígeno puede combinarse incluyen los siguientes: antagonistas de TNF, por ejemplo anticuerpos anti-TNF; 
D2E7, (n úmero de s erie de solicitu d d e E stados U nidos 08/59 9.226, p resentada el 9 de febr ero de 199 6), cA2  40 
(Remicade™), CDP5 71, fra gmentos de ant icuerpo anti-T NF (por ejem plo, CDP870), construcci ones de T NFR-Ig 
(p75TNFR1gG (Enbrel™) y p55TNFRIgG (Lenercept), anti-P7, ligando de glicoproteína p-selectina (PSGL), receptor 
de IL-13 soluble (slL-13) e inhibidores de PDE4. Pueden combinarse anticuerpos de la invención o partes de unión a 
antígeno de los mismos, co n corticoster oides, por  ej emplo, bu denosida y d exametasona. Los antic uerpos de la 
invención o p artes de un ión a antíge no de los mismo s, también pu eden combi narse con ag entes tales como  45 
sulfasalazina, ácid o 5-aminosalicílico y ols alazina, y a gentes qu e interf ieren con sínt esis o acc ión de citoc inas 
proinflamatorias tales como IL-1, por ejemplo, inhibidores de enzima conversora de IL-1 (por ejemplo, Vx740) e IL-1 
ra. También pueden usarse anticuerpos de la invención o parte de unión a antígeno de los mismos con inhibidores 
de señalización de linfocitos T, por ejemplo, inhibidores de tirosina quinasa 6-mercaptopurinas. Los anticuerpos de la 
invención o partes de unión a antígeno de los mismos, pueden combinarse con IL-11. 50 
 
Los ej emplos no lim itantes de agentes ter apéuticos p ara escleros is múltiple c on l os que puede co mbinarse u n 
anticuerpo, o  parte  d e a nticuerpo, d e l a i nvención i ncluyen los s iguientes: cort icosteroides; prednisolona; 
metilprednisolona; azatioprina; ciclofosfamida; ciclosporina; metotrexato; 4-aminopiridina; tizanidina; interferón 1 a 
(Avonex; Biogen); interferón 1b (Betaseron; Chiron/Berlex); Copolímero 1 (Cop-1; Copaxona; Teva Pharmaceutical 55 
Industries, Inc. ); oxíg eno hiperbárico; inm unoglobulina intravenosa; cla bribina; antic uerpos p ara o antagonistas de 
otras citocinas humanas o fac tores de crec imiento, por ejemplo, TNF, LT, IL-1, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, IL-15, IL-16, IL-
18, EMAP-II, GM-CSF, FGF y PDGF. Los anticuerpos de la in vención, o partes de unió n a antígeno de los mismos, 
pueden combinarse con anticuerpos para moléculas de superficie celular tales como CD2, CD3, CD4, CD8, CD25, 
CD28, C D30, CD40, C D45, CD69, C D90 o sus lig andos. Los  anticu erpos de la i nvención, o parte s de un ión a 60 
antígeno d e l os mismos, tambié n pu eden c ombinarse c on age ntes, tales  como metotre xato, ciclos porina, F K506, 
rapamicina, mofetil micofe nolato, lefl unomida, AINE, por  ej emplo, ibupr ofeno, corticostero ides tales como  
prednisolona, inhi bidores d e fosfodiestera sa, agon istas de ade nosina, agentes a ntitrombóticos, i nhibidores de  
complemento, age ntes adre nérgicos, agentes q ue interfieren c on s eñalización p or cito cinas proinflamatorias t ales 
como T NF o IL-1 (p or ej emplo inhibidores de  MAP q uinasa, IRAK,  NIK, IKK o p38), i nhibidores de  enz ima 65 
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conversora d e IL-1  (por e jemplo, V x740), anti-P7 s, li gando de gl icoproteína p-s electina (PSGL), in hibidores de  
TACE, inhibidores de señalización de linfocitos T tales como inhibidores de quinasa inhibidores de metaloproteinasa, 
sulfasalazina, azatio prina, 6-mercapto purinas, inhi bidores de enzim a c onversora de angiotensina, receptor es d e 
citocina solubles y derivados de los mismos (por e jemplo receptores de TNF p55 o p 75 solubles, sIL-IRI, slL-1 Rl l, 
slL-6R, receptor de IL-13 soluble (slL-13)) y citocinas antiinflamatorias (por ejemplo IL-4, IL-10, IL-11, IL-13 y TGFp).  5 
 
Los ejemplos preferidos de agentes terapéuticos para esclerosis múltiple en los que el anticuerpo o parte de unión a 
antígeno del mismo p ueden com binarse incl uyen i nterferón , por ejem plo, IF N1a e IFN1b; Co paxona, 
corticosteroides, inhibidores de IL-1, inhibidores de TNF y anticuerpos para ligando de CD40 y CD80. 
 10 
Las com posiciones farm acéuticas d e l a i nvención pu eden i ncluir u na “cantid ad ter apéuticamente eficaz” o  un a 
“cantidad pr ofilácticamente eficaz” de u n anticuer po o  parte de a nticuerpo de la  invenc ión. U na “canti dad 
terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad eficaz, a dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios, 
para co nseguir el result ado t erapéutico deseado. Una c antidad ter apéuticamente eficaz del a nticuerpo o parte de 
anticuerpo puede vari ar d e a cuerdo con fa ctores tales c omo la p atología, eda d, se xo y p eso d el i ndividuo, y l a 15 
capacidad del anticuerpo o parte de anticuerpo para inducir una respuesta deseada en el  individuo. Una cantidad 
terapéuticamente eficaz  tam bién es una e n la que cu alquier efecto tó xico o p erjudicial de l a nticuerpo o p arte d e 
anticuerpo se compensa por  los efectos terapé uticamente beneficiosos. Una “cantidad profilácticamente eficaz” se  
refiere a una cantidad eficaz, a dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios, para conseguir el resultado 
profiláctico deseado. T ípicamente, p uesto que se  usa  dos is profi láctica en su jetos antes de  o en una etap a más  20 
temprana de enfermedad, la cantidad profilácticamente eficaz será menor que la cantidad terapéuticamente eficaz. 
 
Los regímenes de d osificación pueden ajustarse para proporcionar la respuesta deseada óptima (por ejemplo, una 
respuesta terapéutica o profiláctica). Por ejemplo, puede administrarse una embolada sencilla, pueden administrarse 
varias dosis d ivididas a lo largo del tiempo o la  dosis puede reducirse o aumentarse proporcionalmente según se  25 
indique por l as exi gencias de la situ ación terapé utica. Es especia lmente venta joso formular c omposiciones 
parenterales en formas un itarias de dosificación para facilidad de admi nistración y uniformidad de do sificación. La 
forma de dosificación un itaria como s e u sa en este d ocumento se refiere a u nidades físicam ente discr etas 
adecuadas co mo dosific aciones u nitarias para l os su jetos mamíferos para tratar; co nteniendo ca da un idad u na 
cantidad predeterminada de compuesto act ivo que se ha calculado que produce el efecto terapéutico deseado en 30 
asociación con  el vehículo fa rmacéutico requerido. La es pecificación de las formas unit arias de d osificación de l a 
invención se  d icta por  y d epende d irectamente de ( a) las  ca racterísticas únic as d el c ompuesto acti vo y e l efec to 
terapéutico o p rofiláctico particular para conseguir, y (b) la s limitaciones inherentes en la técnica d e la preparación 
de compuestos tal como un compuesto activo para el tratamiento de sensibilidad en individuos. 
 35 
Un intervalo no limitante ejemplar de una cantidad terapéutica o profilácticamente eficaz de un anticuerpo o parte de 
anticuerpo de  la i nvención e s 0,01-2 0 mg/ kg, más pr eferiblemente 1-10 mg/kg, a ún más prefer iblemente 0, 3-1 
mg/kg. Debe observarse que los v alores de dosificación pueden variar con el tipo y gr avedad de la afecció n para 
aliviar. De be entenderse a dicionalmente que p ara c ualquier s ujeto pr ofesional, los regímenes d e dosific ación 
específicos deberían ajustarse a lo largo del tiempo de acuerdo con la necesidad individual y el juic io profesional de 40 
la persona que administra o supervisa la administración de las com posiciones, y que los intervalos de dosificación 
expuestos en este documento son e jemplares solamente y no se pretende que lim iten el alcance o práctica de la 
composición reivindicada. 
 
VII. Usos de los anticuerpos de la invención 45 
 
Dada su capacidad para unirse a hlL-12, los anticuerpos anti-hIL-12, o partes de los mismos, de la invención pueden 
usarse para detectar hlL-12 in vitro (por ejemplo, en u na muestra bi ológica, tal com o suero o plasma), usando un 
inmunoensayo conve ncional, tal como  un e nsayo inmu noabsorbente ligado a enz ima (ELISA), un  
radioinmunoensayo (RIA) o in munohistoquímica tisular. La invención proporciona un método para detectar hIL-12 in 50 
vitro en una muestra biológica que comprende poner en contacto una muestra biológica con u n anticuerpo, o part e 
de anticuerpo, de la invención y detectar el anticuerpo (o parte de anticuerpo) unido a hIL-12 o anticuerpo (o parte de 
anticuerpo) no unido, para detectar de este modo hIL-12 en la muestra biológica. El anticuerpo se marca directa o 
indirectamente con u na s ustancia detectable para f acilitar la detección de l antic uerpo u nido o no un ido. Las 
sustancias de tectables adecuadas inc luyen div ersas enzimas, grup os prostétic os, materiales f luorescentes, 55 
materiales luminiscentes y materiales r adiactivos. Los  ej emplos de enz imas a decuadas incl uyen p eroxidasa de 
rábano rustic ano, fosfatasa alcalina, -galactosidasa o acetilcolinesterasa; los e jemplos d e comp lejos d e gru pos 
prostáticos ad ecuados incluye estre ptavidina/biotina y a vidina/biotina; los e jemplos de mat eriales fluoresc entes 
adecuados incluyen um beliferona, fl uoresceína, is otiocianato d e fl uoresceína, ro damina, d iclorotriacinilamina 
fluoresceína, cloruro de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo de un material luminiscente incluye luminol; y los ejemplos 60 
de material radiactivo adecuado incluyen 125l, 131l, 35S o 3H. 
 
Como alternativa a  marcar  el  antic uerpo, hI L-12 pu ede e nsayarse en  flu idos biológicos por  un  inm unoensayo de 
competición utilizando patrones de rhIL-12 con una sustancia detectable y un anticuerpo anti-hIL-12 no marcado. En 
este ensayo, la muestra b iológica, los patr ones de rhIL-12 marcados y el anticuerpo anti-hIL-12 se c ombinan y se 65 
determina la cantidad de pat rón de r hIL-12 marcado unido al anticuerpo no marca do. La canti dad de hIL-12 e n la 
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muestra biológica es inversamente proporcional a la cantidad de patrón de rhIL-12 marcado unido al anticuerpo anti-
hIL-12. 
 
Los antic uerpos Y61 y J6 95 de la i nvención tambié n pu eden us arse p ara detectar IL- 12 de es pecies distintas de  
seres hum anos, en particul ar IL-12 de pri mates. Por eje mplo, pu ede u sarse Y61 p ara detectar IL-1 2 en el mo no 5 
cynomolgus y el mo no r hesus. J695 puede usarse para detectar IL- 12 en e l mo no c ynomolgus, m ono rh esus y 
babuino. Sin embargo, ninguno de los anticuerpos reacciona de forma cruzada con IL-12 de ratón o de rata (véase 
Ejemplo 3, subsección F). 
 
Los anticuerpos y partes de anticuerpo de la invención son capaces de neutralizar actividad de hIL-12 in vitro (véase 10 
Ejemplo 3) e in vivo  (véase Ejemplo 4). E n consecuencia, los a nticuerpos y partes de anticuerpo de la invención 
pueden usarse para inhibir la actividad de IL-12 in vitro, por ejemplo, en un cultivo celular que contiene hIL-12. 
 
En una realización preferida, la invención proporciona un anticuerpo humano aislado, o parte de unión a antígeno del 
mismo, que neutraliza la  acti vidad de IL-12 humana, y al menos un a IL-12 de primate adici onal seleccionada del 15 
grupo que consiste en IL-12 de babuino, IL-12 de tití, IL- 12 de chimpanc é, IL-12 de cy nomolgus e IL-12 de rhesus,  
pero que no neutraliza la actividad de la IL-12 de ratón. Preferiblemente, la IL-12 es IL-12 humana. Por ejemplo, en 
un c ultivo cel ular q ue co ntiene, o  se s ospecha qu e c ontiene, hIL-1 2, u n a nticuerpo o  parte  de  a nticuerpo d e l a 
invención puede añadirse al medio de cultivo para inhibir la actividad de hIL-12 in vitro en el cultivo. 
 20 
En otra realización, el anticuerpo de la invención es úti l en un método para inhibir la actividad de IL-12 en un sujeto 
que padece un trastorno en e l que l a actividad de IL-1 2 es perjudicial. IL-12 se ha im plicado en la pat ofisiología de 
una am plia div ersidad de tra stornos (W indhagen et al ., (199 5) J. Exp. Med. 182: 1 985-1996; Morita  et al . (1 998) 
Arthritis and Rheumatism. 41: 306-314; Bucht et al ., (1996) Clin. E xp. Immunol. 103: 347-367; Fais et al . (1994) J. 
Interferon R es. 14:235- 238; Parronc hi et al ., (199 7) Am. J. Path. 150:8 23-832; Montel eone et al ., (199 7) 25 
Gastroenterology. 112: 1169-1178, y Berrebi et al., (1998) Am. J. Path 1 52:667-672; Parronchi et al  (1997) Am. J . 
Path. 150:823-832). El anticuerpo de la invención es úti l en métodos para inhibir la actividad de IL-12 en un sujeto 
que padece un trastorno tal, c omprendiendo dicho método administrar al sujeto un anticuerpo o parte de anticuerpo 
de la invención de modo que la actividad de IL-12 en el sujeto se inhiba. Preferiblemente, la IL-12 es IL-12 humana y 
el sujeto es el sujeto humano. Como alternativa, el sujeto puede ser un mamífero que exprese una IL-12 con la que 30 
reacciona de forma cruzada un anticuerpo de la invención. Además el sujeto puede ser un mamífero en el que se ha 
introducido hIL -12 (p or ej emplo, por  admi nistración de hIL- 12 o por e xpresión de un transgén de hIL-12). Puede 
administrarse un anticuerpo de la invención a un s ujeto humano para f ines terapéuticos (analizado adicionalmente 
posteriormente). Además, un anticuerpo de la invención puede administrarse a un mamífero no humano que exprese 
una IL-12 con la que el anticuerpo reacciona de forma cr uzada para fines veterinarios o como un modelo animal de 35 
enfermedad h umana. Co n r especto al  ú ltimo, tales  mod elos an imales pueden ser  úti les para ev aluar l a efic acia 
terapéutica d e anticuer pos de la inv ención (por ej emplo, ens ayo d e dosific aciones y cicl os tempor ales d e 
administración). 
 
Como se usa en este documento, la frase “un trastorno en el que la actividad de IL-12 es perjudicial” pretende incluir 40 
enfermedades y otros trastornos en los que se ha  mostrado que la presencia de IL-12 en u n sujeto que padece el 
trastorno es o se sosp echa que es res ponsable de la patofisiología del trastorno o un factor que co ntribuye a u n 
empeoramiento de l trastorn o. En cons ecuencia, u n trasto rno e n e l q ue la activ idad d e IL-12 es p erjudicial es u n 
trastorno e n e l qu e se es pera qu e la inhibición d e la actividad de IL- 12 a livie los s íntomas y/o pr ogresión del 
trastorno. Tales trastornos pueden manifestarse, por ejemplo, mediante un aumento en la concentración de IL-12 en 45 
un fluido biológico de un sujeto que padece el trastorno (por ejemplo, un aumento en la concentración de IL-12 en 
suero, plasma, fluido sinovial, etc. d el sujeto), que puede detectarse, por ejem plo, usando un anticuerpo anti-IL-12 
como se ha descrito anteriormente. Existen numerosos ejemplos de trastornos en los que la actividad de IL-12 es 
perjudicial. En  una real ización, los anticu erpos o par tes de un ión a a ntígeno de l os mismos, pue den usars e en 
terapia para tratar las enfermedades o trastornos descritos en este documento. En otra realización, los anticuerpos, 50 
o p artes de unión a  a ntígeno d e l os m ismos, pu eden usarse para l a f abricación de una med icina para tratar l as 
enfermedades o trastornos descritos e n e ste docume nto. El uso de lo s anticuer pos y part es de a nticuerpo de l a 
invención en el tratamie nto de un os po cos trastor nos específicos no limit antes se ana liza adicionalmente 
posteriormente: 
 55 
A. Artritis reumatoide: 
 
Se ha implicado la interleucina 12 en el desempeño de un papel en enfermedades inflamatorias tales como artritis 
reumatoide. Se ha detectado mensaje de 1L-12p40 inducible en sinovios de pacientes con artritis reumatoide y se ha 
mostrado que IL-12 está presente en los fl uidos sinoviales de pacientes con artritis reumatoide (véase por ejemplo, 60 
Morita et al., (1998) Arthritis and Rheumatism 41: 306-314). Se ha descubierto que están presentes células positivas 
para IL-12 en la capa de subrevestimiento del sinovio de artritis reumatoide. Los anticuerpos humanos, y partes de 
anticuerpo de la i nvención, p ueden usarse para tratar, por ejem plo, artri tis reum atoide, artritis reum atoide juv enil, 
artritis de  L yme, esp ondilitis reumat oide, osteo artritis y artritis g otosa. T ípicamente, el anticuerpo, o  parte  d e 
anticuerpo, se administra por vía sistémica, aunque para ciertos trastornos, puede ser beneficiosa la administración 65 
local del a nticuerpo o parte de antic uerpo. Un anticu erpo, o parte de a nticuerpo, de l a inve nción tambié n pue de 
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administrarse con un o o más age ntes terapéutic os adici onales útiles e n el tratamie nto de  enfermed ades 
autoinmunes. 
 
En el modelo murino de artritis inducida por colágeno (CIA) para artritis reumatoide, el tratamiento de ratones con un 
mAb anti-IL-12 (anticuerpo monoclonal de IL-12 anti-ratón de rata, C17.15) antes de artritis suprimió en gran medida 5 
la a parición y redu jo la i ncidencia y gravedad d e e nfermedad. El trat amiento co n e l mAb a nti-IL-12 tempr ano 
después de la aparición de artritis redujo la gravedad, pero el tratamiento posterior de los ratones con el mAb anti-IL-
12 después de la aparición de enfermedad tuvo un efecto mínimo en la gravedad de la enfermedad. 
 
B. Enfermedad de Crohn 10 
 
La interleucina 12 tamb ién desempeña un papel en la enfermedad inflamatoria del intestino, enfermedad de Crohn. 
Se produce expresión aumentada de IF N- e IL-12 en l a mucosa intestinal de pacientes con enf ermedad de Cr ohn 
(véase por ejemplo, Fais et al., (1994) J. Interferon Res. 14: 235-238; Parronchi et al., (1997) Amer. J.  Pathol. 150: 
823-832; Mo nteleone et al ., (199 7) Gastroe nterology 1 12: 1169- 1178; Berrebi et al ., (199 8) Amer. J. Pathol. 152:  15 
667-672). Se ha mostrado que los anticuerpos anti-IL-12 suprimen la enfermedad en modelos de ratón de colitis, por 
ejemplo, ratones knockout para IL-2 con colitis inducida por TNBS, y recientemente en ratones knockout para IL-10. 
En consec uencia, los a nticuerpos, y partes de antic uerpo, de la i nvención, pu eden usarse e n el t ratamiento de  
enfermedades inflamatorias del intestino. 
 20 
C. Esclerosis múltiple 
 
Se ha implicado la inter leucina 12 como un mediador clave de esclerosis múltiple. La expresión del mensaje de p40 
de IL-1 2 in ducible o IL-12 en sí mismo puede d emostrarse en lesiones de pacientes con escl erosis múlti ple 
(Windhagen et al ., (1995) J. Exp. Med. 182: 1985-1996, Drulovic et a l., (1997) J. Ne urol. Sci. 14 7: 145-150). Los 25 
pacientes progresivos crón icos con esclerosis múlti ple tiene n n iveles en circ ulación e levados de IL-1 2. Las 
investigaciones con l infocitos T  y  cé lulas presentadoras de a ntígenos ( APC) de pacientes con esclerosis múlti ple 
reveló una serie que se autoperpetúa de interacciones inmunes como la base de esclerosis múltiple progresiva que 
conduce a respuesta inmune de tipo Th1. La secreción aumentada de IFN- de los linfocitos T condujo a producción 
aumentada de IL-12 por APC, que p erpetuó el ciclo que conduce a un estado crónico de una activación inmune de 30 
tipo Th1 y enfermedad (Balashov et al ., (1997) Proc. Nat l. Acad Sc i. 94: 599-603). El papel de IL-12 en esclerosis 
múltiple se ha investigado usando mo delos de enc efalomielitis alérgica experimental (EAE) de rat ón y de rata de 
esclerosis múlt iple. En u n modelo de EAE d e recaída-remisión de esclerosis múltip le en ratones, el p retratamiento 
con mAb a nti-IL-12 retardó la parál isis y redujo las puntuaciones clínicas. El tratamient o con mAb a nti-IL-12 en el  
pico de parálisis o durante el periodo de remisión posterior redujo las puntuaciones clín icas. En c onsecuencia, los 35 
anticuerpos o partes d e un ión a a ntígeno de los mism os de l a inv ención pu eden servir par a al iviar síntomas 
asociados con esclerosis múltiple en seres humanos. 
 
D. Diabetes Mellitus insulinodependiente 
 40 
Se ha implicado la interleucina 12 como un mediador importante de diabetes mellitus insulinodependiente (IDDM).  
Se indujo IDDM en ratones NOD mediante administración de IL-12, y los anticuerpos anti-IL-12 fueron protectores en 
un mod elo de  transferenci a adoptiva d e IDDM. Los pac ientes co n ID DM de ap arición tempra na c on frecue ncia 
experimentan un denominado “periodo de luna de miel” durante el que se mantiene algo de función de las células de 
islotes residuales. Estas cél ulas de islotes residuales producen insulina y regulan los niveles de glucosa en s angre 45 
mejor que la insulina administrada. El tratamiento de estos pacientes de aparición temprana con un anticuerpo anti-
IL-12 puede evitar destrucción adicional de células de islotes, manteniendo de este m odo una fuente endógena de 
insulina. 
 
E. Psoriasis 50 
 
Se ha imp licado la i nterleucina 12 com o u n medi ador cl ave en ps oriasis. La psori asis implic a lesi ones cután eas 
agudas y crónicas que se asocian con un perfil de expresión de citocinas de tipo TH1 (Hamid et al. (1996) J. Allergy 
Clin. Immunol. 1: 225-231; Turka et al. (1995) Mol. Med. 1: 690-699). Se detectaron ARNm de p35 y p40 de IL-12 en 
muestras de piel humana enferma. En consecuencia, los anticuerpos o partes de unión a antígeno de los mismos de 55 
la invención pueden servir para aliviar trastornos cutáneos crónicos tales como psoriasis. 
 
La presente invención se ilustra además por los siguientes ejemplos. 
 

60 
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Tabla 1. Secuencias de aminoácidos de línea germinal de familia VH3. Numeración de acuerdo con Kabat (VH de 
Joe9 incluida para comparación) 

SEC 
ID 
Nº: 

VH de 
línea 

germin
al 

 CDR 
H1 

 CDR H2  

   

 
 

Tabla 1 Secuencias de aminoácidos de línea germinal de familia VH3 5 
Numeración de acuerdo con Kabat 

(VH de Joe9 incluida para comparación) 
SEC 
ID 
Nº: 

VH de 
línea 

germin
al 

 CDR 
H1 

 CDR H2  

  

 

 

ES 2 390 849 T3 

45



Tabla 1 Secuencias de aminoácidos de línea germinal de familia V1 
Numeración de acuerdo con Kabat. 

 (VL de Joe9 incluida para comparación) 
SEC 
ID 
Nº: 

Gen
* 

VL  CDR H1  CDR 
H2 

 CDR L3 

   

   Williams, JMB, 1996, 264, 220-232    
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Tabla 4 Actividad de Neutralización en Presencia de p40 de IL-12 Libre en Exceso 
SEC ID Nº: Clon CI50 de ensayo de PHA 

(M) p70: p40 1:0 
CI50 de ensayo de PHA 

(M) p70: p40 1:20 
CI50 de ensayo de PHA 

(M) p70: p40 1:50 
VH:47 136-15 2,00E-09 5,00E-09 4,00E-09 
VL48 
VH:51 149-5 6,50E-09 7,00E-09 4,00E-09 
VL:52 
VH:53 149-6 9,00E-10 1,00E-09 1,00E-09 
VL:54 
VH:84 149-7 3,50E-09 2,50E-09 4,00E-09 

VL: 126 
VH:23 Y61 IgG 1,80E-10  1,80E-10 
VL24 
VH:65 A03 IgGI 2,50E-10  2,20E-10 
VL66 
VH:31 J695 1,00E-11  3,50E-11 
VL32 

 
Ejemplos 
 5 
Los anticuerpos descritos en los ejemplos son parte de la invención en la medida de que cumplan los requisitos de la 
reivindicación adjunta 1. 
 
Ejemplo 1: Aislamiento de anticuerpos anti-IL-12 
 10 
A. Exploración para anticuerpos que se unen a IL-12 
 
Se a islaron anticuerpos p ara hl L-12 med iante e xploración d e tres bibliotecas de pre sentación de fagos  de  scF v 
separadas preparadas usando ADNc de VL y VH humanas de ARNm derivado de amígdalas humanas (denominado 
scFv 1), linfocitos de san gre periférica y de amígdalas (PBL) (denominado scFv 2), y linfocitos derivados de médula 15 
ósea (denominados BMDL). Se describen construcción de la biblioteca y métodos para selección en Vaughan et al. 
(1996) Nature Biotech. 14: 309-314.  
 
Las bi bliotecas se expl oraron usan do l os antígenos, subunidad p70 de IL-12 hum ana, subu nidad p40 d e IL-1 2 
humana, IL-12  quimér ica (p 40 de rató n/p35 human a), IL-1 2 de rató n, IL-12 hum ana bi otinilada e IL- 12 qu imérica 20 
biotinilada. Se selecc ionaron antic uerpos específicos de  IL-12  usa ndo un antígeno para recu brir inmunotubos 
usando procedimientos convencionales (Marks et al., (1991) J. Mol. Biol. 222: 5 81-597). La bi blioteca de scFv 2 se  
exploró usando IL-12, o IL-12 biotinilada, y se generó un número significativo de agentes de unión específicos de IL-
12. Se seleccionaron cinco clonotipos diferentes, determinados por patrones de digestión enzimática de BstN1, y se 
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confirmaron p or secu enciación d e ADN. L os princ ipales clonotipos fu eron VHD P58/VLDPL11, VHD P77NLDPK31, 
VHDP47NL y VHDP77NLDPK31, todos los cuales reconocieron la subunidad p40 de IL-12.  
 
La exploración de la biblioteca de BMDL con p70 de IL-12 generó 3 clonotipos diferentes. Se descubrió que dos de 
estos eran clones con reactividad cruzada. El clon dominante se secuenció y consistía en VHDP35NLDP. Este clon 5 
reconoce la subunidad p40 de IL-12. La exploración de la biblioteca de  scFv 1, usa ndo p70 de  IL-12, no  produjo 
anticuerpos de IL-12 específicos. 
 
Para identificar anticuerpos de IL-12 que se unan preferentemente al heterodímero p70 o la subunidad p35 de IL-12, 
en lu gar de l a subun idad p4 0, se usaron l a bib lioteca de  scF v 1 + 2 combi nada, y la  bibli oteca d e BMDL. Pa ra 10 
seleccionar an ticuerpos de IL-12 q ue rec onocieran e l h eterodímero p 70 o la su bunidad p3 5, se  preinc ubaron 
bibliotecas d e fagos y s e se leccionaron e n prese ncia d e p40 libre. L a s ecuenciación d e clo nes aislados rev eló 9 
linajes d e anti cuerpos difere ntes. Las preferenc ias de s ubunidades se  analiz aron ad icionalmente p or valorac ión 
“micro F riguet”. El sobr enadante que co ntenía scF v se  valoró e n IL-1 2 ca pturada e n bi otina e n u n ELISA y s e 
determinó la DE50. La concentración de scFv que producía 50% de DE se preincubó con concentraciones crecientes 15 
de p70 o p40 libres (inhibidores). Se midió una reducción de la señal de ELISA en placas recubiertas con biotina-IL-
12 y se  repr esentó frent e a  la co ncentración d e p 70 o p 40 l ibre. Esto proporcionó a la CI 50 para c ada c lon co n 
respecto a p70 y p40. Si las valoraciones para ambas subunidades se solapan, entonces el scFv se une tanto a p40 
como a p70. Cualquier variación de esto proporciona el grado de preferencia de p70 frente a p40. 
 20 
B. Maduración de afinidad de linaje de anticuerpo específico para IL-12 (Joe9) 
 
Los clones se ensayaron con respecto a su capacidad para inhibir unión de IL-12 con su receptor en un ensayo de 
unión con receptor de IL-12 (denominado RBA), y con respecto a su capacidad para inhibir proliferación inducida por 
IL-12 de blastocitos humanos estimulados por PHA (ensayo de PHA), descrito en el Ej emplo 3. El clo n Joe9 tuvo el  25 
valor de CI50 más bajo tanto en el ensayo de RBA como en el de PHA, con un valor de CI50 de 1 x 10-6 M en ambos 
ensayos. Ade más la  reg ión varia ble d e c adena pesada (VH) d e Jo e 9 tuvo  el m enor n úmero d e camb ios en 
comparación con la secuencia de línea germinal más cercana COS-3, i dentificada de la base de datos VBASE. La 
tabla 1 (v éase Apé ndice A)  muestra la fa milia V H3 d e secuencias d e líne a g erminal, de  las  q ue COS-3 es  un  
miembro, así como miembros de la familia V1 de secuencias de línea germinal. Por lo tanto, Joe9 se seleccionó con 30 
respecto a maduración de afinidad. Las secuencias de aminoácidos de VH y VL del anticuerpo de tipo silvestre Joe9 
(Joe9 wt) se muestran en la Figura 1A-1D. 
 
Para aumentar la  afi nidad d e Jo e9, se re alizaron divers as m utaciones d e la re gión d eterminante de 
complementariedad 3 (CDR3) de las cadenas tanto pesadas como ligeras. Las var iantes de CDR3 se crearon por 35 
mutagénesis d e PCR dirigida usan do oligonucleótidos degenerados esp ecíficos para la CDR3  de c adena pesada 
(denominada “H3”) o la CDR3 de cadena ligera (denominada “L3”), con una media de tres sustituciones de bases en 
cada CDR3 (d enominada “ adición”). Se r ealizó mutag énesis p or PCR  de l a CD R3 de cad ena p esada usando el 
oligonucleótido de cade na p esada de generado q ue co ntenía un a mez cla al eatoria de los cu atro nucle ótidos, 
5’TGTCCCTTGGCCCCA(G)(T)(A)(G)(T)(C)(A)(T)(A)(G)(C)(T)(C)(C)(C)(A)(C)(T) GGTCGTA-CAGTAATA 3’ (SEC I D 40 
Nº: 580), y oligonucleótido Marcador Inverso de pU C GAC ACC T CG ATC AGC GGA TAA CAA TTTCAC ACA GG 
(SEC ID Nº: 581) para generar un repertorio de mutantes de CDR3 de cadena pesada. La cadena ligera parental se 
amplificó usa ndo ol igonucleótido inv erso d e Joe 9 (5’TGG GGC CAA GGG ACA3’ (SEC ID Nº:582)) y el 
oligonucleótido fdteteseq 24+21 (5’-ATT CGT CCT A TA CCG TTC TAC TTT GTC GTC TTT CCA GAC G TT AGT-
3’(SEC ID Nº: 583)). 45 
 
Se usó la complementariedad entre los dos productos de PCR para conducir la hibridación de los dos fragmentos en 
una r eacción de e nsamblaje de P CR y s e ampl ificó la biblioteca de sc Fv recombi nada de  lo ngitud completa co n 
Marcador Inverso de pUC (SEC ID Nº: 581) y Marcador fd 5’-ATT CGT CCT ATA CCG TTC-3’ (SEC ID Nº: 584). Se 
realizó mutag énesis p or PCR  de la cad ena liger a usan do el oli gonucleótido de ca dena lig era qu e c ontenía una 50 
mezcla de los cuatro nucl eótidos 5’GGT CCCAGTTCCGAAGACCCTC-GAACC(C)(C)(T)(C)(A)(G)(G)(C)(T) 
(G)(C)(T)(G)(T)(C)ATATGACTGGCAGTAATAGTCAGC3’ (SEC ID Nº: 5 85), y ol igonucleótido inverso Joe 9 5’TGG 
GGC CAA GGG ACA3’(SEC  ID Nº: 586) para pro ducir u n repertor io d e mutantes de CDR3 de ca dena l igera. La  
cadena pesada parental se amplificó con Marcador Inverso de p UC (SEC ID Nº: 581 ) y ol igonucleótido HuJH3DIR 
5’TGAAGAGACGGTGACCATTGTCCC3’ (SEC ID Nº: 5 87). La complementariedad entre los dos productos de PCR 55 
se usó para conducir la hibridación de los dos fragmentos en una región de ensamblaje por PC R y la biblioteca de 
scFv recombinada de longitud completa se amplificó con Marcador Inverso GAC ACC TCG ATC AGC G (SEC ID Nº: 
588) y oligonucleótido HuJ, 2-3DIR NOT  5’GAG TCA TTC TCG ACT TGC GGC CGC ACC T AG GAC GGT CAG 
CTT GGT CCC 3’ (SEC ID Nº: 589). 
 60 
Se selecc ionaron mutantes de CDR3 de ca dena pesada usando IL-12 bioti nilada 1 nM, y  se lavaron durante una 
hora a temp eratura ambiente en PBS que c ontenía IL-12 o p40 libre a u na concentración de 7 nM. L os clones se 
analizaron por ELISA de f agos y los que se unían a IL- 12 se ensayaron en estudios de unión cinética de BIAcore 
usando una microplaca de IL-12 de baja densidad (véase procedimiento para análisis de BIAcore en el Ejemplo 5). 
En g eneral, el an álisis d e BIAcore mi de inter acciones de  un ión e n tiemp o re al entre ligando (IL-12 humana 65 
recombinante inmovilizada en una matriz biosensora) y analito (anticuerpos en solución) por resonancia de plasmón 
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superficial (SPR) usando sistema BIAcore (Pharmacia Biosensor, Piscataway, NJ). El sistema utiliza las propiedades 
ópticas de SP R par a det ectar alter aciones en co ncentraciones de proteínas d entro de un a matriz biosensora d e 
dextrano. Las  proteínas se  unen c ovalentemente a la  matriz de de xtrano a co ncentraciones c onocidas. L os 
anticuerpos s e in yectan a tr avés d e la m atriz de dextrano y l a un ión específica entr e anticuerpos in yectados y 
ligando inmovilizado da como resultado una concentración de proteínas de matriz aumentada y cambio resultante en 5 
la señal de SPR. Estos cambios en la señal de SPR se registran como unidades de resonancia (UR) y se presentan 
con res pecto al tiem po a lo  largo de l e je y de u n se nsograma. Para determinar la ve locidad de d isociación (k off), 
velocidad de asociación (kon), constantes de velocidad de asociación (Ka) y de velocidad de disociación (Kd), se usó 
software de evaluación cinética BIAcore (versión 2.1). Los clones que demostraron una mejora en la velocidad koff se 
analizaron por  ensayos de n eutralización que incluían inh ibición por anticuerpo de unión de IL-12 con su r eceptor 10 
(ensayo d e R BA), inhi bición de pr oliferación i nducida p or IL-12 en blastocitos h umanos estimulados p or PH A 
(ensayo de P HA), e inh ibición d e pro ducción de i nterferón g amma i nducida por IL- 12 por blastocitos hum anos 
(ensayo de IFN gamma). Se presenta un sumario de las velocidades de disociación y/o valores de CI50 a partir d e 
ensayo de neutralización de clones con ad iciones de CD R3 de ca dena pesada 70-1 a 70-13 e n la T abla 2 (véas e 
Apéndice A). E l clone 70-1 presentó una velocidad koff que era mej or que el clon Joe 9 parental, y tenía el va lor de 15 
CI50 más bajo de 2,0 x 10-7M. Por lo tanto el clon 70-1 se seleccionó para conversión a IgG1 completa. 
 
Los muta ntes de CD R3 de c adena l igera s e sel eccionaron usa ndo biotina-IL-12 1 nM  y se lavaron con PBS q ue 
contenía p40 libre 7 nM. Los clones se exploraron en ELISA de fagos y los que se unieron a IL-12 se ensayaron en 
análisis de u nión d e BIAcore  usan do micro placas de IL- 12 de b aja de nsidad. Los cl ones q ue pr esentaron una 20 
velocidad de disociación que era mejor que el clon Joe 9 parental se ensayaron en ensayos de neutralización que 
median inhibición de unión del receptor de IL-12, o inhibición de proliferación de blastocitos de PHA. Se presenta un 
sumario de las  velocidades de disociación y/o valores de CI 50 a partir de los ens ayos de neutralización de cl ones 
mutantes de CDR3 de cadena ligera, 78-34 a 79-1, en la Tabla 2 (véase Apéndice A). 
 25 
Basándose en la v elocidad Koff, los clon es 78-34 y 78-35 presentaron una velocidad koff mejorada en comparación 
con el Jo e 9 pare ntal. Amb os de estos cl ones se se leccionaron p ara análisis d e co mbinación con  mutantes de 
cadena pesada. 
 
C. Clones de combinación 30 
 
Se usar on c lones d e ca dena pes ada y li gera muta ntes que m ostraron las me jores c aracterísticas de u nión p ara 
combinación y ensamblaje de scFv. Los clones mutantes con características de potencia mejoradas se combinaron 
por e xtensión de sol apamiento de PCR y arrastre de lo s segmentos VH y VL mut ados com o se  ha descrito  
anteriormente. Se produ jeron clon es 101-14 a 26- 1, mo strados en l a Tabla 2 (véas e Apén dice A), a partir de la 35 
combinación de mutantes de cadena pesada (70-2, 70-13 y 70-1) con mutantes de cadena ligera (78-34, 78-35 y 79-
1). Las velocidades koff y/o valores de CI50 a partir de ensayos de neutralización para estos clones se presentan en la 
Tabla 2. 
 
El análisis de unión de BIAcore identificó que el clon 101-11, producido a partir de la combinación del clon mutante 40 
de C DR3 de  c adena pesada 70-1  con  el  cl on muta nte de CDR3 d e ca dena ligera 78- 34, tenía  un a velocidad d e 
disociación de 0,0045 s -1. Es ta velocidad k off fue una mej ora sign ificativa en co mparación con l as velocidades k off 
para el cl on mutante de CDR3 de c adena pesada 70-1 (0,0134 s -1), o para e l clon mutante de CDR3 de cadena 
ligera 78-34 (0,0164 s-1) solos. Además, el clon 101-11 mostró una mejora significativa en ensayos de neutralización. 
En consecuencia, el clon 101-11 se seleccionó para maduración de afinidad como se describe posteriormente. 45 
 
D. Maduración de afinidad del clon 101-11 
 
La maduración de afinidad adicional del clon 101-11 consistió en ciclos de repetición de mutagénesis por PCR de las 
CDR3 de ca dena tant o pes ada com o li gera de 10 1-11 usan do ce badores ol igonucleotídicos co n adiciones. Los  50 
clones se sele ccionaron co n concentrac iones decrec ientes de IL-12 bi otinilada (b io-IL-12). Las carac terísticas d e 
unión de los clones mutados se evaluaron por análisis de uni ón de BIAcore y ens ayos de neutralización de  RBA, 
PHA. Las v elocidades k off y /o val ores de CI50 para clo nes 13 6-9 a 1 70-25 s e pr esentan e n l a T abla 2 (vé ase 
Apéndice A). El clon 103-14 demostró un valor de CI50 mejorado tanto en el ensayo de unión del receptor como en el 
ensayo de b lastos de PHA. El clon 10 3-14 tambi én d emostró un a veloci dad k off baja, y en co nsecuencia se  55 
seleccionó para maduración de afinidad adicional. 
 
E. Generación y selección de bibliotecas aleatorias de CDR3 ligera de clon 103-14 
 
El CDR3 de cadena ligera de clon 103-14 (QSYDRGFTGSMV (SEC ID  Nº: 590)) se seleccionó aleatoriamente de 60 
forma sistemática en 3 segm entos usando 3 bibliotecas diferentes como se representan posteriormente, en las que 
X se codifica por un c odón aleatorio de secuencia NNS, siendo N c ualquier nucleótido y siendo S desoxicitosina o 
desoxiguanina. 
 
L3.1 = XXXXXXFTGSMV (SEC ID Nº: 591) 65 
L3.2 = QSYXXXXXXSMV (SEC ID Nº: 592) 
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L3.3 = QSYDRGXXXXXX (SEC ID Nº: 593) 
 
Se realizó mutagénesis aleatoria de las tres CDR de cadena ligera (denominadas L3.1, L3.2 y L3.3) del clon 103-14. 
La CD R3 d e cade na p esada (den ominada H3) de l clo n 103-1 4 no s e mutó. Se con struyeron cu atro bib liotecas 
aleatorias basadas en el clon 103-14 (H3 y L3.1, L3.2 y L3.3) y se sometieron a una gran diversidad de condiciones 5 
de selección que implicaban usar concentración de antíge nos l imitante y la pr esencia o ausencia de antígeno libre 
en exceso (p40 y p70). Los resultados de selecciones (c lones 73-B1 a 99-G11) se exploraron princ ipalmente por 
BIAcore y en ocasiones con RBA y se muestran en la Tabla 2 (véase Apéndice A). 
 
La muta génesis ale atoria de la CD R de c adena l igera d e 10 3-14 generó el c lon Y6 1, que m ostró una me jora 10 
significativa en valor de CI 50 en comparación con e l clon parental 103-14. Y61 se sel eccionó para conversión a una 
IgG1 completa. La Y61-lgG1 co mpleta ti ene u n va lor de C I50 de a proximadamente 1 30 pM  det erminado p or e l 
ensayo de PHA. El valor de CI50 no se vio afectado por un exceso molar de 50 veces de p40 libre, lo que demuestra 
que p40 l ibre no reaccionó de forma cr uzada con anticuerpo anti-IL-12 Y61 para reducir de este modo la unión de 
anticuerpo con el hetero dímero. La secu encia de l ongitud completa de re gión variable de cadena pesada y región 15 
variable de cadena ligera de Y61 se muestran posteriormente. 
 
Secuencia peptídica de región variable de cadena pesada de Y61 

 
Secuencia peptídica de región variable de cadena ligera de Y61 20 

 
Los restos de CDR se asignan de acuerdo con las definiciones de Kabat. 
 
Ejemplo 2: Mutación de Y61 en posiciones de hipermutación y contacto 
 25 
Típicamente puede ll evarse a cabo s elección d e antic uerpos recom binantes co n afin idades mej oradas usa ndo 
métodos d e pr esentación d e fagos. Esto  se  cons igue m utando aleatoriamente c ombinaciones de res tos de  CD R 
para generar gran des bibliotecas q ue c ontienen antic uerpos d e ca dena se ncilla de diferentes secue ncias. 
Típicamente, los anticuerpos con afinidades mejoradas se seleccionan basándose en su capacidad para alcanzar un 
equilibrio en una reacción anticuerpo-antígeno. Sin embargo, cuando se expresó scFV de Y 61 en la superficie del 30 
fago y se incubó con IL-12, no se pudieron encontrar condiciones de selección que permitieran al sistema alcanzar 
equilibrio a nticuerpo-antígeno normal. El fago scF V permaneció un ido a IL-12, su puestamente debido a una 
interacción no específica, puesto que scFv de Y61 purificado muestra cinética de disociación normal. Puesto que los 
métodos habituales de maduración de afinidad de presentación de fagos a Y61 (es decir generación de biblioteca y 
selecciones por mutagénesis de múltiples restos de CDR) no podían utilizarse, se desarrolló una nueva estrategia en 35 
la que se mutaban posiciones de CDR individuales. 
 
Esta estrategia implica la selección de posiciones de CDR apropiadas para mutación y se basa en la identificación y 
selección d e aminoácidos q ue s on pos iciones d e mut agénesis s electiva pr eferidas, posiciones de  contacto y/o  
posiciones de hipermutación. Las posiciones de contacto se definen como restos que tienen una alta probabilidad de 40 
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contacto co n un antíg eno c uando e l antígen o inter acciona con el a nticuerpo, mie ntras que l as posici ones de 
hipermutación se definen como restos que se considera que tienen una alta probabilidad de hipermutación somática 
durante m aduración d e afinidad in vi vo del  anticuerpo. Son pos iciones de  mutagénesis se lectiva pr eferidas 
posiciones de CDR que son posiciones tanto de contacto como de hipermutación. El anticuerpo Y61 ya se optimizó 
en l as re giones de  CD R3 usando el procedimiento de scrito en el E jemplo 1, por lo ta nto fue  difícil me jorar 5 
adicionalmente el ár ea que q ueda e n el  ce ntro de l siti o d e un ión a anticuerpo us ando métodos  de s elección de 
presentación de fag os. Se  o btuvieron ma yores m ejoras de la activi dad por  mutac ión de  p osiciones de  co ntacto 
potenciales fu era d e las re giones CDR 3 r etirando u n co ntacto per judicial a ntígeno-anticuerpo u obteniendo por  
ingeniería genética un nuevo contacto. 
 10 
Se muestran restos de aminoácidos de Y61 que se consideraron puntos de contacto con antígeno, y las posiciones 
de CDR qu e son sitios de hi permutaciones somáticas durante maduración de afin idad in vivo, en la Tabla 3 (véase 
Apéndice A). Para ma duración de afinidad de Y61, se s eleccionaron 15 restos fuera de CDR3, 3 r estos dentro del 
bucle L3, y 5 restos en el bucle H3 para mutagénesis por PCR. 
 15 
Se i ntrodujo por cl onación ge n de  scFv de  Y61 e n e l v ector pl asmídico pU C 1 19 ( Sfi) para  muta génesis. S e 
diseñaron y sintetizaron oligonucleótidos con codones aleatorios para mutar cada p osición se leccionada. Después 
de muta génesis por P CR, se secu enció un p equeño número de c lones ( 24) y s e e xpresó en una  cél ula 
hospedadora, por e jemplo, en u na cél ula hosp edadora bacteriana, d e lev adura o de mamífer o. El antic uerpo 
expresado se purificó y la koff se mi dió usando un sistema BIAcore. Se ensayaron después clones con velocidades 20 
de d isociación mejor adas, e n comp aración con Y 61, e n ensayos d e n eutralización. E ste proc edimiento se r epitió 
para otras posiciones de CDR. Se combinaron mutaciones individuales que se ha m ostrado que tienen actividad de 
neutralización mejorada para generar un anticuerpo con potencia de neutralización aún mayor. 
 
Las posiciones de CDR de Y61 que se mutaron para mejorar la potencia de neutralización, y las sustituciones de 25 
aminoácidos r espectivas e n cada posición se muestra n e n las F iguras 2A-2H. Se  pro porcionan ve locidades de 
disociación, como se determina por aná lisis de BIAc ore. Estas velocidades de disociación también se muestran en 
los histogramas a la derecha de cada tabla. 
 
Los resultados de estas sustituciones en las posiciones H30, H32, H33, H50, H53, H54, H58, H95, H97, H101, L50, 30 
L92, L93, demostraron que todas las sustituciones de aminoácidos examinadas dieron como resu ltado anticuerpos 
con velocidades de disociación más bajas que Y61. En las posiciones H52, L32 y L50, se descubrió que solamente 
una s ustitución de aminoácido me joraba la vel ocidad de di sociación de Y6 1, todos  los otros c ambios afectaron 
adversamente a la activid ad. Para L5 0, este cambio se ncillo Gl y  T yr mejoró si gnificativamente (5- 10 veces) l a 
potencia de neutralización de Y61. Los resultados demostraron la importancia de estas posiciones para actividad de 35 
Y61, y s ugieren qu e en la mayoría d e lo s casos la presentación d e fagos fu e cap az de sel eccionar los resto s 
óptimos. Sin embargo, en las posiciones H31, H56, L30 y L94, se descubrió que varias sustituciones mejoraban la 
velocidad de disociación d e Y61, lo q ue sugiere q ue e stas posici ones también eran importa ntes para u nión d e 
antígenos, aunque el enfoque de presentación de fagos no permitió selección de los restos óptimos. 
 40 
La mutación selectiva de posiciones de contacto e hipermutación de Y61 identificó el resto de aminoácido L50 en la 
CDR2 de cadena ligera, y el r esto L94 de l a CDR3 de cadena ligera, que mejoró la capacidad de neutralización de 
Y61. Una combinación de estas mutaciones produjo un efecto aditivo, generando un anticuerpo, J695, que m ostró 
un aum ento si gnificativo e n l a capac idad d e neutra lización. La secu encia de lo ngitud completa de s ecuencias de 
región variable de cadena pesada y ligera de J695 se muestra posteriormente. 45 
 
Secuencia peptídica de región variable de cadena pesada de J695 

 
 
Secuencia peptídica de región variable de cadena ligera de J695 50 
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Los restos de CDR se asignan de acuerdo con las definiciones de Kabat. 
 
Se muestra un sumari o d e los al ineamientos de sec uencia de r egión variable de ca dena pes ada y l igera q ue 5 
muestran el desarrollo de linaje de clones que estaban en la ruta de Joe9 a J695 en las Figuras 1A-1D. Las CDR y 
numeración de restos son de acuerdo con Kabat. 
 
Ejemplo 3: Actividad funcional de anticuerpos anti-hlL-12 
 10 
Para examinar la actividad funcional de los anticuerpos humanos anti-IL-12 humana de la invención, los anticuerpos 
se usaron en varios ensayos que miden la capacidad de un anticuerpo para inhibir la actividad de IL-12. 
 
A. Preparación de linfoblastos activados por PHA humanos 
 15 
Se a islaron células mononucleares de  sangre periférica humana (PBMC) de  un  leukopac recogido de  un  donante 
sano por centrifugación en gradiente de Ficoll-Hypaque durante 45 minutos a 1500 rpm como se describe en Current 
Protocols in Immunology, Unidad 7.1. Se recogieron PBMC en la interfaz de la solución de sangre acuosa y el medio 
de separac ión de linfocitos  y se lavaron tres vece s con solución s alina tampona da con fosfat o (PBS) por  
centrifugación durante 15 minutos a 1500 rpm para retirar partículas Ficoll-Paque. 20 
 
Las PBMC se activaron des pués par a form ar linfo blastos co mo se d escribe e n Curr ent Protocols i n Immunol ogy, 
Unidad 6.16. Las PBMC lavadas se resuspendieron a 0,5-1 x 106 células/ml en  med io completo de RPMI (medio 
RPMI 1640, suero bovino fetal 10% (FBS), penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 g/ml), complementado con PHA-
P 0,2% (v/v) (Difco, Detro it, Ml) y se cultivaron durante cuatro días a 37 ºC en una atmósfera de CO2 5%. Después 25 
de cuatro días,  los cultivos ce lulares se divi dieron 1:1 en v olumen en me dio completo de RPMI, más PHA-P 0,2% 
(v/v) e IL-2 hu mana recombinante 50 U/ml. Se produjo IL-2 humana recombinante por transfección de un vector de 
expresión que portaba el ADNc de IL-2 humana a células COS (véase Kaufman et al., (1991) Nucleic Acids Res. 19, 
4484-4490), y se purificó como se descri be en el d ocumento PCT/US96/01382. Los c ultivos celulares se incub aron 
después durante de uno a tres días adici onales. Se recogieron blastocitos de PHA, se lavaron dos veces con medio 30 
completo de RPMI y se congelaron en FBS 95%, DMSO 5% a 10 x 106 células/ml. 
 
Se recog ieron blastocitos d e PHA para us ar para el e nsayo de u nión del rec eptor d e IL-12 (véas e sección B) 
después de un día de cultivo en presencia de IL-2, mientras que se recogieron blastocitos de PHA para usar para el 
ensayo de proliferación de blastos de PHA (véase sección C) y el ensayo de inducción de interferón gamma (véase 35 
sección D) después de cultivo de tres días en presencia de IL-2. 
 
B. Ensayo de unión del receptor de IL-12 
 
La capacidad de los anticuerpos anti-IL-12 para inhibir la unión de IL-12 radiomarcada con r eceptores de I L-12 en 40 
blastos de PHA se anal izó como sigue. Se preincubaron diversas concentraciones de anticuerpo anti-IL-12 durante 
una hora a 37 ºC con 125l-hlL-12 50-100 pM (hlL-12 yodado se preparó usando el  método de marcaje de Bolton-
Hunter para una actividad específica de 20-40 mCi/mg de NEN-Dupont) en tampón de unión (RPMI 1640, FBS 5%, 
Hepes 25 mM pH 7,4). Los blastocitos de PHA aislados como se ha descrito anteriormente, se lavaron una vez y se 
resuspendieron en tampón de unión a una densidad celular de 2 x 107 células/ml. Se añadieron blastos de PHA (1 x 45 
106 células) a la m ezcla de 125l-hlL-12 d e anticuerpo y se inc ubó d urante d os horas a  temper atura a mbiente. L a 
radiactividad unida a c élula se sep aró de 125l-hlL-12 l ibre por ce ntrifugación de l a me zcla d e e nsayo dur ante 30 
segundos a t emperatura ambiente, asp iración del liquido y un lavado con 0,1 m l de tampón de un ión, seguido de 
centrifugación a 4 ºC durante 4 minutos a 10.000 x g. E l sedimento celular se examinó con respecto a radiactividad 
unida a c élula usando un contador gamma. La unión total se determinó en ausencia de anticuerpo y se determinó 50 
unión no es pecífica por incl usión de IL-12 no marcada 25 nM en el e nsayo. Se llev aron a cab o incubaciones por 
duplicado. 
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El ensayo de unión al receptor de IL-12 usando los anticuerpos humanos anti-IL-12 Y61 y J695, ambos anticuerpos 
demostraron una inhibición comparable de unión con el receptor de IL-12. Y61 inhibió la unión de receptor de IL-12 
con un val or de  CI 50 de apro ximadamente 1,6 x 10 -11 M, mientra s qu e J 695 t enía un val or de  CI 50 de 
aproximadamente 1,1 x 10-11 M. 
 5 
C. Ensayo de proliferación de blastos de PHA humanos 
 
Los anticuerpos anti-IL-12 se evaluaron con respecto a su capacidad para inhibir la proliferación de blastos por PHA 
(cuya proliferación se estimula por IL-12). Se preincubaron varias diluciones de anticuerpo anti-IL-12 durante 1 hora 
a 37 ºC, CO2 5% con hIL-12 230 pg/ml en 100 ml de medio completo de RPMI en una placa de microtitulación (fondo 10 
en U, 96 pocillos, Costar, Cambridge, MA). Los blastocitos de PHA aislados como se ha descrito anteriormente, se 
lavaron un a vez y se resus pendieron e n medi o compl eto RPMI a una  densi dad ce lular de 3 x 1 05 células/ml. Se 
añadieron blastos de PHA (100 ml, 3 x 10 4 células) a la mezcla de anticuerpo/hIL-12, se incubaron durante 3 días a  
37 ºC, CO2 5% y se marcaron durante 4-6 horas con 0,5 mCi/pocillo de (3H)-Timidina (Amersham, Arlington Heights, 
IL). Los co ntenidos de cultivo se rec ogieron en fi ltros de fibra de vidrio por medio de un recolector celular (Tomtec, 15 
Orange, CT) y se mi dió la incorporación de (3H)-Timidina a ADN celular por conteo de centelleo líquido. Todas las 
muestras se ensayaron por duplicado. 
 
Los resultados de neutra lización en pres encia de divers as concentraciones de p70:p40 (es  dec ir l a rel ación d e 
heterodímero de IL-12 y subunidad p40 libre) se muestra en la Tabla 4 (véase Apéndice A). 20 
 
El análisis del anticuerpo humano anti-IL-12 Y61 en el ensayo de proliferación de blastos de PHA demostró que el 
anticuerpo inhibía la pr oliferación de blastos por PHA con  un valor de C I50 de aproxim adamente 1,8 x 10-10 M en 
presencia d e IL-12 p 70 sol amente, sin ni ngún e xceso de p40 (rel ación de p7 0:p40 de 1:0). En pr esencia de u n 
exceso de 50 veces d e p 40 libre ( p70:p40 a un a rel ación de 1:5 0), el anticuerpo Y 61 inhibió la proliferación d e 25 
blastos por PHA con un valor de CI50 de aproximadamente 1,8 x 10-10M. Este resultado demuestra que la capacidad 
de Y61 para inhibir la proliferación de blastos no está comprometida por la presencia de p40 en exceso. 
 
El a nticuerpo hum ano a nti-IL-12, J6 95 i nhibió pr oliferación d e blastos por  PHA  con  u n v alor de  CI 50 de 
aproximadamente 1,0 x 10 -11 M en prese ncia de p70:p40 a un a rel ación de 1:0. En  presenc ia d e una rel ación 30 
p70:p40 de 1:50, este a nticuerpo in hibió la pr oliferación d e b lastos por PHA c on u n val or de CI 50 de  
aproximadamente 5,8  2,8 x 10-12 M (n=2), lo que demuestra que el exceso de p40 tuvo solamente un ligero efecto 
inhibidor e n el  anticuer po. L os result ados globales dem uestran activi dad de n eutralización mejor ada de J6 95 e n 
comparación con Y61 debido a las mutaciones en L50 y L94. 
 35 
D. Ensayo de inducción de interferón gamma 
 
La capacidad de los anticuerpos anti-IL-12 para inhibir la producción de IFN por bl astos de PHA (c uya producción 
se estimu la por IL-12) s e analizó como sigue. Se preincubaron d iversas concentraciones de anticuerpo anti-IL-12 
durante una hora a 37 ºC, CO2 5% con hIL -12 200-400 pg/ml en 100 ml de medio completo RPMI en una placa de 40 
microtitulación (fondo en U, 96 pocillos, Costar). Los blastocitos de PHA aislados como se ha descrito anteriormente, 
se lavaron una vez y  se resuspendieron en medio completo RPMI a una dens idad celular de 1 x 1 07 células/ml. Se 
añadieron blastos de PHA (100 l, 1 x 106 células) a la mezcla de anticuerpo/hIL-12 y se incubaron durante 18 horas 
a 37 ºC y CO2 5%. Después de incubación, se retiraron 150 l de sobrenadante sin células de cada pocillo y el nivel 
de IFN humano producido se midió por ELISA (ELISA de  interferón gamma Endogen, Endogen, Cambridge, MA). 45 
Cada sobrenadante se ensayó por duplicado. 
 
El análisis de anticuerpo humano anti-hIL-12, Y61, en este ensayo demostró que Y61 inhibía la producción de IFN 
humano co n u n valor d e CI 50 de apro ximadamente 1,6 x 10 -10 M, mientras que el a nticuerpo hum ano anti-IL-1 2, 
J695, inhibía la producción de IFN humano con un valor de CI50 de aproximadamente 5,0  2,3 x 10 -12 M (n=3). El 50 
resultado demuestra la mejora sustancial en la afinidad de J695 como resultado de las modificaciones en L50 y L94. 
 
E. Inducción de IL-12 no humana de PBMC aisladas 
 
Para e xaminar la re actividad cruzad a d e l os antic uerpos anti-hIL- 12 humanos co n IL-12 de otras espec ies, se  55 
produjo IL- 12 no h umana co mo sigu e. Se separaron PB MC de sa ngre hep arinizada fresca por c entrifugación d e 
gradiente de densidad como se ha descrito anteriormente usando linfoprep (Nycomed, Oslo, Norue ga) para PBMC  
de mono cynomolgus, babuino y perro, Accu-paque (Accurate Chemical & Sci. Corp., W estbury, NY) para PBMC de 
perro o Lympholyte-rata (Accurate Chemical & Sci. Corp., Westbury, NY) para PBMC de rata. 
 60 
Las PBMC se i ndujeron después para producir IL-12 como se ha d escrito (D'Andrea et al., (1992) J. Exp. Me d 176, 
1387-1398, Vi llinger et al ., (1995) J. Immun ol. 155, 3946-3954, Buettner  et al ., (1998) Cytokine 10, 2 41-248). Las  
PBMC lav adas se resus pendieron a 1 x 106 célu las/ml en me dio c ompleto de RPMI , complem entado co n SAC  
0,0075% (p/v) (Pansorbin; Calbiochem-Behring Co., La Jolla, CA) o ConA 1-5 mg/ml (Sigma Chemical Co., St. Louis, 
MO) más SAC 0,0075 % y se incubó durante 18 horas a 37 ºC en un a atmósfera de C O2 5%. Se recogi ó medio sin 65 
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células y sin SAC por centrifugación y se filtró a través de filtros de 0,2 mm. 
 
Se o btuvo I L-12 del mon o r hesus como  IL-12  de  rhes us recomb inante d e l a Escu ela U niversitaria de M edicina 
Emory, Atlanta, GA. 
 5 
F. Ensayo de proliferación de células 2D6 murinas 
 
El clon de linfocitos T murinos 2D6 prolifera en respuesta a IL-2, IL-4, IL-7 e IL-12 (Maruo et al., (1997) J. Leukocyte 
Biol. 61, 34 6-352). También se detectó una proliferación significativa en respuesta a sobrenadantes de PBMC de 
rata que contenían IL-12 de rata. Las células no responden a IL-12 de perro, cynomolgus, babuino o ser humano. 10 
Las células 2D6 murinas se propagaron en medio completo de RPMI complementado con betamercaptoetanol (ME) 
50 mM e IL-1 2 muri na 30 n g/ml. Un día antes d el ensayo, la IL- 12 mu rina s e retir ó por l avado y las cél ulas s e 
incubaron durante una noche en medio completo de RPMI más ME. 
 
Se preincubaron di luciones en seri e de anticuerpo anti-IL-12 durante 1 hora a 37 ºC, CO 2 5% con IL-12 mur ina 40 15 
pg/ml en 100 ml de  med io completo de RPMI más ME en una placa de microtitulación (fondo en  U, 96 pocillos, 
Costar). Se lavaron células 2D6 una vez  y se res uspendieron en med io completo RPMI que c ontenía ME a una 
densidad cel ular de 1 x 10 5 célul as/ml. Se aña dieron c élulas 2D 6 (1 00 l, 1 x 10 4 células) a la mezcla de 
anticuerpo/hIL-12, se incubaron durante 3 días a 37 ºC, CO2 5% y se marcaron durante 4-6 horas con (3H)-Timidina 
0,5 mCi/poc illo. Los conte nidos del c ultivo se recog ieron y co ntaron por  c onteo d e ce ntelleo líq uido. Todas la s 20 
muestras se ensayaron por duplicado. 
 
G. Reactividad cruzada de especie de J695 con IL-12 no humana 
 
Se a nalizó la  reactividad cru zada d e es pecie de J69 5 c on IL- 12 no  h umana usando PBMC  ais ladas de vari as 25 
especies no humanas. La pr esencia de actividad de IL-12 no hum ana en sobrenadantes de PBMC d e rata, perro , 
cynomolgus y babuino se  co nfirmó us ando varios bioensayos d escritos anteri ormente, tales com o e l ens ayo de 
proliferación d e cé lulas 2D6 muri nas, e l ensayo d e pr oliferación d e blastos p or P HA hum anos y el ensayo de 
inducción de i nterferón g ama blo queando las respu estas ind ucidas por PBMC no  human as co n anticu erpos 
policlonales de con ejo y/u oveja a I L-12 mu rina y/o h umana. L a r eactividad cruza da d e l os a nticuerpos h umanos 30 
anti-IL-12 Y61 y J695 con IL- 12 no h umana en sobre nadantes de PBMC  o IL-12 murin a y de rhesus purificada se 
evaluó después en el mismo bioensayo o bioensayos determinando la concentración de anticuerpo J695 a la que se 
observó 50% de in hibición d e la resp uesta. Los resultad os de reactiv idad cruza da d e especi e se re sumen e n la  
Tabla 5. Los resultados demuestran que Y61 y J695 son cada una capaz de reconocer IL-12 de monos (por ejemplo 
IL-12 de cynomolgus y rhesus para  Y61, y cynomolgus, rhesus y ba buino pa ra J695) y q ue J695 es 35 
aproximadamente 35 veces menos activo en IL-12 de perro; ni Y61 ni J695 reaccionan de forma cruzada con IL-12 
de ratón o de rata. 
 
H. Especificidad de citocinas humanas de J695 
 40 
La esp ecificidad de J 695 se ensa yó e n un ELISA d e competic ión en el q ue se e nsayó u n p anel de c itocinas 
humanas con respecto a su capacidad para interferir con la unión de J695 soluble con IL-12 humana inmovilizada. El 
panel de citoc inas humanas incluyó IL-1 e IL -1 (Genzyme, Boston, M A), IL-2 (E ndogen), IL-4, IL- 10, IL-17, IF N-
gamma, y TGF-1 (R&D, M inneapolis, MN) IL-8 (Calbiochem), PDGF, IGF-I, y IGF-II (Boehringer Mannheim Corp., 
Indianapolis, IN), TNF y linfotoxina, IL-6, receptor de IL-6 soluble, IL-11, IL-12 p70, IL-12 p40, M-CSF y LIF. EBI-3, 45 
una proteína r elacionada co n p4 0 de IL- 12 qu e s e in duce por infecc ión por  virus  de  Epstei n-Barr en l infocitos B 
(Devergne et al ., (19 96) J. Virol. 7 0,1143-1153) se expresó com o u na quim era de I gG-Fc human a (EBI-3/F c). 
También se ensayó ADN de esperma de salmón monocatenario (Sigma). 
 

Tabla 5 Datos de Reactividad Cruzada de Especies 50 
 

CI50 (M) 
Anticuerpo IL-12 de ratón IL-12 de rata IL-12 de 

perro 
IL-12 de 

cyno 
IL-12 de 
rhesus 

IL-12 de 
babuino 

IL-12 
humana 

Nombre Especificidad Purificada PBMC sup PBMC 
sup 

PBMC 
sup 

Purificada PBMC sup Purificada

         
C17.15 mulL12 de 

rata 
3,0 x 1011       

R03B03 mulL12 de 
conejo 

1,5 x 10-10 6,0 x 10-10      

C8.6.2 hulL12 de 
ratón 

   1,2 x 10-

10 
1,0 x 10-10 2,0 x 10-1° 5,0 x 10-11
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CI50 (M) 
Anticuerpo IL-12 de ratón IL-12 de rata IL-12 de 

perro 
IL-12 de 

cyno 
IL-12 de 
rhesus 

IL-12 de 
babuino 

IL-12 
humana 

Nombre Especificidad Purificada PBMC sup PBMC 
sup 

PBMC 
sup 

Purificada PBMC sup Purificada

Y61 hulL12 
humana 

No 
neutralizadora 

  2,2 x 10-

10 
1,0 x 1010  1,7 x 10-10

J695 hulL12 
humana 

No 
neutralizadora 

No 
neutralizadora

3,5 x 10-

10 
1,0 x 10-

11 
1,0 x 10-11 1,5 x 10-11 5,0 x 10-12

 
Se recubrieron placas de microtitulación de inmunoensayo de ELISA de fondo plano (96 pocillos, alta unión, Costar) 
durante una noche a 4 ºC co n 0,1 ml de IL-12 hum ana (2 g/ml en tampón de rec ubrimiento de carbonato 0,1 M ( 4 
volúmenes de NaHCO 3 0,1 M más 8,5 v olúmenes de NaHCO3 0,1 M)). L as placas se l avaron dos veces con PBS 
que co ntenía Tween 2 0 (PBS-T ) 0,05%, se blo quearon con 20 0 l de albúmina de suero bovino 1 mg/ml (BSA, 5 
Sigma) en PB S-T durante 1 hora a te mperatura ambiente, y  se levaron de nuevo dos vec es con PBS-T . Las  
muestras (100 l) que contenían anticuerpo de IL-12 J695 (100 ng/ml) y cada citocina (2nM) en PBS-T que contenía 
BSA 50 g/ml (PBS-T/BSA) se añadieron y  se  incubaron durante 2 horas  a tem peratura ambiente. Las placas se 
lavaron 4 veces y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con 100 l de HRP lambda anti-humano de 
ratón (1:5 00 en PBS-T /BSA, South ern Bi otech. Ass. Inc., Birmingham, AL). Las placas se lav aron 4  veces y s e 10 
revelaron con ABTS (Kirkegaard& Perry Lab., Gaithersburg, MD) durante 20-30 minutos en oscur idad. La DO 450 nm 
se leyó usando un lector de microplacas (Molecular Devices, Menlo Park, CA). El porcentaje de unión se determinó 
en relación con unión de J695 con la placa recubierta con IL-12 en ausencia de cualquier citocina soluble. 
 
Los resultados demostraron que la unión de J695 con IL-12 humana inmovilizada se bloqueó solamente por p70 de 15 
IL-12 humana y en menor grado, por p40 de IL-12 humana y no por cualquiera de las otras citocinas ensayadas. 
 
I. Unión con una molécula de IL-12 nueva 
 
Se ha descrito un heterodímero de IL-12 alternativo, en el que la subunidad p35 se reemplaza por una molécula p19 20 
nueva. P19 se identificó usando búsqueda de homología 3D de miembros de la familia IL-6/IL-12, y se sintetiza por 
células dendríticas activadas. P19 se une a p40 para formar un dímero p19/p40, que tiene actividad de tipo IL-12, 
pero no es ta n pote nte com o el heterodímero p3 5/p40 e n ind ucción de IFN. Se espe ra qu e l os a nticuerpos q ue 
reconocen p 40 solo, pero pr eferiblemente en el co ntexto de una mo lécula p 70 (por e jemplo, J695 e  Y61, véa se 
Ejemplo 3H) también neutralicen tanto las moléculas p35/p40 como las moléculas p19/p40. 25 
 
Ejemplo 4: Actividad in vivo de anticuerpo anti-hlL-12 
 
Los efectos in vivo de a nticuerpos de IL- 12 e n resp uestas induc idas por IL-12 s e examin aron en u n mod elo 
modificado del usado por Bree et al. para estudiar el  efecto de IL- 12 humana en hematología periférica en mono 30 
cynomolgus, B ree et al ., (19 94) Bioc hem Biophys Res. Comm. 204: 1 150-1157. En esos estu dios anteriores, l a 
administración de IL-12 humana a 1 g/kg/día durante un periodo de 5 días dio como resultado una reducción del 
recuento de g lóbulos blancos (WBC), especialmente en los subconjuntos de l infocitos y monocitos después de 24  
horas. Se observó una reducción en el recuento de plaquetas a las 72 horas. Los niveles de neopterina en plasma, 
un marcador de activación de monocitos en respuesta a IFN-, comenzaron a elevarse a las 24 horas y fueron más 35 
altos a las 72 horas. 
 
En el primer estudio con anticuerpos humanos anti-hIL-12, quince monos cynomolgus sanos con un peso medio de 
5 kg, se sedar on y dividieron en 5 grupos ( n=3). El grupo 1 recibió una administración intravenosa (IV) de 10 mg/kg  
de inmunoglobulina intravenosa hum ana (IVIG, Miles, Eckhart, IN, purif icada usando proteína A Sepharose). El 40 
grupo 2 recibió una administración intravenosa de 1 mg/kg de C8.6.2 (anticuerpo de ratón neutralizador monoclonal 
anti-IL-12 humana). El grupo 3 recibió una administración intravenosa de 10 mg/kg de C8.6.2. El grupo 4 recibió una 
administración intravenosa de 1 mg/kg  de Y61 (anticuerpo humano anti-IL-12 humana, purificado a partir de m edio 
acondicionado para células CHO). El grupo 5 recibió una administración intravenosa de 10 mg/kg de Y61. 
 45 
Una hora  después de la ad ministración d e anticuerpo todos los anim ales recibieron una in yección subcutánea 
sencilla (S C) d e IL-12 humana (1 g/kg). S e tomaro n mu estras san guíneas en l os sig uientes p untos tempora les: 
línea basal, 8, 24, 48, 96 y 216 horas, y se anal izaron con respecto a recuentos de c élulas sanguíneas completas 
con diferenciales y química de suero. También se midieron los niveles de IL-12 humana en suero, anticuerpo C8.6.2, 
anticuerpo Y61, IFN-gamma de mono, IL-10 de mono, IL-6 de mono y neopterina en plasma. 50 
 
Los an imales tratados con I L-12 más anticuerpo de con trol IVIG (Gru po 1) mostrar on much os de  los cambio s 
hematológicos espera dos, i ncluyendo red ucciones d e WBC, plaqu etas, recuent o de linfocitos y recuento de 
monocitos. Estas reducciones no se vieron o fueron menos pronunciadas en los animales tratados con el anticuerpo 
C8.6.2 o Y61 a 1 o 10 mg/kg (Grupos 2-5). 55 
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Se an alizaron muestras de  suero o plasma por EL ISA específico d e IF N-gamma de mon o e IL -10 de m ono 
(Biosource Internati onal, Ca marillo, CA), IL-6 de mo no (Endogen) y n eopterina e n pl asma (ICN Ph armaceuticals, 
Orangeburg. NY). No se d etectaron IF N-gamma, IL-10  o IL-6 en ni nguno d e los animales trata dos con IL- 12 
incluyendo los  animal es de control tratad os con IL-12 má s IVIG. Esto se deb ió pro bablemente a l baj o nive l de  
exposición a IL-12 (solamente una dosis de 1 g/kg). No obstante, los n iveles de neopterina en plasma aumentaron 5 
aproximadamente tres veces en los an imales tratados con IL-12 más IVIG pero no camb iaron en todos los animales 
tratados con C8.6.2 o Y61, incluyendo los animales tratados con dosis menor (1 mg/kg) de Y61, lo que indica que 
Y61 fue eficaz in vivo en el bloqueo de esta respuesta sensible a IL-12. 
 
En un s egundo estud io, se estudió la  acti vidad in v ivo y farmac odinámica (PD) de J695 en m onos c ynomolgus 10 
administrando rhl L-12 e xógena y determinando si J 695 pudo b loquear o r educir las r espuestas norm almente 
asociadas c on admi nistración de r hlL-12. Se adm inistró a mon os c ynomolgus mach o (n= 3 por grupo) u na d osis 
sencilla de  0,0 5, 0,2 o 1,0 m g/kg d e J 695 o 1  mg/kg de inmunoglobulina i ntravenosa (IVIG) como u na inyección 
intravenosa de embolada (IV) a través d e una vena safena o p or vía su bcutánea (SC) en l a piel dorsal. Una hora 
después de la administración de J695 o IVIG todos los animales recibieron una dosis SC sencilla de 1 g/kg de rhIL-15 
12 en la pi el dorsal. Se recogieron muestras sanguíneas a través de la vena femoral hasta 28 días después de la 
administración de J695. Se adquirió suero de cada muestra sanguínea y se ensayó con respecto a IL-12, J695, IFN-
 y anticuerpos anti-J695 por ELISA. Se e nsayó neopterina por cromatografía lí quida de alto r endimiento de fas e 
inversa. 
 20 
Los n iveles d e neo pterina, n ormalizados c on res pecto a lo s n iveles d e ne opterina que se m idieron antes de la 
administración de J695 o rh IL-12, se mue stran en la F igura 3. Para comparar la supres ión d e n eopterina e ntre 
grupos, el área bajo la curva (AUC) normalizado para niveles de neopterina se calculó para cada animal (Tabla 6). 
La exposición a neopterina (AUC) se supr imió de una manera dependiente de dosis  entre apro ximadamente 71 y 
93% en los gr upos IV y entr e 71 y 1 00% en los grupos SC, en relación c on los grupos de control IVIG. Es tos 25 
resultados sugieren que la dosis de J695 necesaria para inhibición al 50% de la respuesta a neopterina (DE50) fue 
menor de 0,05 mg/kg cuando se administró por la vía IV o SC. 
 

Tabla 6: Supresión Dependiente de Dosis de Neopterina Inducida por IL-12 por J695 en Monos Cynomolgus 
 30 

Vía de dosificación 
de IVIG o J695 y 

rhlL-12 

Dosis de J695 
(mg/kg) 

Dosis de IVIG 
(mg/kg) 

AUC de Niveles de 
Neopterina 

Normalizados 

% Reducción de 
AUC de 

Neopterina en 
Comparación con 

Control 
Inyección IV sencilla 
seguida 1  hor a 
después d e una  
dosis de 1 g/kg de 
IL-12 hu mana 
proporcionada SC 

- 1,0 1745  845 0 
0,05 - 502  135 71,3 
0,2 - 199  316 88,6 
1,0 - 128  292 92,7 

Inyección SC 
sencilla s eguida 1 
hora d espués de  
una dosis de 1 g/kg 
de IL -12 hu mana 
proporcionada SC  

- 1,0 1480  604 0 
0,05 - 426  108 71,2 
0,2 - 395  45,9 73,3 
1,0 - 0  109 100 

 
El tratami ento con  J6 95 ta mbién ev itó o re dujo los cambi os en hemato logía normalmente a sociada con 
administración de rhlL-12 (leucopenia y trombocitopenia). A las 24 horas después de administración de rhlL-12 los 
recuentos de linfocitos se redujeron en aproximadamente 50% en comparación con los valores de línea basal en los 
grupos tratados con IVIG SC e IV de control. La administración de J695 bien SC o bien IV a los tres niveles d e dosis 35 
evitaron esta reducción, dando como resultado recuentos de linfocitos a las 24 horas aproximadamente iguales que 
los valor es de  línea bas al. A las 48 horas después de a dministración de IL-12, los r ecuentos de pl aquetas y l os 
grupos tratados con IVIG SC e IV s e redujeron en aproximadamente 25% en comparación con los valores de línea 
basal. 
 40 
Un programa de dosis ej emplar diri gido a manten er los ni veles en s uero por  enc ima del nivel del 9 0% d e efecto 
serían 1 m g/kg IV y S C pr oporcionados aproximadamente cad a d os seman as, o 0,3 mg/kg pr oporcionados 
aproximadamente cad a se mana, as umiendo acumulación ligera durante d osificación re petida. Este estudi o 
demuestra que el anticuerpo puede proporcionarse de forma segura a monos a tales dosificaciones. En estudios de 
toxicidad in dependientes, se descu brió a demás que p ueden pro porcionarse de forma segur a a mon os hasta 10 0 45 
mg/kg del anticuerpo. 
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J695 también fue eficaz e n la prevención de producción de IFN- en ratones tratados co n una IL-12 quimérica, una 
molécula que combina l a su bunidad p 35 murina c on la subu nidad p40 de IL- 12 humana. A d iferencia de IL- 12 
humana q ue e s biol ógicamente inactiv a en  ratones, esta  IL-12 qu imérica conserv a funci ón b iológica en rato nes, 
incluyendo inducción de IFN-. Además, la subu nidad p40 humana permite a la mol écula unirse y neutralizarse por 
J695. Se a dministró IL-1 2 quiméric a a una d osis d e 0, 05 mg/kg i .p. a ratones  C3H/HeJ h embra (10/gr upo 5 
experimental) en cinco dosis diarias los días 0, 1, 2, 3 y 4. Se proporcionó J695 los días 0, 2 y 4 a las dosis de 0,05, 
0,01, 0,002, 0,0004, 0,00008 y 0,000016 mg/kg i.p., 30 minutos antes de las inyecciones de IL-12. Se proporcionó el 
hulgG1 de control IP a una dosis de 0,05 mg/kg los días 0, 2 y 4. Se tomar on muestras sanguíneas de los ratones 
el día 5, y se determinaron los niveles de IFN- en suero por ELISA. Los resultados demostraron que J695 provocó 
inhibición dependiente de dosis de pro ducción de IF N- con una DE 50 de aproximadamente 0,001 mg/kg. De forma  10 
colectiva, estos resultados demuestran que J695 es un potente inhibidor de actividad de IL-12 in vivo. 
 
Ejemplo 5: Análisis cinético de unión de anticuerpos humanos con IL-12 humana recombinante (rhIL-12) 
 
Se midi eron in teracciones d e uni ón e n tiem po re al e ntre li gando c apturado (a nticuerpo huma no a nti-rhIL12 J 695, 15 
capturado en una matriz biosensora) y analito (r hIL12 e n sol ución) p or reson ancia d e pl asmón su perficial (SPR)  
usando el sistema BIAcore ( Biacore AB, Uppsala, Suecia). El sistema utiliz a las propiedades ópticas de SPR par a 
detectar alteraciones en l a concentración de proteínas dentro de u na matriz biosensora de de xtrano. Las proteín as 
se unen covalentemente a la matriz de dextrano a concentraciones conocidas. Los anticuerpos se inyectan a través 
de la matriz de dextrano y la unión específica entre anticuerpos inyectados y ligando inmovilizado da como resultado 20 
una c oncentración de proteína d e matriz aumentada y c ambio resu ltante en la s eñal de SP R. Esto s cambi os e n 
señal de SPR se registran como unidades de resonancia (UR) y se representan con respecto al tiempo a lo largo del 
eje y de un sensograma. 
 
Para faci litar la inmovi lización de IgG anti- humano de c abra (Southern Biotechnology Associates, Cat. Nº 204 0-01, 25 
Birmingham, A L) en la matriz  biose nsora, IgG anti-hum ano de cabr a se  une cova lentemente med iante grup os de  
amina libr e c on la m atriz de de xtrano activando e n primer lu gar grupos c arboxilo en l a matriz con N -
hidroxisuccinimida (NH S) 1 00 mM y cl orhidrato d e N-Eti l-N’-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (ED C) 400 mM. A  
continuación, se in yecta Ig G anti-hum ano de cabra a través de la matriz activada. Se in yectan treinta y cinc o 
microlitros de  IgG anti-h umano de c abra ( 25 g/ml), d iluido en acetat o sódic o, pH 4, 5, a trav és d el bi osensor 30 
activado y las amin as libres en la proteína se unen directamente a los grupos carboxilo activados. Los ésteres de 
EDC de matriz que no han reaccionado se desactivan por una inyección de etanolamina 1 M. Están disponibles en el 
mercado kits de acoplamiento de amina convencionales (Biacore AB, Cat. Nº BR-1000-50, Uppsala, Suecia). 
 
J695 se diluyó en tampón de ejecución HBS (Biacore AB, Cat. Nº BR-1001-88, Uppsala, Suecia) para capturarse en 35 
la matriz me diante IgG anti- humano de c abra. Para d eterminar la capacidad de anticuerpos específicos de r hIL-12 
para unir IgG anti-humano de cabra inmovilizada, se realizó un ensayo de unión como sigue. Se inyectaron alícuotas 
de J695 (25 g/ml; alícuotas de 25 l) a través de l a matriz de de xtrano acoplada con anticuerpo policlonal de IgG  
anti-humano de cabra a un caudal de 5 l/minuto. Antes de la inyección de l a proteína e inm ediatamente después, 
se hizo fluir tampón HBS a tr avés de cada celda de flujo. Se interpretó que la diferencia neta de señal entre la línea 40 
basal y el punto correspondiente a aproximadamente 30 segundos después de la compleción de inyección de J695 
representaba l a cantid ad de IgG1 J695 u nido (apr oximadamente 1 200 UR). Se mi dió l a un ión d e anticu erpo 
específica de rhIL-12 directa con rhIL- 12 s oluble. L as cit ocinas se diluyeron en tam pón d e e jecución HBS y s e 
inyectaron a lícuotas d e 50 l a través de las matrices d e prot eína inm ovilizada a u n caud al d e 5 l/minuto. Las  
concentraciones de rhIL-12 empleadas fueron 10, 2 0, 25, 40, 50, 80, 10 0, 150 y 200 nM. Antes de la  inyección de 45 
rhIL-12, e inmediatamente después, el tam pón HBS solo fluyó a través de cada celda de flujo. Se interpretó que la 
diferencia neta de señal de línea basal y señal después de la compleción de inyección de citocinas representaba el 
valor d e uni ón de la muestr a particu lar. Se rege neraron matrices bios ensoras usan do HCl 10 0 mM antes de la  
inyección de la siguiente muestra. Para determinar la constante de disociación (velocidad de disociación), constante 
de asociación (velocidad de asociación), se usó software de evaluación cinética BIAcore (versión 2.1). 50 
 
Se muestras resultados representativos de unión de J695 derivado de CHO con rhIL- 12 en c omparación con J695 
derivado de COS, en la Tabla 7. 
 

Tabla 7: Unión de J695 derivado de CHO o COS con rhIL-12. 55 
 

Fuente rhlL12, nM rhlL12 unido, UR Ab, unido, UR rhlL12/AB 
CHO 200 1112 1613 1,48 
CHO 150 1033 1525 1,45 
CHO 100 994 1490 1,43 
CHO 80 955 1457 1,40 
CHO 50 912 1434 1,36 
CHO 40 877 1413 1,33 
CHO 25 818 1398 1,25 
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Fuente rhlL12, nM rhlL12 unido, UR Ab, unido, UR rhlL12/AB 
CHO 20 773 1382 1,20 
CHO 10 627 1371 0,98 
COS 200 1172 1690 1,49 
COS 150 1084 1586 1,46 
COS 100 1024 1524 1,44 
COS 80 985 1489 1,42 
COS 50 932 1457 1,37 
COS 40 894 1431 1,34 
COS 25 833 1409 1,27 
COS 20 783 1394 1,20 
COS 10 642 1377 1,00 

 
Se analizaron cuantitativamente interacciones cinéticas moleculares entre J695 capturado y rhIL-12 soluble usando 
tecnología BIAcore. Se realizaron varios experimentos independientes y los resultados se analizaron por el software 
de análisis matemático de BIAcore para derivar constantes de velocidades cinéticas, como se muestra en la Tabla 8. 

 5 
Tabla 8: Velocidad cinética aparente y constantes de afinidad de J695 para rhlL-12. 

 
Anticuerpo  Fuente Velocidad de 

asociación ( M-1s-1), 
Media 

Velocidad d e 
disociación ( s-1), 
Media  

Kd (M), 
Media 

J695  CHO 3,52E+05 4,72E-05 1,34E-10 
J695  COS 3,40E+05 2,61 E-05 9,74E-11 

 
Hubo una pequeña diferencia entre la constante aparente calculada (Kd) para la interacción entre anticuerpos J695 
derivados de CHO (Kd =  1,34-10M-1) y J695 der ivados de COS (Kd =  9,74 x 10-11M-1). La c onstante de disociación 10 
aparente (Kd) entre J695 y rhlL12 se estimó a partir de las constantes de velocidad observadas por la fórmula: Kd = 
velocidad de disociación/velocidad de asociación. 
 
Para determinar la constante de velocidad de asociación y disociación aparente para la interacción entre J695 y rhIL-
12, se realizaron varias reacciones de unión usando una cantidad fija de J695 (2 g/ml) y diversas concentraciones 15 
de rhI L-12. Los senso gramas de interacción d e unión en tiempo r eal entre  J69 5 c apturado y rhIL-12 s oluble 
mostraron que ambas  forma s de anticuerpo er an m uy simil ares p ara la  fase ta nto de  asoc iación com o d e 
disociación. 
 
Para evaluar adicionalmente la capacidad de mAb IgG1 J695 capturado para unir citocina recombinante soluble, se 20 
usó un método de BIAcore directo. En este método, se recubrió una superficie de sensor de carboximetil dextrano 
acoplado a Ig G anti-huma no de cabr a (25 g/ml) con  IgG1 J695 (2 g/ml) y  s e aña dió des pués citoc ina 
recombinante. Cuando se  inyectó rhIL-12 soluble a tr avés de  una superficie biosensora capturada con IgG1 J 695 
derivado de CHO o COS, la cantidad de señal aumentó a medida que aumentaba la concentración de citocinas en la 
solución. No s e observó unión con rmIL-12 (R&D Systems, Cat. Nº 419-ML, Minne apolis, MN) o rhIL1 2 a cual quier 25 
concentración ensayada hasta 1000 nM. Estos resulta dos apoyan la conclusión de que los anticuerpos IgG1 J695 
reconocen un determinante definido en rhlL-12. 
 
La tabla 9 m uestra los res ultados de un experimento usando BIAcore para demostrar la unión de m Ab IgG1 J69 5 
humano con rhIL12 solamente soluble y ninguna de las otras citocinas recombinantes. 30 
 

Tabla 9: Mapeo de epítopos de J695 usando tecnología BIAcore. 
 

 J695 de COS con ligando 
capturado 

J695 de CHO con ligando 
capturado  

Analito soluble   
IL12 hum ano 
rec. 

Positivo Positivo 

IL12 murino rec. Negativo Negativo 
 
Ejemplo 6: Estudios adicionales de afinidad de J695 por IL-12 35 
 
Se analizaron de forma cua ntitativa las inte racciones cinéticas moleculares entre antic uerpo J695 e IL -12 humana 
usando tecnología de resonancia de plasmón de BIAco re, y se der ivaron l as constantes de v elocidades cinéticas 
aparentes. 
 40 
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Se usó tecnología BIAcore para medir la unión de rhIL-12 soluble con J695 capturado en fase sólida. Se inmovilizó 
un anticuerpo IgG anti-humano de c abra en las micro placas biosensoras, después se inyectó una cantidad fija de 
J695 y se capturó en la superficie. Se apl icaron diversas concentraciones de rhIL-12, y se midió la unión de IL-12 a 
diferentes con centraciones de J69 5 en f unción d el tie mpo. Se calc ularon las c onstantes d e veloci dades d e 
disociación y a sociación aparentes, asumiendo disociación de orden cero y cinética de asociación de primer orden, 5 
así como  int eracción m olecular un o a uno se ncilla entre J 695 e  IL-12. S e r ealizaron tres  e xperimentos 
independientes, y  l os val ores mostrados s on med ias d e los tres expe rimentos. A p artir de estas medidas, se  
derivaron las constantes de velocidad de disociación (kd) y asoci ación (ka) aparentes y se usaron para calcular un 
valor de Kd para la inter acción (véase Tabla 10). Los result ados indicaron que J695 tiene una a lta afinidad por rhlL-
12. 10 
 

Tabla 10: Parámetros Cinéticos para Interacción entre J695 e IL-12 Humana 
 

Parámetro cinético Valor 
kd 3,71  0,40 x 10-5 s-1 
ka 3,81  0,48 x 105 M-1 s-1 
Kd 9,74 x 1011 M (14 ng/ml) 

 
Ejemplo 7: Características y actividad de neutralización de C17.15, un a nticuerpo monoclonal de rata para 15 
interleucina-12 murina 
 
Para evaluar la relevancia de estudios de tratamiento de IL-12 en modelos de ratón de inflamación y autoinmunidad 
usando anticuerpo monoclonales específicos para IL-12 murina para enfoques similares en enfermedad humana, se 
examinó la interacción de C17.15, un anticuerpo monoclonal anti-IL-12 murina de rata con IL-12 murina. Se evaluó la 20 
capacidad de C17.15 para neutralizar la actividad de IL-12 murina en un ensayo de proliferación de blastos por PHA, 
y para bloquear la unión de IL-12 muri na con receptores de superficie celular, así como la cinétic a de la interacción 
de unión de C 17.15-IL-12 murina. 
 
En un ensayo de proliferación de b lastos por PHA hum ano (Véase Ejemplo 3), se preincubaron diluciones en serie 25 
de C1 7.15 o l gG2a de rata (un antic uerpo de control) c on IL-12 muri na 230 p g/ml d urante 1 h ora a 37 ºC. Se  
añadieron blastocitos estimulados por PHA a las mezclas de IL-12-anticuerpo y se incubaron durante 3 días a 37 ºC. 
Las células se marcaron posteriormente durante 6 horas con [3H]-timidina 1 Ci/pocillo. Los cultivos se recogieron y 
se midi ó la i ncorporación de [3H]-timidina. S e midi ó la proliferación n o es pecífica d e fon do en ausencia de IL-1 2 
murina añadida. Todas las muestras se ensayaron por duplicado. Se descubrió que la CI50 (M) de C17.15 para IL-12 30 
murina recombinante en este ensayo era 1,4 x 10-11, en c omparación con el  valor de CI50 de 5,8 x 1 0-12 observada 
para J695 para IL-12 recombinante en las mismas condiciones (véase Tabla 11). 
 

Tabla 11: Comparación de las propiedades de anticuerpo monoclonal anti-IL-12 humana J695 y el anticuerpo 
monoclonal de rata anti-IL-12 de ratón C17.15 35 

 
Anticuerpo Epítopo Ensayo de Interacción Biomolecular  Ensayo de 

Unión del 
Receptor  

Ensayo de 
blastos de 

PHA 
  ka, velocidad 

de asociación 
(M-1 s-1) 

Kd, velocidad 
de disociación 

(s-1) 

Kd(M) CI50 (M) CI50 (M) 

J695 Hu p40 3,81 x 105 3,71 x 10-5 9,74 x10-11 1,1 x 10-11 5,8 x 10-12 
C17.15 Mu p40 3,80 x 105 1,84 x 10-4 4,80 x10-10 1,5 x 10-10 1,4 x 10-11 

 
La c apacidad de C17.15 para i nhibir la un ión de  IL-1 2 murina co n re ceptores cel ulares tam bién se mi dió. Se 
preincubaron d iluciones en s erie de C17.15 durante 1 hora a 37 ºC co n [ 125l]-IL-12 murina 1 00 pM e n tampón de 
unión. Las células 2D6 (2 x 106) se añadieron a la mezcla de anticuerpo/[125l]-IL-12 murina y se incubaron durante 2 40 
horas a temp eratura am biente. La ra diactividad un ida a c élula se s eparó de [ 125I]-IL-12 li bre, y se d eterminó la  
radiactividad unida a cé lula restante. La unión total de la IL-12 mur ina marcada con r eceptores en células 2D6 se 
determinó en ausencia de anticuerpo, y se determinó la unión no específica mediante la inclusión de IL-12 murina no 
marcada 25 mM en el ensayo. La unión específica se calculó como la unión total menos la unión no específica. Las 
incubaciones se llevaron a cabo por duplicado. Los resultados mostraron que C17.15 tiene una CI50 (M) de 1,5 x 10-45 
10 para inhibición de IL-12 murina con receptores celulares.  
 
La afinidad de C17.15 por IL-12 murina recombinante se evaluó mediante análisis de interacción biomolecular. Se 
inmovilizó un anticuerpo de cabra anti-IgG de rata en las microplacas biosensoras, seguido de una inyección de una 
cantidad fija del anticuerpo C17.15, dando como result ado captura de C17.1 en la s uperficie de l a microplaca. Se 50 
aplicaron d iversas conc entraciones d e IL-1 2 muri na rec ombinante a la superfic ie de C17.1 5, y la u nión de IL-12 
murina co n el  C17.15 i nmovilizado se m idió en fu nción del tiemp o. Se c alcularon l as c onstantes de  v elocidad d e 
disociación y asociación ap arentes, asumi endo u na d isociación de or den cero y c inética de as ociación de primer 
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orden así como una interacción molecular uno a uno sencilla entre el C17.15 inmovilizado e IL-12 murina. A partir de 
estas me diciones, se c alcularon las c onstantes d e ve locidad de disociación (k d, veloci dad d e disociación) y 
asociación (ka, velocidad de asociación) aparentes. Estos resultados se usaron para calcular un valor de Kd para l a 
interacción. Se observó una tasa de asociación de 3,8 x 105 M-1s-1, una velocidad de disociación de 1,84 x 10-4 s-1, y 
una Kd de 4,8 x 10-10 para la interacción IL-12 murina recombinante-C17.15. 5 
 
Las activid ades observadas de C 17.1  en actividad de IL -12 murina neutra lizadora y unión con receptor es d e 
superficie c elular, así c omo la c inética de unión de C1 7.15 c on IL-12  murina se  cor relacionan con  med iciones 
similares para la interacción J695-rhlL-12. Esto indica que los modos de acción del anticuerpo de rata anti-IL-12 de 
ratón C17. 15 y antic uerpo a nti-IL-12 humana J695 son casi idé nticos basá ndose en  velocidad de asociación, 10 
velocidad de d isociación, Kd, CI50, y el ens ayo de blastos de PHA. Por lo  tanto, se usó C17.1 5 como un anticuerpo 
homólogo a J 695 e n mod elos murin os de  inflamac ión y enfermedad autoinmune p ara estud iar l os efectos del  
bloqueo de IL-12 en el inicio o progresión de enfermedad en estos modelos animales (véase Ejemplo 8). 
 
Ejemplo 8: Tratamiento d e en fermedades au toinmunes o  b asadas en  in flamación en  rato nes p or 15 
administración de anticuerpo -IL-12 murina 
 
A. Supresión de artritis inducida por colágeno en ratones por el anticuerpo -IL-12 C17.15 
 
Se h a d emostrado un a c orrelación e ntre l os n iveles d e IL -12 y artriti s reum atoide (AR). Por ejemplo, s e h an 20 
detectado n iveles e levados de p7 0 d e IL-1 2 en  los s inovios de pacientes con AR  en  comparación c on co ntroles 
sanos (Morita et al (1998) Arthritis and Rheumatism. 41: 306-314). Por lo tanto, se  evaluó la capacidad de C17.15, 
un anticuerpo de rata anti-IL-12 de ratón para suprimir artritis inducida por colágeno en ratones. 
 
Se inmunizaron ratones macho DBA/1 (10/grupo) con colágeno de tipo II el Día 0 y se trataron con C 17.15, o IgG de 25 
rata de co ntrol a 10 mg/kg p or vía intrap eritoneal en días  alternos d el Día -1 (1 día antes de inmunización p or 
colágeno) al D ía 12. Los a nimales se s upervisaron c línicamente con respecto al desarrollo de artritis  en las p atas 
hasta el Día  90. L a artritis se cl asificó co mo: 0-n ormal; 1-artritis loc alizada e n una articulación; 2- más d e una 
articulación implicada pero no la pata completa; 3-pata completa implicada; 4-deformidad de la pata; 5-anquilosis de 
las articulaciones implicadas. La puntuación artrítica de un ratón fue la suma de las clasificaciones artríticas en cada 30 
pata individual del ratón (máximo = 20). Los resultados se expresan como media  ETM en cada grupo. 
 
Los resultados, como s e muestran en la F igura 4, i ndican que una puntuación artrítica fue m edible en los ratones 
tratados con C17.15 solamente después del día 50 postratamiento, y que la puntuación artrítica media pico obtenida 
con los rato nes tratados con  C17.15 fue a l menos 5 vece s menor qu e la medida en l os ratones trat ados con IgG. 35 
Esto demostró  que el a nticuerpo de rata anti-IL-12 de r atón C17.15 e vitó el d esarrollo d e artritis i nducida por 
colágeno en ratones. 
 
B. Supresión de colitis en ratones por el anticuerpo de rata -IL-12 murina C17.15 
 40 
Se ha d emostrado también que IL-12 desempeña un papel en el desarrollo/patología de colitis. Por ejemplo, se h a 
mostrado que anticuerpos an ti-IL-12 suprimen la e nfermedad en modelos de rató n de colitis, por ej emplo, ratones 
knockout para IL-2 con co litis inducida por TNBS (Simpson et al . (1998) J. Exp. Me d. 187(8): 1225-34). De f orma 
similar, se ha demostrado que anticuerpos anti-IL-2 suprimen formación de colitis en ratones knockout para IL-10. La 
capacidad del anticuerpo de rata anti-IL-12 de ratón, C17.15, para suprimir colitis TNBS en ratones se evaluó en dos 45 
estudios (Davidson et al. (1998) J. Immunol. 161 (6): 3143-9).  
 
En el pr imer e studio, l a col itis se ind ujo en  rat ones SJ L sin pat ógenos media nte l a a dministración de 1 50 l d e 
solución d e et anol al 50 % q ue conte nía 2, 0 mg de T NBS suministra dos media nte un  catéter de arteria um bilical 
pediátrica al  r ecto. Los  a nimales de cont rol se  trataro n con 150 l d e solución de  etano l al 50%  solamente. Se 50 
proporcionó una dosis sencilla de 0,75, 0,5, 0,25 o 0,1 mg de C17.15 o 0,75 mg de IgG2a de rata de control por vía 
intravenosa a través de la vena de la cola el día 11, y el efecto terapéutico del  tratamiento se evaluó pesando los 
animales l os d ías 11 y 17, y por pu ntuación histol ógica e l día 17. El p eso de los ra tones trata dos con C1 7.15 
aumentó en un periodo de 48 horas del tratamiento de anticuerpo y se normalizó el día 6 después de tratamiento. El 
efecto del tratamiento con C17.15 se confirmó de forma histológica. Además, también se realizaron evaluaciones de 55 
secreción de IFN- por linfocitos T CD4+ a partir de bazo y colon de los ratones tratados, así como niveles de IL-12 
de macrófagos derivados de colon o bazo de los ratones tratados (véase Tabla 12). 
 
En el segundo estudio, la dosificación se optimizó y los ratones se trataron con una dosis total de 0,1 mg o 0,5 mg 
de C1 7.15 o 0 ,1 mg de IgG2a de contro l, respectiv amente, dividi do e ntre lo s días 12 y 14. Se desc ubrió que l a 60 
administración de C17.15 en una dosis sencilla a la dosificación de 0,1 mg/ratón o 0,25 mg/ratón condujo solamente 
a mejora parcial en colitis inducida por TNBS y no dio como resultado una reducción significativa de la producción 
por linfocitos T CD4+ de IFN- in vitro, pero sí dio como resultado una reducción significativa de la secreción de IL-
12, e n c omparación co n c ontroles no  tratados. A  u na dosis senc illa de 0,5 mg/rat ón o más  se  observó u na 
respuesta. Tomando la dosis más baja de anticuerpo ensayado y administrándola en dos inyecciones divididas (los 65 
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días 12 y 14) mejoró el régimen de dosificación, lo que indica que múltiples dosis bajas pueden ser más eficaces que 
una dosis de embolada sencilla. Los datos obtenidos se muestran en la Tabla 12. 
 

Tabla 12: mAb anti-IL-12 de ratón C17.15 Suprime Colitis Establecida en Ratones 
 5 

Día de Inducción 
de Enfermedad 0 

Día de Tratamiento 
11 

Peso (g) Células CD4+ de 
bazo con IFN- 

(U/ml) 

Macrófagos de 
bazo con IL-12 

(pg/ml) 
  Día 11 Día 17   

TNBS + Etanol lgG2a de control 
0,75 mg 

16,0 15,26 3326 300 

TNBS + Etanol C17.15 0,75 mg 16,0 20,21 1732 0 
TNBS + Etanol C17.15 0,5 mg 16,36 19,94 1723 0 
TNBS + Etanol C17.15 0,25 mg 16,28 17,7 3618 7 
TNBS + Etanol C17.15 0,1 mg 16,2 17,98 3489 22 

Control de etanol  - 20,76 21,16 1135 0 
 
La administración de anti-IL-12 monoclonal C17.15 en dos dosis divididas separadas por un día sumando un total de 
0,1 mg/ratón o 0,5 mg/ratón condujo a inversión completa de colitis como se evaluó por debilitamiento y apariencia 
macroscópica del colon. Además, este programa de dosis condujo a regulación negativa significativa de producción 
por l infocitos T de la lám ina prop ia de IF N- y producción p or macr ófagos de IL- 12, de mo do que la ú ltima fu e 10 
comparable a  nivel es visto s en rato nes tratados co n etanol de c ontrol sin co litis de T NBS. Por lo ta nto, la  
administración de C17. 15 a mode los de ratón para colitis de TNBS invirtió la pro gresión de la enfermedad de un a 
manera dependiente de dosis. 
 
C. Supresión de encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) en ratones por anticuerpos -IL-12  15 
 
Se cree h abitualmente q ue IL-12 des empeña un p apel en la patogénesis d e escl erosis mú ltiple (MS). Se ha  
mostrado que el mensaje de p40 de IL-12 inducible se expresa en pl acas agudas de p acientes con MS pero no en 
lesiones de infarto cerebral inflamatorias (Windhagen, A. et al. (1995) J. Exp. Med. 18 2: 1985-1996). Los linfocitos T 
de p acientes con MS (per o no li nfocitos T de control)  estimula n la  producc ión d e IL-12 a partir de cél ulas 20 
presentadoras de antíge nos a través de expresión de CD40L desregulada (Balashov, K. E. et al. (1997) Proc. Natl.  
Acad Sci. USA 94: 599-603). Los pacientes con MS tienen secreción de IFN- potenciada que puede bloquearse con 
anticuerpos -IL-12 in vitro (Balashov, K. E. et al . (1997 ) Proc. Natl. Acad Sci. USA 94: 599- 603). Se detecta n 
niveles elevados de IL-12 en suero en pacientes con MS, pero no en otras enfermedades neurológicas (Nicoletti, F. 
et al. (1996) J. Neuroimmunol. 70: 87-90). Se ha mostrado que el aumento de la producción de IL-12 se correlaciona 25 
con actividad de enfermedad en pacientes con MS (Cormabella, M. et al. (1998) J. Clin. Invest. 102: 671-678). Se ha 
estudiado e l papel de  IL-1 2 e n la pato génesis d e un mo delo mur ino de escl erosis mú ltiple, e ncefalomielitis 
autoinmune experimental (EAE) (Leonard, J. P. et al . (1995) J. Exp. Med . 181: 281-386; Banerjee, S. et al . (1998) 
Arthritis Rheum. (1998) 41: S33; y Segal, B. M. et al. (1998) J. Exp. Med. 187: 537-546). Se sabe que la enfermedad 
en este modelo se induce por linfocitos T del subconjunto TH1. Por lo tanto, se evaluó la capacidad de anticuerpos -30 
IL-12 para evitar la aparición de EAE aguda. 
 
Se descubrió que un anticuerpo -IL-12 era capaz de inhibir la aparición de EAE aguda, de suprimir la enfermedad 
después de aparición, y de r educir la gr avedad de recaías en raton es i nmunizados con el autoantígeno, proteína 
básica de m ielina (B anerjee, S. et al . (19 98) Arthritis R heum. (1 998) 41: S33). L os efectos be neficiosos d e 35 
tratamiento con anticuerpo -IL-12 en l os r atones pers istieron durante más de  dos  meses después de detener e l 
tratamiento. También se ha demostrado que los anticuerpos anti-IL-12 suprimen la enfermedad en ratones que son 
receptores de linfocitos T encefalitogénicos por transferencia adoptiva (Leonard, J. P. et al. (1995) J. Exp. Med. 181: 
281-386). 
 40 
Ejemplo 9: Farmacología clínica de J695 
 
En un estudio de cruce, de doble ciego, se administró a 64 sujetos humanos masculinos sanos dosis crecientes de 
J695 o p lacebo. La medic ión de C3 a de  fragmento de l complemento antes de y 0,25 hor as de spués d e l a 
dosificación no demostró activación del sistema de complemento. Los niveles de CRP y fibrinógeno solo aumentaron 45 
en sujetos en los que se observaron síntomas de infecciones simultáneas. 
 
Todos los sujetos sobrevivieron y la tolerabilidad global de J695 fue muy buena. En ningún caso tuvo que detenerse 
el tratamie nto deb ido a ac ontecimientos ad versos (AA) . Los AA observ ados más h abitualmente fuer on cefal ea y 
resfriado común/bronquitis, ninguno de los cuales se categorizó como grave. 50 
 
Uno de los sujetos de estudio, un hombre soltero de 33 años de ed ad, padecía psoriasis guttata al comienzo del 
estudio. De a cuerdo con el diseñ o de estudio a leatorio, este sujeto por casua lidad recibió J6 95 5  mg/kg por  
administración SC. Diez día s antes d e la  admin istración del anticuerpo, el su jeto mostró solam ente l esiones 
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papulares disc retas pequeñas en los br azos y las p iernas. En el mome nto de l a administración del anticuerpo, e l 
sujeto pr esentó enroj ecimiento aumenta do, grosor de las  placas eritem atosas y a umento de h ipercaratosis. Un a 
semana después de l a administración de J 695, el su jeto informó de u na mejora en la afección cutánea, incluyendo 
aplanamiento de l as l esiones y una re ducción de la f ormación d e escamas. Poc o des pués d e la se gunda 
administración de J695 (IV 5 mg/kg), la piel del sujeto estaba totalmente limpia de lesiones psoriásicas, en ausencia 5 
de n ingún trat amiento loc al. Las p lacas eritematosas c ubiertas con escamas blancas reap arecieron junto con la 
eliminación esperada de J695 después de la segunda administración de anticuerpo. 
 
Ejemplo 10: Comparación de J695 producido por dos líneas celulares CHO 
 10 
Para e xpresión recomb inante de J 695, se  introd ujo un v ector de expresión rec ombinante q ue co dificaba ta nto l a 
cadena pesada de anticuerpo como la cadena ligera de anticuerpo en células CHO dhfr- (Urlaub, G. y Chasin, LA. 
(1980) Proc. N atl. Acas. Sci. USA 77: 4 216-4220) med iante transfecció n medi ada por fosfato cálcic o. Dentro del 
vector de  e xpresión recom binante, los genes d e ca dena pes ada y l igera de anticuerpo se unen cad a u no 
operativamente a elem entos regul adores potenci adores/promotores (por ej emplo, deriva dos de  SV40, CMV,  15 
adenovirus y similares, tales como un elemento regulador promotor de AdMLP/potenciador de CMV o un elemento 
regulador promotor de AdM LP/potenciador de SV40) para conducir n iveles a ltos de t ranscripción de los g enes. E l 
vector de expresión recombinante también porta un gen DHFR, que posibilita la selección de células CHO q ue se 
han transfectado con el vector usando selección/amplificación de metotrexato. 
 20 
Se disolvieron ciento c incuenta microgramos de u n vector de expresión que codifica las secuencias peptídicas del 
anticuerpo humano J695 en 2,7 ml de agua en un tubo cónico de 50 ml. Se añadieron trescientos l de CaCl2 2,5 M 
y esta mezcla de ADN se añadió en gotas a 3 ml de solución salina tamponada con HEPES 2 x en un tubo cónico de 
50 ml. D espués de a gitar en vórtex durante 5 seg undos e incubar a t emperatura ambiente durante 20 minutos, s e 
distribuyó 1 ml uniformemente sobre cada placa (aún en medio F12), y las placas se i ncubaron a 37 ºC dur ante 4 25 
horas. Se r etiró el líquido por aspiración y se añadieron 2 ml de DMSO 10% en F12 a cada placa. El choque con 
DMSO continuó durante 1 minuto, después de lo cual s e diluyó DMSO mediante la adic ión de 5 ml de PBS a cada 
placa. Las placas se l avaron dos veces en PBS, seguido de la adición de 10 m l de alfa MEM, compl ementado con 
H/T y  5 % de  FBS (selectivo  para c élulas que expresaban DHF R) e inc ubación durante un a n oche a  37 ºC. L as 
células se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 100 células por pocillo, y las placas se incubaron a 30 
37 ºC, CO2 5% durante dos semanas, con un cambio de medio por semana. 
 
Cinco días después del cambio de m edio final, se di luyeron sobrenadantes de cu ltivo 1:50 y se ensayaron usando 
un ELISA específico para cadena de IgG gamma humana. Los clones que producían la señal de ELISA más alta se 
transfirieron de las placas de 96 pocillos a placas de 12 pocillos en Alfa MEM 1,5 ml/pocillo más suero dializado 5%. 35 
Después de 3 días, se realizó otro ELISA específico para cadena IgG gamma humana, y los 12 clones con la mayor 
actividad se dividieron en el alfa MEM más suero dializado al 5% y MTX 20 nM. La línea celular 031898 218 que 
creció e n pres encia de MT X 20 nM sin n inguna mu erte celu lar ap arente ni red ucción en la tasa d e crecimie nto, 
produjo hIgG 1,8 g/ml en un  ensayo de tres días. Los cul tivos de T-25 de 031 898 218, que crecía n en medio que 
contenía MTX, produjeron una media de 11,9 g/ml de J695. La línea, designada ALP903, se adaptó a crecimiento 40 
en suspensión en condiciones sin suero, en las que produjo 7,5 pg de J695/célula/24 horas. 
 
Se pasaron células  ALP903, después de la selección inicial en medio alfa MEM/FBS 5%/MTX 20 nM, d e nuevo en 
MTX 20 nM. Las células se cultivaron en selección de MTX 100 nM, seguido de pase en MTX 500 nM dos veces en 
los si guientes 30 días. E n e se mome nto, el cu ltivo estaba pr oduciendo 32  g de J 695/ml/24 horas. El cultivo  se  45 
subclonó limitando la di lución. El  subclón 218-22 produjo 16,5 g/ml en una placa de 96 pocillos en 2 días y 50,3 
g/ml de J695 en una placa de 12 pocillos en 2 días. El c lon 218-22 se cultivó en alfa MEM/FBS dializado 5%/MTX 
500 nM durante 3 8 días, seguido d e a daptación a c ultivo en ag itación sin suero, como anteriormente. L a 
productividad específica de célu la m edia del c ultivo d e susp ensión sin su ero, d esignado ALP  905, fu e 58 
pg/célula/24 horas. 50 
 
La prim era lín ea cel ular us ada par a prod ucir J695 (ALP  903) di o com o resulta do re ndimientos má s bajos d el 
anticuerpo de cultivo que una segunda línea celular, ALP 905. Para asegurar que el J695 producido por ALP 905 era 
funcionalmente idéntico al producido a partir de ALP 903, ambos lotes de anticuerpos se evaluaron con respecto a 
afinidad de IL-12, con respecto a la capacidad para bloquear unión de IL-12 con receptores celulares, con respecto a 55 
la capacidad para inhibir la inducción de IFN- por IL-12, y con respecto a la capacidad para inhibir la proliferación de 
blastos por PHA mediada por IL-12. 
 
Las afin idades de los lotes de J69 5 ALP 903 y A LP 90 5 por  IL-12 se  determin aron midiendo las c onstantes d e 
velocidad cinética de unión con IL-12 mediante estudios de resonancia de plasmón superficial (análisis de BIAcore). 60 
La constante de velocidad de disoc iación (kd) y la  con stante d e v elocidad d e asociación (k a) de  los lotes  d e 
anticuerpo ALP903 y ALP905 para unión con rhlL-12 se determinaron en tres experimentos (como se ha descrito en 
el Ejemplo 3). La afini dad, Kd, de unión con IL-12 se calculó dividiendo la constante de velocidad de disociación por 
la constante de velocidad de asociación. Kd se calculó para cada experimento separado y después se promedió. Los 
resultados mo straron q ue l os parámet ros cinétic os deter minados y afi nidad d e un ión con rhIL- 12 fueron m uy 65 
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similares para lotes de J695 ALP 903 y ALP 905; l a Kd calculada fue 1,19  0,22 x 10-10 M para el lote ALP 90 3 y 
1,49  0,47 x 10-10 M para el lote ALP 905 (véase Tabla 13). 
 
Se evaluó la capacidad de J695 derivada tanto de ALP 903 como de ALP 905 para bloquear unión de rhIL-12 con 
receptores d e IL-12 en l infoblastos T  activa dos p or PHA  humanos (v éase Ejem plo 3).  Cad a mu estra de  J69 5 s e 5 
ensayó a una conce ntración de partid a de 1 x 10 -8 c on diluciones e n se rie 1 0 v eces. El a nticuerpo se pr eincubó 
durante 1 hora a 37 º C con [ 125l]-IL-12 humano 50 pM en tampón de uni ón. Se añadieron blastocitos de PHA a la 
mezcla de anticuerpo/[125l]-IL-12 humana y se incubaron durante 2 horas a temp eratura ambiente. La radi actividad 
unida a cél ula se separó d e [ 125I]-IL-12 libr e por etap as d e centrifug ación y l avado, y se ca lculó e l po rcentaje de  
inhibición. Los valores de CI50 para J695 se determinaron a partir de las curvas de inhibición usando ajuste de curva 10 
de 4 parámetros y se c onfirmaron por  d os e xperimentos independientes. Se  ll evaron a  ca bo inc ubaciones p or 
duplicado. Los resultados de los dos lotes de J695 fueron muy similares (véase Tabla 13). 
 
Se evaluó la capacidad de J695 de células tanto ALP 903  como ALP 90 5 para i nhibir producción de IFN- inducida 
por rh lL-12 por linfoblastos activados por  PHA humanos in vitro . Se preincubaron diluciones en serie de J695 con 15 
rhIL-12 200 pg/ml durante 1 hora a 37 ºC. Se añadieron células de linfoblastos de PHA y se i ncubaron durante 18 
horas a 37 ºC. Despu és de i ncubación, se retiró sobr enadante sin c élulas y se det erminó el n ivel de IF N- humano 
por ELISA. Los valores de CI50 de las curvas de inhibición se representaron frente a la concentración de anticuerpo 
usando ajuste de curva de 4 parám etros. Los resultados demuestran que la capacidad de los dos lotes para inhibir 
producción de IFN- es muy similar. 20 
 
El ensayo de proliferación de blastocitos por PHA in vitro se usó para medir la capacidad de neutralización de J695 
ALP 903 y ALP 905 para rhIL-12. Se preincubaron diluciones en serie de J695 de cada tipo con IL-12 humano 230 
pg/ml durante 1 hora a 3 7 ºC. A continu ación se añ adieron blastocitos de PHA y se incubaron durante 3 días a 37 
ºC. Las células se marcaron después durante 6 horas con [3H]-timidina 1 Ci/pocillo. Los cultivos se recogieron y se 25 
midió l a incorporación de [ 3H]-timidina. Se midió l a prol iferación no específica (fondo) en aus encia de rhIL-12. Se 
descubrió que los valores de CI50 para J695 ALP 903 y ALP 905 eran muy similares y se exponen en la Tabla 13. 
 
La actividad de los anticuerpos J695 en la neutralización de actividad de rhIL-12, en el b loque de unión de IL-12 con 
receptores de superficie celular, y en la u nión con rhIL- 12 no dismin uyó significativamente del l ote ALP 903 al l ote 30 
ALP 905, y por lo tanto los anticuerpos producidos a partir de estos dos tipos celulares diferentes eran equivalentes. 
 

Tabla 13: Comparación de las Propiedades de los lotes de J695 ALP 903 y ALP 905 
 

Anticuerpo ka, velocidad 
de as ociación 
(M-1,s-1) 

kd, velocidad 
de dis ociación 
(s-1) 

Kd (M) CI50 del ensayo 
de RB (M) 

CI50 del 
ensayo de  
blastos de  
PHA (M) 

CI50 del 
ensayo de  
IFN- (M) 

J695ALP903 3,75 x 105 4,46 x 10-5 1,19 x 10-10 3,4 x 10-11 5,5 x 10-12 5,8 x 10-12 
J695ALP905 3,91 x 105 5,59 x 105 1,49 x 10-10 3,0 x 10-11 4,4 x 10-12 4,3 x 10-12 

 35 
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<223> Xaa en la posición 1 podría ser His o Ser 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 4 podría ser Tyr o His 
 5 
<220>  
<223> Xaa en la posición 6 podría ser Tyr, Asn o Thr 
 
<400> 1 

 10 
<210> 2 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 15 
<220>  
<223> Xaa en la posición 2 podría ser Ser o Thr 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 4 podría ser Asp o Glu 20 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 5 podría ser Ser, Arg o Lys 
 
<220>  25 
<223> Xaa en la posición 6 podría ser Ser, Gly o Tyr 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 7 podría ser Leu, Phe, Thr o Ser 
 30 
<220>  
<223> Xaa en la posición 8 podría ser Arg, Ser, Thr, Trp o His 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 9 podría ser Gly o Pro 35 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 10 podría ser Ser, Thr, Ala o Leu 
 
<220>  40 
<223> Xaa en la posición 11 podría ser Arg, Ser, Met, Thr o Leu 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 12 podría ser Val, Ile, Thr, Met o Leu 
 45 
<400> 2 

 
<210> 3 
<211> 17 
<212> PRT 50 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 3 

 
<210> 4 55 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<220>  60 
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<223> Xaa en la posición 1 podría ser Gly o Tyr 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 3 podría ser Asp o Ser 
 5 
<220>  
<223> Xaa en la posición 4 podría ser Gln o Asn 
 
<400> 4 

 10 
<210> 5 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 15 
<220>  
<223> Xaa representa Ser o Glu 
 
<400> 5 

 20 
<210> 6 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<220>  
<223> Xaa en la posición 1 podría ser Ser o Thr 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 3 podría ser Ser o Gly 30 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 4 podría ser Arg o Ser 
 
<220>  35 
<223> Xaa en la posición 8 podría ser Gly o Val 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 9 podría ser Ser o Ala 
 40 
<220>  
<223> Xaa en la posición 10 podría ser Asn, Gly o Tyr 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 11 podría ser Thr o Asp 45 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 13 podría ser Lys o His 
 
<400> 6 50 

 
<210> 7 
<211> 115 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 55 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 6 podría ser Gln o Glu 
 
<220>  60 
<223> Xaa en la posición 16 podría ser Arg o Gly 
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<220>  
<223> Xaa en la posición 31 podría ser Ser o Glu 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 84 podría ser Lys o Asn 5 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 97 podría ser Thr, Ala o Lys 
 
<220>  10 
<223> Xaa en la posición 98 podría ser Thr o Lys 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 99 podría ser Ser o His 
 15 
<220>  
<223> Xaa en la posición 102 podría ser Tyr o His 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 104 podría ser Tyr, Asn o Thr 20 
 
<400> 7 
 

 25 
<210> 8 
<211> 112 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 30 
<220>  
<223> Xaa en la posición 1 podría ser Ser o Gln 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 2 podría ser Tyr o Ser 35 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 13 podría ser Thr o Ala 
 
<220>  40 
<223> Xaa en la posición 23 y 91 podría ser Ser o Thr 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 25 podría ser Gly o Ser 
 45 
<220>  
<223> Xaa en la posición 26 podría ser Arg o Ser 
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<220>  
<223> Xaa en la posición 30 podría ser Gly o Val 
 
<220>  5 
<223> Xaa en la posición 31 podría ser Ser o Ala 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 35 podría ser Lys o His 
 10 
<220>  
<223> Xaa en la posición 51 podría ser Gly o Lys 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 54 podría ser Gln o Asn 15 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 79 podría ser Val o Leu 
 
<220>  20 
<223> Xaa en la posición 93 podría ser Asp o Glu 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 94 podría ser Ser, Arg o Lys 
 25 
<220>  
<223> Xaa en la posición 95 podría ser Ser, Gly o Tyr 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 96 podría ser Leu, Phe, Thr o Ser 30 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 97 podría ser Arg, Ser, Thr, Trp o His 
 
<220>  35 
<223> Xaa en la posición 98 podría ser Gly o Pro 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 99 podría ser Ser, Thr, Ala o Leu 
 40 
<220>  
<223> Xaa en la posición 100 podría ser Arg, Ser, Met, Thr o Leu 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 101 podría ser Val, Ile, Thr, Met o Leu 45 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 32 podría ser Asn, Gly o Tyr 
 
<220>  50 
<223> Xaa en la posición 33 podría ser Thr o Asp 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 53 podría ser Asp o Ser 
 55 
<400> 8 
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<210> 9 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 5 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 2 podría ser Gly, Val, Cys o His 
 
<220>  10 
<223> Xaa en la posición 3 podría ser Ser o Thr 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 4 podría ser His, Thr, Val, Arg, o Ile 
 15 
<220>  
<223> Xaa en la posición 5 podría ser Asp o Ser 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 6 podría ser Asn, Lys, Ala, Thr, Ser, Phe, Trp, o His 20 
 
<400> 9 
 

 
<210> 10 25 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<220>  30 
<223> Xaa en la posición 4 podría ser Asp o Ser 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 5 representa cualquier aminoácido 
 35 
<220>  
<223> Xaa en la posición 6 podría ser Gly, Asp, Gln, Leu, Phe, Arg, His, Asn o Tyr 
 
<400> 10 
 40 

 
<210> 11 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 45 
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<220>  
<223> Xaa en la posición 1 podría ser Phe, Thr o Tyr 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 3 podría ser Arg o Ala 5 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 5 podría ser Asp, Ser, Glu o Ala 
 
<220>  10 
<223> Xaa en la posición 6 podría ser Gly o Arg 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 8 representa cualquier aminoácido 
 15 
<220>  
<223> Xaa en la posición 10 podría ser Tyr o Glu 
 
<400> 11 
 20 

 
 
<210> 12 
<211> 7 
<212> PRT 25 
<213> Homo sapiens 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 1 podría ser Gly, Tyr, Ser, Thr, Asn o Gln 
 30 
<400> 12 

 
 
<210> 13 
<211> 9 35 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 4 y 5 representa cualquier aminoácido 40 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 6 podría ser Tyr o His 
 
<220>  45 
<223> Xaa en la posición 7 podría ser Gly, Met, Ala, Asn o Ser 
 
<400> 13 
 

 50 
 
<210> 14 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 55 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 9 podría ser Ser, Cys, Arg, Asn, Asp o Thr 
 
<220>  60 
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<223> Xaa en la posición 10 podría ser Asn, Met o Ile 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 11 podría ser Thr, Tyr, Asp, His, Lys o Pro 
 5 
<400> 14 
 

 
 
<210> 15  10 
<211> 114 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<220>  15 
<223> Xaa en la posición 30 podría ser Ser o Glu 
<220>  
<223> Xaa en la posición 83 podría ser Lys o Asn 
 
<220>  20 
<223> Xaa en la posición 5 podría ser Gln o Glu 
 
<400> 15 
 

 25 
 
<210> 16 
<211> 112 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 30 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 1 podría ser Ser o Gln 
 
<220>  35 
<223> Xaa en la posición 2 podría ser Tyr o Ser 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 13 podría ser Thr o Ala 
 40 
<220>  
<223> Xaa en la posición 25 podría ser Gly o Ser 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 51 y 95 podría ser Gly o Tyr 45 
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<220>  
<223> Xaa en la posición 79 podría ser Val o Leu 
 
<400> 16 
 5 

 
 
<210> 17 
<211> 6 
<212> PRT 10 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 17 

 

 15 
 
<210> 18 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 20 
 
<400> 18 
 

 
 25 
<210> 19 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 30 
<400> 19 
 

 
 
<210> 20 35 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 20 40 
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<210> 21 
<211> 9 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 21 
 

 10 
 
<210> 22 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 22 
 

 
 20 
<210> 23 
<211> 115 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 23 
 

 
 
<210> 24 30 
<211> 112 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 24 35 
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<210> 25 
<211> 6 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 25 
 

 10 
 
<210> 26 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 26 
 

 
 20 
<210> 27 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 27 
 

 
 
<210> 28 30 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 28 35 
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<210> 29 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 5 
<400> 29 
 

 
 
<210> 30 10 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 30 15 
 

 
 
<210> 31 
<211> 115 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 31 
 25 

 
 
<210> 32 
<211> 112 
<212> PRT 30 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 32 
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<210> 33 
<211> 115 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 33 
 

 10 
 
<210> 34 
<211> 112 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 34 
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<210> 35 
<211> 115 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 35 
 

 10 
 
<210> 36 
<211> 112 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<220>  
<223> Xaa en la posición 32 representa Gly o Tyr 
 
<400> 36 20 
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<210> 37 
<211> 115 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 37 
 

 10 
 
<210> 38 
<211> 112 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 38 
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<210> 39 
<211> 115 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 39 
 

 10 
 
<210> 40 
<211> 112 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 40 
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<210> 41 
<211> 115 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 41 
 

 10 
 
<210> 42 
<211> 112 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 42 
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<210> 43 
<211> 115 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 43 
 

 10 
 
<210> 44 
<211> 112 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 44 
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<210> 45 
<211> 115 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 45 
 

 10 
 
<210> 46 
<211> 112 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 46 
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<210> 47 
<211> 115 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 47 
 

 10 
 
<210> 48 
<211> 112 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 48 
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<210> 49 
<211> 115 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 49 
 

 10 
 
<210> 50 
<211> 112 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 50 
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<210> 51 
<211> 115 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 51 
 

 10 
 
<210> 52 
<211> 112 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 52 
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<210> 53 
<211> 115 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 53 
 

 10 
 
<210> 54 
<211> 112 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 54 
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<210> 55 
<211> 115 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 55 
 

 10 
 
<210> 56 
<211> 112 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 56 
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<210> 57 
<211> 115 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 57 
 

 10 
 
<210> 58 
<211> 112 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 58 
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<210> 59 
<211> 115 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 59 
 

 10 
 
<210> 60 
<211> 112 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 60 
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<210> 61 
<211> 115 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 61 
 

 10 
 
<210> 62 
<211> 112 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 62 
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<210> 63 
<211> 115 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 63 
 

 10 
 
<210> 69 
<211> 112 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 64 
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<210> 65 
<211> 115 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 65 
 

 10 
 
<210> 66 
<211> 112 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 66 
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<210> 67 
<211> 115 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 67 
 

 10 
 
<210> 68 
<211> 112 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 68 
 

 20 
 

 

ES 2 390 849 T3 

100



 

<210> 69 
<211> 115 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 5 
<400> 69 
 

 
 
<210> 70 10 
<211> 112 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 70 15 
 

 
 
<210> 71 
<211> 115 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 71 
 25 
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<210> 72 
<211> 112 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 72 
 

 10 
 
<210> 73 
<211> 115 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 73 
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<210> 74 
<211> 112 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 74 
 

 10 
 
<210> 75 
<211> 115 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 75 
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<210> 76 
<211> 112 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 76 
 

 10 
 
<210> 77 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 77 
 

 
 20 
<210> 78 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
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<400> 78 
 

 
 
<210> 79 5 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 79 10 
 

 
 
<210> 80 
<211> 6 15 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 80 
 20 

 
 
<210> 81 
<211> 6 
<212> PRT 25 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 81 
 

 30 
 
<210> 82 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 35 
 
<400> 82 
 

 
 40 
<210> 83 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 45 
<400> 83 
 

 
<210> 84 
<211> 12 50 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 84 
 55 
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<210> 85 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 5 
<400> 85 
 

 
 
<210> 86 10 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 86 15 
 

 
 
<210> 87 
<211> 12 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 87 
 25 

 
 
<210> 88 
<211> 12 
<212> PRT 30 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 98 
 

 35 
 
<210> 89 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 40 
 
<400> 89 
 

 
 45 
<210> 90 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 50 
<400> 90 
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<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
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<400> 91 
 

 
<210> 92 
<211> 8 5 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 92 
 10 

 
 
<210> 93 
<211> 8 
<212> PRT 15 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 93 
 

 20 
 
<210> 94 
<211> 8 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 25 
 
<400> 94 
 

 
 30 
<210> 95 
<211> 8 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 35 
<400> 95 
 

 
 
<210> 96 40 
<211> 8 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 96 45 
 

 
 
<210> 97 
<211> 8 50 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 97 
 55 
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<210> 98 
<211> 8 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 5 
<400> 98 
 

 
 
<210> 99 10 
<211> 8 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 99 15 
 

 
 
<210> 100 
<211> 8 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 100 
 25 

 
 
<210> 101 
<211> 8 
<212> PRT 30 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 101 
 

 35 
 
<210> 102 
<211> 8 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 40 
 
<400> 102 
 

 
 45 
<210> 103 
<211> 8 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 50 
<400> 103 
 

 
 
<210> 104 55 
<211> 8 
<212> PRT 
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<213> Homo sapiens 
 
<400> 104 
 

 5 
 
<210> 105 
<211> 8 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 10 
 
<400> 105 
 

 
 15 
<210> 106 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 20 
<400> 106 
 

 
 
<210> 107 25 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 107 30 
 

 
 
<210> 108 
<211> 6 35 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 108 
 40 

 
 
<210> 109 
<211> 9 
<212> PRT 45 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 109 
 

 50 
 
<210> 110 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 55 
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<400> 110 
 

 
 
<210> 111 5 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 111 10 
 

 

 
 
<210> 112 15 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 112 20 
 

 
 
<210> 113 
<211> 12 25 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 113 
 30 

 
 
<210> 114 
<211> 12 
<212> PRT 35 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 114 
 

 40 
 
<210> 115 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 45 
 
<400> 115 
 

 
 50 
<210> 116 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
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<400> 116 
 

 
 
<210> 117 5 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 117 10 
 

 
 
<210> 118 
<211> 12 15 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 118 
 20 

 
 
<210> 119 
<211> 12 
<212> PRT 25 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 119 
 

 30 
 
<210> 120 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 35 
 
<400> 120 
 

 
 40 
<210> 121 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 45 
<400> 121 
 

 
 
<210> 122 50 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 122 55 
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<210> 123 
<211> 12 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 123 
 

 10 
 
<210> 124 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 124 
 

 
 20 
<210> 125 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 125 
 

 
 
<210> 126 30 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 126 35 
 

 
 
<210> 127 
<211> 12 40 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 127 
 45 

 
 
<210> 128 
<211> 12 
<212> PRT 50 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 128 
 

 55 
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<210> 129  
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 5 
<400> 129 
 

 
 
<210> 130 10 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 130 15 
 

 
 
<210> 131 
<211> 12 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 131 
 25 

 
 
<210> 132 
<211> 12 
<212> PRT 30 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 132 
 

 35 
 
<210> 133 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 40 
 
<400> 133 
 

 
 45 
<210> 134 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 50 
<400> 134 
 

 
 
<210> 135 55 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
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<400> 135 
 

 
 
<210> 136 5 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 136 10 
 

 
 
<210> 137 
<211> 13 15 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 137 
 20 

 
 
<210> 138 
<211> 13 
<212> PRT 25 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 138 
 

 30 
 
<210> 139 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 35 
 
<400> 139 
 

 
 40 
<210> 140 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 45 
<400> 140 
 

 
 
<210> 141 50 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 141 55 
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<210> 142 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 5 
<400> 142 
 

 
 
<210> 143 10 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 143 15 
 

 
 
<210> 144 
<211> 13 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 144 
 25 

 
 
<210> 145 
<211> 13 
<212> PRT 30 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 145 
 

 35 
 
<210> 146 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 40 
 
<400> 146 
 

 
 45 
<210> 147 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 50 
<400> 147 
 

 
 
<210> 148 55 
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<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 148 5 
 

 
<210> 149 
<211> 13 
<212> PRT 10 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 149 

 
<210> 150 15 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 150 20 
 

 
 
<210> 151 
<211> 13 25 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 151 
 30 

 
 
<210> 152 
<211> 13 
<212> PRT 35 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 152 
 

 40 
 
<210> 153 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 45 
 
<400> 153 

 
 
<210> 154 50 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 154 55 
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<210> 155 
<211> 13 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 155 

 
 10 
<210> 156 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 15 
<400> 156 
 

 
 
<210> 157 20 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 157 25 
 

 
 
<210> 158 
<211> 13 30 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 158 
 35 

 
 
<210> 159 
<211> 13 
<212> PRT 40 
<213> Homo sapiens  
 
<400> 159 
 

 45 
 
<210> 160 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 50 
 
<400> 160 
 

 
 55 
<210> 161 
<211> 13 
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<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 161 
 5 

 
 
<210> 162 
<211> 13 
<212> PRT 10 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 162 
 

 15 
 
<210> 163 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 20 
 
<400> 163 
 

 
 25 
<210> 164 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 30 
<400> 164 
 

 
 
<210> 165 35 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 165 40 
 

 
 
<210> 166 
<211> 13 45 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 166 
 50 

 
 
<210> 167 
<211> 13 
<212> PRT 55 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 167 
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<210> 168 
<211> 13 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 168 
 

 10 
 
<210> 169 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 169 
 

 
 20 
<210> 170 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 170 
 

 
 
<210> 171 30 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 171 35 
 

 
 
<210> 172 
<211> 13 40 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 172 
 45 

 
 
<210> 173  
<211> 13 
<212> PRT 50 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 173 
 

 55 
 
<210> 174 
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<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 174 5 
 

 
 
<210> 175 
<211> 13 10 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 175 
 15 

 
 
<210> 176 
<211> 13 
<212> PRT 20 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 176 
 

 25 
 
<210> 177 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 30 
 
<400> 177 
 

 
 35 
<210> 178 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 40 
<400> 178 
 

 
 
<210> 179 45 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 179 50 
 

 
 
<210> 180 
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<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 180 5 
 

 
 
<210> 181 
<211> 13 10 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 181 
 15 

 
 
<210> 182 
<211> 13 
<212> PRT 20 
<213> Homo sapiens  
 
<400> 182 
 

 25 
 
<210> 183 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 30 
 
<400> 183 
 

 
 35 
<210> 184 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 40 
<400> 184 
 

 
 
<210> 185 45 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 185 50 
 

 
 
<210> 186 
<211> 13 55 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
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<400> 186 
 

 
 5 
<210> 187 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 10 
<400> 187 

 
 
<210> 188 
<211> 13 15 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 188 
 20 

 
 
<210> 189 
<211> 13 
<212> PRT 25 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 189 
 

 30 
 
<210> 190 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 35 
 
<400> 190 

 
 
<210> 191 40 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 191 45 

 
 
<210> 192 
<211> 13 
<212> PRT 50 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 192 
 

 55 
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<210> 193 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 5 
 
<400> 193 
 

 
 10 
<210> 194 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 15 
<400> 194 
 

 
 
<210> 195 20 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 195 25 
 

 
 
<210> 196 
<211> 13 30 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 196 
 35 

 
 
<210> 197 
<211> 13 
<212> PRT 40 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 197 
 

 45 
 
<210> 198 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 50 
 
<400> 198 
 

 
 55 
<210> 199 
<211> 12 
<212> PRT 
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<213> Homo sapiens 
 
<400> 199 
 

 5 
 
<210> 200 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 10 
 
<400> 200 
 

 
 15 
<210> 201 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 20 
<400> 201 
 

 
 
<210> 202 25 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 202 30 
 

 
 
<210> 203 
<211> 12 35 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 203 
 40 

 
 
<210> 204 
<211> 12 
<212> PRT 45 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 204 
 

 50 
 
<210> 205 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 55 
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<400> 205 
 

 
 
<210> 206 5 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 206 10 
 

 
 
<210> 207 
<211> 12 15 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 207 
 20 

 
 
<210> 208 
<211> 12 
<212> PRT 25 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 208 
 

 30 
 
<210> 209 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 35 
 
<400> 209 
 

 
 40 
<210> 210 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 45 
<400> 210 
 

 
 
<210> 211 50 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 

 

ES 2 390 849 T3 

125



 

<400> 211 
 

 
 
<210> 212 5 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 212 10 
 

 
 
<210> 213 
<211> 12 15 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 213 
 20 

 
 
<210> 214 
<211> 12 
<212> PRT 25 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 214 
 

 30 
 
<210> 215 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 35 
 
<400> 215 
 

 
 40 
<210> 216 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 45 
<400> 216 
 

 
 
<210> 217 50 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 217 55 
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<210> 218 
<211> 12 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 218 
 

 10 
 
<210> 219 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 219 
 

 
 20 
<210> 220 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 220 
 

 
 
<210> 221 30 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 221 35 
 

 
 
<210> 222 
<211> 12 40 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 222 
 45 

 
 
<210> 223 
<211> 12 
<212> PRT 50 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 223 
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<210> 224 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 5 
<400> 224 
 

 
 
<210> 225 10 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 225 15 
 

 
 
<210> 226 
<211> 12 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 226 
 25 

 
 
<210> 227 
<211> 12 
<212> PRT 30 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 227 
 

 35 
 
<210> 228 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 40 
 
 
<400> 228 
 

 45 
 
<210> 229 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 50 
 
<400> 229 
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<210> 230 
<211> 12 
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<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 230 
 5 

 
 
<210> 231 
<211> 12 
<212> PRT 10 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 231 
 

 15 
 
<210> 232 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 20 
 
<400> 232 
 

 
 25 
<210> 233 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 30 
<400> 233 
 

 
 
<210> 234 35 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens  
 
<400> 234 40 
 

 
 
<210> 235 
<211> 12 45 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 235 
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<211> 12 
<212> PRT 55 
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<400> 236 
 

 
 
<210> 237 5 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 237 10 
 

 
 
<210> 238 
<211> 12 15 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
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<210> 239 
<211> 12 
<212> PRT 25 
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<210> 240 
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<210> 243 
<211> 12 
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 20 
<210> 245 
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<210> 247 
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<210> 249 
<211> 12 
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<210> 250 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
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<210> 251 
<211> 12 
<212> PRT 
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<400> 251 
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<210> 252 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
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<210> 253 40 
<211> 12 
<212> PRT 
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<210> 254 
<211> 12 50 
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 55 
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<210> 255 
<211> 12 
<212> PRT 
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 5 
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<211> 12 
<212> PRT 
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<211> 12 20 
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<210> 263 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 20 
<400> 263 
 

 
 
<210> 264 25 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 264 30 
 

 
 
<210> 265 
<211> 12 35 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 265 
 40 

 
 
<210> 266 
<211> 12 
<212> PRT 45 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 266 
 

 50 
 
<210> 267 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 55 
 
<400> 267 

 

ES 2 390 849 T3 

134



 

 
 
<210> 268 
<211> 10 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 268 
 

 10 
 
<210> 269 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 269 
 

 
 20 
<210> 270 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 270 
 

 
 
<210> 271 30 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 271 35 
 

 
 
<210> 272  
211> 12 40 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 272 

 45 
 
<210> 273 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 50 
 
<400> 273 
 

 
 55 

 

ES 2 390 849 T3 

135



 

<210> 274 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 5 
<400> 274 
 

 
 
<210> 275 10 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 275 15 
 

 
 
<210> 276 
<211> 12 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 276 
 25 

 
 
<210> 277 
<211> 12 
<212> PRT 30 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 277 
 

 35 
 
<210> 278 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 40 
 
<400> 278 
 

 
 45 
<210> 279  
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 50 
<400> 279 
 

 
 
<210> 280 55 

 

ES 2 390 849 T3 

136



 

<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens  
 
<400> 280 5 
 

 
 
<210> 281 
<211> 12 10 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 281 
 15 

 
 
<210> 282 
<211> 12 
<212> PRT 20 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 282 
 

 25 
 
<210> 283 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 30 
 
<400> 283 
 

 
 35 
<210> 284 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 40 
<400> 284 
 

 
 
<210> 285 45 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 285 50 
 

 
 
<210> 286 
<211> 12 55 
<212> PRT 

 

ES 2 390 849 T3 

137



 

<213> Homo sapiens 
 
<400> 286 
 

 5 
 
<210> 287 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 10 
 
<400> 287 
 

 
 15 
<210> 288 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 20 
<400> 288 
 

 
 
<210> 289 25 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 289 30 
 

 
 
<210> 290 
<211> 9 35 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 290 
 40 

 
 
<210> 291 
<211> 9 
<212> PRT 45 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 291 
 

 50 
 
<210> 292 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 55 
 
<400> 292 
 

 

ES 2 390 849 T3 

138



 

 
 
<210> 293 
<211> 9 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 293 
 

 10 
 
<210> 294 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 294 
 

 
 20 
<210> 295 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 295 
 

 
 
<210> 296 30 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 296 35 
 

 
 
<210> 297 
<211> 9 40 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 297 
 45 

 
 
<210> 298 
<211> 9 
<212> PRT 50 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 298 
 

 55 
 
<210> 299 

 

ES 2 390 849 T3 

139



 

<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 299 5 
 

 
 
<210> 300 
<211> 9 10 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 300 
 15 

 
 
<210> 301 
<211> 9 
<212> PRT 20 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 301 
 

 25 
 
<210> 302 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 30 
 
<400> 302 
 

 
 35 
<210> 303 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 40 
 
<400> 303 
 

 
 45 
<210> 304 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 50 
<400> 304 
 

 
 
<210> 305 55 
<211> 9 
<212> PRT 

 

ES 2 390 849 T3 

140



 

<213> Homo sapiens 
 
<400> 305 
 

 5 
 
<210> 306 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 10 
 
<400> 306 
 

 
 15 
<210> 307 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 20 
<400> 307 
 

 
 
<210> 308 25 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 308 30 
 

 
 
<210> 309 
<211> 9 35 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 309 
 40 

 
 
<210> 310 
<211> 9 
<212> PRT 45 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 310 
 

 50 
 
<210> 311 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 55 
 

 

ES 2 390 849 T3 

141



 

<400> 311 
 

 
 
<210> 312 5 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 312 10 
 

 
 
<210> 313 
<211> 9 15 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 313 
 20 

 
 
<210> 314 
<211> 9 
<212> PRT 25 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 314 
 

 30 
 
<210> 315 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 35 
 
<400> 315 
 

 
 40 
<210> 316 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 45 
<400> 316 
 

 
 
<210> 317 50 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 317 55 
 

 

 

ES 2 390 849 T3 

142



 

<210> 318 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 5 
<400> 318 
 

 
 
<210> 319 10 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 319 15 
 

 
 
<210> 320 
<211> 9 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 320 
 25 

 
 
<210> 321 
<211> 9 
<212> PRT 30 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 321 
 

 35 
 
<210> 322 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 40 
 
<400> 322 
 

 
 45 
<210> 323 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 50 
<400> 323 
 

 
 
<210> 324 55 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 

 

ES 2 390 849 T3 

143



 

<400> 324 
 

 
 
<210> 325 5 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 325 10 
 

 
 
<210> 326 
<211> 9 15 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
 
<400> 326 20 
 

 
 
<210> 327 
<211> 9 25 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 327 
 30 

 
 
<210> 328 
<211> 9 
<212> PRT 35 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 328 
 

 40 
 
<210> 329 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 45 
 
<400> 329 
 

 
 50 
<210> 330 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 55 
<400> 330 

 

ES 2 390 849 T3 

144



 

 
 
<210> 331 
<211> 9 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 331 
 

 10 
 
<210> 332 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens  15 
 
<400> 332 
 

 
 20 
<210> 333 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 333 
 

 
 
<210> 334 30 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 334 35 
 

 
 
<210> 335 
<211> 17 40 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 335 
 45 

 
 
<210> 336 
<211> 17 
<212> PRT 50 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 336 
 

 

ES 2 390 849 T3 

145



 

 
 
<210> 337 
<211> 17 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 337 
 

 10 
 
<210> 338 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 338 
 

 
 20 
<210> 339 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 339 
 

 
 
<210> 340 30 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 340 35 
 

 
 
<210> 341 
<211> 17 40 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 341 
 45 

 

ES 2 390 849 T3 

146



 

 
 
<210> 342 
<211> 17 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 342 
 

 10 
 
<210> 343 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 343 
 

 
 20 
<210> 344 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 344 
 

 
 
<210> 345 30 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 345 35 
 

 
 
<210> 346 
<211> 17 40 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 346 
 45 

 

ES 2 390 849 T3 

147



 

 
 
<210> 347 
<211> 17 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens  
 
<400> 347 
 

 10 
 
<210> 348 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 348 
 

 
 20 
<210> 349 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 349 
 

 
 
<210> 350 30 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 350 35 
 

 
 
<210> 351 
<211> 17 40 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 351 
 45 

 

 

ES 2 390 849 T3 

148



 

<210> 352 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 5 
<400> 352 
 

 
 
<210> 353 10 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 353 15 
 

 
 
<210> 354 
<211> 17 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 354 
 25 

 
 
<210> 355 
<211> 17 
<212> PRT 30 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 355 
 

 35 
 
<210> 356 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 40 
 
<400> 356 
 

 
 45 
<210> 357 
<211> 17 
<212> PRT 

 

ES 2 390 849 T3 

149



 

<213> Homo sapiens 
 
<400> 357 
 

 5 
 
<210> 358 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 10 
 
<400> 358 
 

 
 15 
<210> 359 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 20 
<400> 359 
 

 
 
<210> 360 25 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 360 30 
 

 
 
<210> 361 
<211> 17 35 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 361 
 40 

 
 
<210> 362 
<211> 17 
<212> PRT 45 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 362 

 

ES 2 390 849 T3 

150



 

 

 
 
<210> 363 
<211> 17 5 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 363 
 10 

 
 
<210> 364 
<211> 17 
<212> PRT 15 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 364 
 

 20 
 
<210> 365 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 25 
 
<400> 365 
 

 
 30 
<210> 366 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens  
 35 
<400> 366 
 

 
 
<210> 367 40 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 367 45 
 

 

ES 2 390 849 T3 

151



 

 
 
<210> 368 
<211> 17 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 368 
 

 10 
 
<210> 369 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 369 
 

 
 20 
<210> 370 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 370 
 

 
 
<210> 371 30 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 371 35 
 

 
 
<210> 372 
<211> 17 40 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 372 
 45 

 
 

 

ES 2 390 849 T3 

152



 

<210> 373  
211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 5 
<400> 373 
 

 
 
<210> 374 10 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 374 15 
 

 
 
<210> 375 
<211> 17 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 375 
 25 

 
 
<210> 376  
211> 17 30 

 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 376 35 
 

 
 
<210> 377 
<211> 17 40 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 377 
 45 

 
 
<210> 378 
<211> 17 
<212> PRT 50 

 

ES 2 390 849 T3 

153



 

<213> Homo sapiens 
 
<400> 378 
 

 5 
 
<210> 379 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 10 
 
<400> 379 
 

 
 15 
<210> 380 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 20 
<400> 380 
 

 
 
<210> 381 25 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 381 30 
 

 
 
<210> 382 
<211> 17 35 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 382 
 40 

 
 
<210> 383 
<211> 17 
<212> PRT 45 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 383 
 

 

ES 2 390 849 T3 

154



 

 
 
<210> 384 
<211> 17 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 384 
 

 10 
 
<210> 385 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 385 
 

 
 20 
<210> 386 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 386 
 

 
 
<210> 387 30 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 387 35 
 

 
 
<210> 388 
<211> 17 40 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 388 
 45 

 

ES 2 390 849 T3 

155



 

 
 
<210> 389 
<211> 17 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 389 
 

 10 
 
<210> 390 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens  15 
 
<400> 390 
 

 
 20 
<210> 391 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 391 
 

 
 
<210> 392 30 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 392 35 
 

 
 
<210> 393 
<211> 17 40 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 393 
 45 

 

 

ES 2 390 849 T3 

156



 

<210> 394 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 5 
<400> 394 
 

 
 
<210> 395 10 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 395 15 
 

 
 
<210> 396 
<211> 17 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 396 
 25 

 
 
<210> 397 
<211> 17 
<212> PRT 30 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 397 
 

 35 
 
<210> 398 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 40 
 
<400> 398 
 

 
 45 
<210> 399 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 50 

 

ES 2 390 849 T3 

157



 

<400> 399 
 

 
 
<210> 400 5 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 400 10 
 

 
 
<210> 401 
<211> 17 15 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 401 
 20 

 
 
<210> 402 
<211> 17 
<212> PRT 25 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 402 
 

 30 
 
<210> 403 
<211> 17 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 35 
 
<400> 403 
 

 
 40 
<210> 404 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 45 
<400> 404 
 

 

 

ES 2 390 849 T3 

158



 

<210> 405 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 5 
<400> 405 
 

 
 
<210> 406 10 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 406 15 
 

 
 
<210> 407 
<211> 6 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 407 
 25 

 
 
<210> 408 
<211> 6 
<212> PRT 30 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 408 
 

 35 
 
<210> 409 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 40 
 
<400> 409 
 

 
 45 
<210> 410 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 50 
<400> 410 
 

 
 
<210> 411 55 
<211> 6 
<212> PRT 

 

ES 2 390 849 T3 

159



 

<213> Homo sapiens 
 
<400> 411 
 

 5 
 
<210> 412 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 10 
 
<400> 412 
 

 
 15 
<210> 413 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 20 
<400> 413 
 

 
 
<210> 414 25 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 414 30 
 

 
 
<210> 415 
<211> 6 35 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 415 
 40 

 
 
<210> 416 
<211> 6 
<212> PRT 45 
<213> Homo sapiens 
 
 
<400> 416 
 50 

 
 
<210> 417 
<211> 6 
<212> PRT 55 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 417 

 

ES 2 390 849 T3 

160



 

 
 
<210> 418 
<211> 6 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 418 
 

 10 
 
<210> 419 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 419 
 

 
 20 
<210> 420 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 420 
 

 
 
<210> 421 30 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 421 35 
 

 
 
<210> 422 
<211> 6 40 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens  
 
<400> 422 
 45 

 
 
<210> 423 
<211> 6 
<212> PRT 50 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 423 
 

 55 

 

ES 2 390 849 T3 

161



 

<210> 424 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 5 
<400> 424 
 

 
 
<210> 425 10 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 425 15 
 

 
 
<210> 426 
<211> 6 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 426 
 25 

 
 
<210> 427 
<211> 6 
<212> PRT 30 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 427 
 

 35 
 
<210> 428 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 40 
 
<400> 428 
 

 
 45 
<210> 429 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 50 
<400> 429 
 

 
 
<210> 430 55 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 

 

ES 2 390 849 T3 

162



 

<400> 430 
 

 
 
<210> 431 5 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 431 10 
 

 
 
<210> 432 
<211> 6 15 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 432 
 20 

 
 
<210> 433 
<211> 6 
<212> PRT 25 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 433 
 

 30 
 
<210> 434 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 35 
 
<400> 434 
 

 
 40 
<210> 435 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 45 
<400> 435 
 

 
 
<210> 436 50 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 436 55 
 

 

 

ES 2 390 849 T3 

163



 

 
<210> 437 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 5 
 
<400> 437 
 

 
 10 
<210> 438 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 15 
<400> 438 
 

 
 
<210> 439 20 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 439 25 
 

 
 
<210> 440 
<211> 6 30 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 440 
 35 

 
 
<210> 441 
<211> 6 
<212> PRT 40 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 441 
 

 45 
 
<210> 442 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 50 
 
<400> 442 
 

 
 55 
<210> 443 
<211> 6 

 

ES 2 390 849 T3 

164



 

<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 443 
 5 

 
 
<210> 444 
<211> 6 
<212> PRT 10 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 444 
 

 15 
 
<210> 445 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 20 
 
 
<400> 445 
 

 25 
 
<210> 446 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 30 
 
<400> 446 
 

 
 35 
<210> 447 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 40 
<400> 447 
 

 
 
<210> 448 45 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 448 50 
 

 
 
<210> 449 
<211> 6 55 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 

 

ES 2 390 849 T3 

165



 

<400> 449 
 

 
 
<210> 450 5 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 450 10 
 

 
 
<210> 451 
<211> 6 15 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens  
 
<400> 451 
 20 

 
 
<210> 452 
<211> 6 
<212> PRT 25 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 452 
 

 30 
 
<210> 453 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 35 
 
<400> 453 
 

 
 40 
<210> 454 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 45 
<400> 454 
 

 
 
<210> 455 50 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 455 55 
 

 

ES 2 390 849 T3 

166



 

 
 
<210> 456 
<211> 6 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 456 
 

 10 
 
<210> 457 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 457 
 

 
 20 
<210> 458 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 458 
 

 
 
<210> 459 30 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 459 35 
 

 
 
<210> 460 
<211> 6 40 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 460 
 45 

 
 
<210> 461 
<211> 6 
<212> PRT 50 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 461 
 

 55 
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<210> 462 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 5 
<400> 462 
 

 
 
<210> 463 10 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 463 15 
 

 
 
<210> 464 
<211> 6 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 464 
 25 

 
 
<210> 465 
<211> 6 
<212> PRT 30 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 465 
 

 35 
 
<210> 466 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 40 
 
<400> 466 
 

 
 45 
<210> 467 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 50 
<400> 467 
 

 
 
<210> 468 55 
<211> 6 
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<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 468 
 5 

 
 
<210> 469 
<211> 6 
<212> PRT 10 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 469 
 

 15 
 
<210> 470 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 20 
 
<400> 470 
 

 
 25 
<210> 471 
 <211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 30 
<400> 471 
 

 
 
<210> 472 35 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 472 40 
 

 
 
<210> 473 
<211> 13 45 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 473 
 50 

 
 
<210> 474 
<211> 13 
<212> PRT 55 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 474 
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<210> 475 
<211> 13 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 475 
 

 10 
 
<210> 476 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 476 
 

 
 20 
<210> 477  
211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 477 
 

 
 
<210> 478 30 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 478 35 
 

 
 
<210> 479 
<211> 13 40 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 479 
 45 

>210> 480 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 50 
<400> 480 
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<210> 481 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 5 
<400> 481 
 

 
 
<210> 482  10 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 482 15 
 

 
 
<210> 483 
<211> 13 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 483 
 25 

 
 
<210> 484 
<211> 13 
<212> PRT 30 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 484 
 

 35 
 
<210> 485 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 40 
 
<400> 485 
 

 
 45 
<210> 486 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 50 
<400> 486 
 

 
 
<210> 487 55 
<211> 13 
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<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 487 
 5 

 
 
<210> 488 
<211> 13 
<212> PRT 10 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 488 
 

 15 
 
<210> 489 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 20 
 
<400> 489 
 

 
 25 
<210> 490 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 30 
<400> 490 
 

 
 
<210> 491 35 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 491 40 
 

 
 
<210> 492 
<211> 13 45 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 492 
 50 

 
 
<210> 493 
<211> 13 
<212> PRT 55 
<213> Homo sapiens 
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<400> 493 
 

 
 
<210> 494 5 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 494 10 
 

 
 
<210> 495 
<211> 13 15 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 495 
 20 

 
 
<210> 496 
<211> 13 
<212> PRT 25 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 496 
 

 30 
 
<210> 497 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 35 
 
<400> 497 
 

 
 40 
<210> 498 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 45 
<400> 498 
 

 
 
<210> 499 50 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 499 55 
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<210> 500 
<211> 13 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 500 
 

 10 
 
<210> 501 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 501 
 

 
 20 
<210> 502 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 502 
 

 
 
<210> 503 30 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 503 35 
 

 
 
<210> 504 
<211> 13 40 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 504 
 45 

 
 
<210> 505 
<211> 13 
<212> PRT 50 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 505 
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<210> 506 
<211> 7 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 506 
 

 10 
 
<210> 507 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 507 
 

 
 20 
<210> 508 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 508 
 

 
 
<210> 509 30 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens  
 
<400> 509 35 
 

 
 
<210> 510 
<211> 7 40 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 510 
 45 

 
 
<210> 511 
<211> 7 
<212> PRT 50 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 511 
 

 55 
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<210> 512 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 5 
<400> 512 
 

 
 
<210> 513 10 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 513 15 
 

 
 
<210> 514 
<211> 7 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 514 
 25 

 
 
<210> 515 
<211> 7 
<212> PRT 30 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 515 
 

 35 
 
<210> 516 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 40 
 
<400> 516 
 

 
 45 
<210> 517 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 50 
<400> 517 
 

 
 
<210> 518 55 
<211> 7 
<212> PRT 
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<213> Homo sapiens 
 
<400> 518 
 

 5 
 
<210> 519 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 10 
 
<400> 519 
 

 
 15 
<210> 520 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 20 
<400> 520 
 

 
 
<210> 521 25 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 521 30 
 

 
 
<210> 522 
<211> 7 35 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 522 
 40 

 
 
<210> 523 
<211> 7 
<212> PRT 45 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 523 
 

 50 
 
<210> 524 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 55 
 
<400> 524 
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<210> 525 
<211> 7 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 525 
 

 10 
 
<210> 526 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 526 
 

 
 20 
<210> 527 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 527 
 

 
 
<210> 528 30 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 528 35 
 

 
 
<210> 529 
<211> 7 40 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 529 
 45 

 
 
<210> 530 
<211> 7 
<212> PRT 50 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 530 
 

 55 
 
<210> 531 
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<211> 7 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 531 5 
 

 
 
<210> 532 
<211> 7 10 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
 
<400> 532 15 
 

 
 
<210> 533 
<211> 7 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 533 
 25 

 
 
<210> 534 
<211> 12 
<212> PRT 30 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 534 
 

 35 
 
<210> 535 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 40 
 
<400> 535 
 

 
 45 
<210> 536 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 50 
<400> 536 
 

 
 
<210> 537 55 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
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<400> 537 
 

 
 
<210> 538 5 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens  
 
<400> 538 10 
 

 
 
<210> 539 
<211> 12 15 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 539 
 20 

 
 
<210> 540 
<211> 12 
<212> PRT 25 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 540 
 

 30 
 
<210> 541 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 35 
 
<400> 541 
 

 
 40 
<210> 542 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 45 
<400> 542 
 

 
 
<210> 543 50 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 543 55 
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<210> 544 
<211> 12 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 544 
 

 10 
 
<210> 545 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 545 
 

 
 20 
<210> 546 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 546 
 

 
 
<210> 547 30 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 547 35 
 

 
 
<210> 548 
<211> 12 40 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 548 
 45 

 
 
<210> 549 
<211> 12 
<212> PRT 50 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 549 
 

 55 
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<210> 550 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 5 
<400> 550 
 

 
 
<210> 551 10 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 551 15 
 

 
 
<210> 552 
<211> 12 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 552 
 25 

 
 
<210> 553 
<211> 12 
<212> PRT 30 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 553 
 

 35 
 
<210> 554 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 40 
 
<400> 554 
 

 
 45 
<210> 555 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 50 
<400> 555 
 

 
 
<210> 556 55 
<211> 12 
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<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 556 
 5 

 
 
<210> 557 
<211> 12 
<212> PRT 10 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 557 
 

 15 
 
<210> 558 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 20 
 
<400> 558 
 

 
 25 
<210> 559 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 30 
<400> 559 
 

 
 
<210> 560 35 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 560 40 
 

 
 
<210> 561 
<211> 12 45 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 561 
 50 

 
 
<210> 562 
<211> 12 
<212> PRT 55 
<213> Homo sapiens 
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<400> 562 
 

 
 
<210> 563 5 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 563 10 
 

 
 
<210> 564 
<211> 12 15 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 564 
 20 

 
 
<210> 565 
<211> 12 
<212> PRT 25 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 565 
 

 30 
 
<210> 566 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 35 
 
<400> 566 
 

 
 40 
<210> 567 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens  
 45 
<400> 567 
 

 
 
<210> 568 50 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 568 55 
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<210> 569 
<211> 12 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 569 
 

 10 
 
<210> 570 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 570 
 

 
 20 
<210> 571 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 571 
 

 
 
<210> 572 30 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 572 35 
 

 
 
<210> 573 
<211> 12 40 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 573 
 45 

 
 
<210> 574 
<211> 12 
<212> PRT 50 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 574 
 

 55 
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<210> 575 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 5 
<400> 575 
 

 
 
<210> 576 10 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 576 15 
 

 
 
<210> 577 
<211> 12 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 577 
 25 

 
 
<210> 578 
<211> 12 
<212> PRT 30 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 578 
 

 35 
 
<210> 579 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 40 
 
<400> 579 
 

 
 45 
<210> 580 
<211> 48 
<212> ADN 
<213> construcción sintética 
 50 
<223> los nucleótidos d e las  posici ones 16  a 34 pueden sustituirse c on cua lquier n ucleótido d e m odo que los 
nucleótidos aleatorios representen el 12% de la secuencia 
 
<400> 580 
tgtcccttgg ccccagtagt catagctccc actggtcgta cagtaata 48 55 
 
<210> 581 
<211> 35 
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<212> ADN 
<213> construcción sintética 
 
<400> 581 
gacacctcga tcagcggata acaatttcac acagg 35 5 
 
<210> 582 
<211> 15 
<212> ADN 
<213> construcción sintética 10 
 
<400> 582 
tggggccaag ggaca 15 
 
<210> 583 15 
<211> 45 
<212> ADN 
<213> construcción sintética 
 
<400> 583 20 
attcgtccta taccgttcta ctttgtcgtc tttccagacg ttagt 45 
 
<210> 584 
<211> 18 
<212> ADN 25 
<213> construcción sintética 
 
<400> 584 
attcgtccta taccgttc 18 
 30 
<210> 585 
<211> 66 
<212> ADN 
<213> construcción sintética 
<223> los nucleótidos de las posiciones 28 a 42 pueden sustituirse con cualquier nucleótido de modo que los 35 
nucleótidos aleatorios representen el 12% de la secuencia 
 
<400> 585 
 

 40 
 
<210> 586 
<211> 15 
<212> ADN 
<213> construcción sintética 45 
 
<400> 586 
tggggccaag ggaca 15 
 
<210> 587 50 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> construcción sintética 
 
<400> 587 55 
tgaagagacg gtgaccattg tccc 24 
 
<210> 588 
<211> 16 
<212> ADN 60 
<213> construcción sintética 
 
<400> 588 
gacacctcga tcagcg 16 
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<210> 589 
<211> 48 
<212> ADN 
<213> construcción sintética 5 
 
<400> 589 
gagtcattct cgacttgcgg ccgcacctag gacggtcagc ttggtccc 48 
 
<210> 590 10 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 590 15 
 

 
 
<210> 591 
<211> 12 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<220>  
<223> Xaa se codifica por un codón aleatorio de secuencia NNS siendo N cualquier nucleótido y siendo S 25 
desoxicitosina o desoxiguanidina 
 
<400> 591 

 
 30 
<210> 592 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 35 
<220>  
<223> Xaa se codifica por un codón aleatorio de secuencia NNS siendo N cualquier nucleótido y siendo S 
desoxicitosina o desoxiguanidina 
 
<400> 592 40 
 

 
 
<210> 593 
<211> 12 45 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<220>  
<223> Xaa se codifica por un codón aleatorio de secuencia NNS siendo N cualquier nucleótido y siendo S 50 
desoxicitosina o desoxiguanidina 
 
<400> 593 
 

 55 
 
<210> 594 
<211> 100 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 60 
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<400> 594 
 

 
 5 
<210> 595 
<211> 100 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 10 
<400> 595 
 

 
 
<210> 596 15 
<211> 100 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 596 20 
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<210> 597 
<211> 100 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 597 
 

 10 
 
<210> 598 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 598 
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<210> 599 
<211> 98 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 599 
 

 10 
 
<210> 600 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 600 
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<210> 601 
<211> 98 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 601 
 

 10 
 
<210> 602  
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 602 
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<210> 603 
<211> 100 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 603 
 

 10 
 
<210> 604 
<211> 100 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 604 
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<210> 605 
<211> 100 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 605 
 

 10 
 
<210> 606  
<211> 100 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 606 
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<210> 607 
<211> 100 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 607 
 

 10 
 
<210> 608 
<211> 100 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 608 
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<210> 609 
<211> 100 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 609 
 

10 

 
 
<210> 610 
<211> 98 
<212> PRT 15 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 610 
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<210> 611 
<211> 98 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 611 
 

10 

 
 
<210> 612 
<211> 98 
<212> PRT 15 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 612 
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<210> 613 
<211> 98 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 613 
 

 10 
 
<210> 614 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 614 
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<210> 615 
<211> 97 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 615 
 

 10 
 
<210> 616 
<211> 97 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 616 
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<210> 617 
<211> 97 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 617 
 

 10 
 
<210> 618 
<211> 97 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 618 
 

 
 20 
<210> 619 
<211> 98 
<212> PRT 

 

ES 2 390 849 T3 

200



 

<213> Homo sapiens 
 
<400> 619 
 

 5 
 
<210> 620 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 10 
 
<400> 620 
 

 
 15 
<210> 621 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 20 
<400> 621 
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<210> 622 
<211> 98 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 622 
 

 10 
 
<210> 623  
211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 623 
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<210> 624 
<211> 98 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 624 
 

 10 
 
<210> 625 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 625 
 

 
 20 
<210> 626 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
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<400> 626 
 

 
 
<210> 627 5 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 627 10 
 

 
 
<210> 628 
<211> 98 15 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 628 
 20 
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<210> 629 
<211> 98 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 629 
 

 10 
 
<210> 630 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 630 
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<210> 631 
<211> 98 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 631 
 

 10 
 
<210> 632 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 632 
 

 
 20 
<210> 633 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 633 
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<210> 634 
<211> 98 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 634 
 

 10 
 
<210> 635 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 635 
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<210> 636 
<211> 98 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 636 
 

 10 
 
<210> 637 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 637 
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<210> 638 
<211> 97 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 638 
 

 10 
 
<210> 639 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 639 
 

 
 20 
<210> 640 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 640 
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<210> 641 
<211> 98 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 641 
 

 10 
 
<210> 642 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 642 
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<210> 643 
<211> 98 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 643 
 

 10 
 
<210> 644 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 644 
 

 

 20 
 
<210> 645 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 25 
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<400> 645 
 

 
 
<210> 646 5 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 646 10 
 

 
 
 
<210> 647 15 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 647 20 
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<210> 648 
<211> 98 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 648 
 

 10 
 
<210> 649 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 649 
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<210> 650 
<211> 98 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 650 
 

 10 
 
<210> 651 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 651 
 

 
 20 
<210> 652 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 

 

ES 2 390 849 T3 

214



 

<400> 652 
 

 
 
<210> 653 5 
<211> 95 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 653 10 
 

 
 
<210> 654 
<211> 98 15 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 654 
 20 
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<210> 655 
<211> 98 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 655 
 

 10 
 
<210> 656 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 656 
 

 20 
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<210> 657 
<211> 90 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 5 
<400> 657 
 

 
 
<210> 658 10 
<211> 97 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 658 15 
 

 
 
<210> 659 
<211> 98 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 659 
 25 
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<210> 660 
<211> 98 5 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 660 
 10 

 
 
<210> 661 
<211> 97 
<212> PRT 15 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 661 
 

20 

 

ES 2 390 849 T3 

218



 

 
 
<210> 662 
<211> 98 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 662 
 

 10 
 
<210> 663 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 663 
 

 20 
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<210> 664  
211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 5 
<400> 664 
 

 
 
<210> 665 10 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 665 15 
 

 
 
<210> 666 
<211> 98 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 666 
 25 
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<210> 667 
<211> 98 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 667 
 

 10 
 
<210> 668  
211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 668 
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<210> 669 
<211> 98 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 669 
 

 10 
 
<210> 670 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 670 
 

 
 20 
<210> 671 
<211> 98 
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<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 671 
 5 

 
 
<210> 672 
<211> 98 
<212> PRT 10 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 672 
 

 15 
 
<210> 673 
<211> 99 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 20 
 
<400> 673 
 

 

ES 2 390 849 T3 

223



 

 
 
<210> 674 
<211> 99 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 674 
 

 10 
 
<210> 675 
<211> 98 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 675 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Un antic uerpo h umano ai slado, o un a p arte de u nión a antíge no d el mismo, que s e un e a IL-12 humana y s e 
disocia d e IL- 12 h umana co n un a consta nte de ve locidad k off de 1 x 10 -4 s-1 o  meno s, co mo se  de termina p or 
resonancia de plasmón superficial, en el que dicho anticuerpo inhibe la proliferación de blastos por fitohemaglutinina 5 
en un ensayo de proliferación de blastos por fitohemaglutinina in vitro (ensayo de PHA) con una CI50 de 1 x 10-9 M o 
menos. 
 
2. El anticuerpo humano aislado de la reivindicación 1, o una parte de unión a antígeno del mismo, que comprende 
una región constante de cadena pesada de IgG1. 10 
 
3. El anticuerpo humano aislado de la reivindicación 1, o una parte de unión a antígeno del mismo, que se disocia de 
IL-12 humana con un a constante de  velocidad koff de 1 x 10 -5 s-1 o  menos e inhibe la pro liferación de b lastos por 
fitohemaglutinina en un ensayo de PHA in vitro con una CI50 de 1 x 10-10 M o menos. 
 15 
4. El anticuerpo humano aislado de la reivindicación 1, o una parte de unión a antígeno del mismo, que se disocia de 
IL-12 humana con un a constante de  velocidad koff de 1 x 10 -5 s-1 o  menos e inhibe la pro liferación de b lastos por 
fitohemaglutinina en un ensayo de PHA in vitro con una CI50 de 1 x 10-11 M o menos. 
 
5. El anticuer po humano a islado de la re ivindicación 1,  o una p arte de u nión a antíge no del mism o, que tie ne las 20 
siguientes características: 
 

a) tiene una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 9; y 
b) tiene una CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 10. 

 25 
6. El anticu erpo huma no aislado de l a reiv indicación 5, o  una p arte d e unió n a a ntígeno del mism o, que tie ne 
además una CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 11; y tiene una 
CDR2 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 12. 
 
7. El anticu erpo huma no aislado de l a reiv indicación 5, o  una p arte d e unió n a a ntígeno del mism o, que tie ne 30 
además una CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 13; y tiene una 
CDR1 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 14. 
 
8. El anticu erpo humano aislado de la re ivindicación 5,  o una parte de unión a antíg eno del mism o, que tiene una 
región variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 15; y tiene una región 35 
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 16. 
 
9. El anticuerpo humano aislado de la reivindicación 1, o una parte de unión a antígeno del mismo, que 
 

a) tiene una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que 40 
consiste en SEC ID Nº: 404-SEC ID Nº: 469; o 
b) tiene un a CDR3 de ca dena ligera que comprende la se cuencia de am inoácidos seleccionada del grupo que 
consiste en SEC ID Nº: 534-SEC ID Nº: 579. 

 
10. El  a nticuerpo humano a islado, o  un a parte d e unión a antígeno del mismo, de la  reivi ndicación 9 que tie ne 45 
además un a C DR2 d e cade na pesa da q ue comprende l a secue ncia de aminoácidos s eleccionada d el gru po q ue 
consiste en  S EC ID Nº: 335-SEC ID Nº: 403; o u na C DR2 de cad ena ligera que comprende l a secuencia d e 
aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID Nº: 506-SEC ID Nº: 533. 
 
11. El  a nticuerpo humano a islado, o  un a parte d e unión a antígeno del mismo, de la  reivi ndicación 9 que tie ne 50 
además un a C DR1 d e cade na pesa da q ue comprende l a secue ncia de aminoácidos s eleccionada d el gru po q ue 
consiste en  S EC ID Nº: 288-SEC ID Nº: 334; o u na C DR1 de cad ena ligera que comprende l a secuencia d e 
aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID Nº: 470-SEC ID Nº: 505. 
 
12. El anticuerpo humano aislado de la reivindicación 1, o una parte de unión a antígeno del mismo, que 55 
 

a) tiene una CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 25; y 
b) tiene una CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 26. 

 
13. El a nticuerpo h umano a islado, o u na parte de unión a antíg eno del mismo, de la reivindicación 12 q ue ti ene 60 
además una CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 27; y una CDR2 
de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 28. 
 
14. El a nticuerpo h umano a islado, o u na parte de unión a antíg eno del mismo, de la reivindicación 12 q ue ti ene 
además una CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 29; y una CDR1 65 
de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 30. 
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15. El anticu erpo humano aislado de la re ivindicación 1, o una p arte de u nión a antíge no del mismo, q ue tiene una 
región v ariable de c adena pesada que com prende la s ecuencia de aminoácidos de  S EC ID Nº: 31; y una reg ión 
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 32. 
 
16. El a nticuerpo humano aislado de la r eivindicación 15, que c omprende una región constante de cadena pesada 5 
seleccionada del grupo que consiste en las regiones constantes de IgG 1, lgG2, lgG3, lgG4, IgM, IgA e IgE. 
 
17. El anticuerpo humano aislado d e l a re ivindicación 16, en el que l a región c onstante de c adena pesada del 
anticuerpo es lgG1. 
 10 
18. La parte de anticuerpo humano aislado de la reivindicación 15, que es un fragmento Fab. 
 
19. La parte de anticuerpo humano aislado de la reivindicación 15, que es un fragmento F(ab’)2. 
 
20. La parte de anticuerpo humano aislado de la reivindicación 15, que es un fragmento Fv de cadena sencilla. 15 
 
21. Una composición farmacéutica que comprende el anticuerpo o una parte de unión a antígeno del mismo, de una 
cualquiera de las reivindicaciones 1-20 y un vehículo farmacéuticamente aceptable. 
 
22. La composición farmacéutica de la reivindicación 21, que comprende además un agente adicional. 20 
 
23. La composición farmacéutica de la reivindicación 22, en la que el agente adicional es un agente terapéutico. 
 
24. La composición farmacéutica de la reivindicación 23, en la que el agente terapéutico se selecciona del grupo que 
consiste en budenosida, factor de cr ecimiento ep idérmico, cortic osteroides, ci closporina, sulfasa lazina, 25 
aminosalicilatos, 6-mercaptopurina, azat ioprina, metronidazol, inhibidores de l ipoxigenasa, mesalamina, olsalazina, 
balsalazida, antioxidantes, inhibidores de tromboxano, antagonistas del receptor de IL-1, anticuerpos monoclonales 
anti-IL-1, anti cuerpos mo noclonales anti-I L-6, factores  de cr ecimiento, inhi bidores d e el astasa, c ompuestos d e 
pirimidil-imidazol, anticuerpos o agonistas de TNF, LT, IL-1, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, IL-15, IL-16, IL-18, EMAP-II, GM-
CSF, FGF y  PDGF, anticuerpos de CD2, CD3, CD4, CD8, CD25, C D28, CD30, C D40, CD45, C D69, CD90 o sus  30 
ligandos, met otrexato, cic losporina, FK506, rap amicina, mofetil mic ofenolato, lefluno mida, AINE, ibuprofeno, 
corticosteroides, pred nisolona, in hibidores de fosf odiesterasa, a gonistas de  a denosina, age ntes antitrombóticos, 
inhibidores de complemento, agentes adrenérgicos, inhibidores de MAP quinasa, IRAK, NIK, IKK, p38, inhib idores 
de enzima conversora de IL-1, inhibidores de enzima conversora de TNF, inhibidores de señalización de linfocitos 
T, inhibi dores de metal oproteinasa, sulf asalazina, az atioprina, 6-m ercaptopurinas, inhib idores de la enzima 35 
conversora de  angi otensina, receptores d e citocina sol uble, receptor d e TNF p55 so luble, receptor de T NF p75 
soluble, sIL-IRI, slL-1 Rll, slL-6R, citocinas antiinflamatorias, IL-4, IL-10, IL-11, IL-13 y TGF. 
 
25. La composición farmacéutica de la reivindicación 23, en la que el agente terapéutico se selecciona del grupo que 
consiste en anticuerpos anti-TNF y fragmentos de anticuerpos de los mismos, construcciones TNFR-Ig, inhibidores 40 
de TACE, inhibidores de PDE4, corticosteroides, budenosida, dexametasona, sulfasalazina, ácido 5-aminosalicílico, 
olsalazina, inhibidores de enzima conversora de IL-1, IL-1 ra, inhibidores de tirosina quinasa, 6-mercaptopurinas e 
IL-11. 
 
26. La composición farmacéutica de la reivindicación 23, en la que el agente terapéutico se selecciona del grupo que 45 
consiste en corticosteroides, prednisolona; metilprednisolona; azatioprina; ciclofosfamida; ciclosporina; metotrexato; 
4-aminopiridina; tizanid ina; interferón 1, interferón 1b, Copo límero 1, oxíge no hiperbárico, in munoglobulina 
intravenosa, clabribina, anticuerpos o ago nistas de T NF, LT, IL-1, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, I L-15, IL-16, IL-18, EMAP-II,  
GM-CSF, FGF, PDGF, anticuerpos para CD2, CD3, CD4, CD8, CD25, CD28, CD30, CD40, CD45, CD69, CD90 o 
sus lig andos, metotrexato, ci closporina, F K506, ra pamicina, mofetil mic ofenolato, l eflunomida, AINE, ibu profeno, 50 
corticosteroides, pred nisolona, in hibidores de fosf odiesterasa, a gonistas de  a denosina, age ntes antitrombóticos, 
inhibidores de complemento, agentes adrenérgicos, inhibidores de MAP q uinasa, IRAK, NIK, IKK o  p38, inhibidores 
de e nzima co nversora d e IL -1 i nhibidores de T ACE, inh ibidores de s eñalización de l infocitos T , in hibidores d e 
quinasa, i nhibidores d e met aloproteinasa, sulfasal azina, azat ioprina, 6-merca ptopurinas, in hibidores de enz ima 
conversora de  angi otensina, receptores d e citocina sol uble, receptor d e TNF p55 so luble, receptor de T NF p75 55 
soluble, sIL- 1RI, slL-1R ll, slL-6R, s lL-13R, anti-P 7s, l igando d e g licoproteína p-selectina (PS GL), citocin as 
antiinflamatorias, IL-4, IL-10, IL-13 y TGF. 
 
27. Un método para inhibir la actividad de IL-12 humana in vi tro que comprende poner en c ontacto IL-12 humana 
con el a nticuerpo, o una p arte de un ión a a ntígeno del mismo, de una c ualquiera de las reivind icaciones 1-20 de 60 
modo que se inhiba la actividad de IL-12 humana. 
 
28. Uso  d el anticuerpo, o  u n fragme nto de un ión a  antí geno d el m ismo, de acuerdo con  u na c ualquiera d e l as 
reivindicaciones 1-20, para fa bricar un medicamento para tratar o preve nir un trastorno seleccionado del grupo que 
consiste en artritis reumatoide, osteoartritis, artritis crónica juvenil, artritis de Lyme, artritis psoriásica, artritis reactiva, 65 
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espondiloartropatía, es pondilitis a nquilosante, lu pus erite matoso s istémico, enferm edad d e Cr ohn, c olitis ulcerosa, 
enfermedad i nflamatoria d el intestino, esclerosis m últiple, dia betes m ellitus i nsulinodependiente, tiro iditis, asma,  
enfermedades alér gicas, ps oriasis, d ermatitis escler odermia, tiroid itis, enferme dad d e inj erto co ntra hos pedador, 
rechazo de traspl ante d e ó rganos, enfer medad inmu ne agu da o cr ónica asoci ada con traspl ante de órg anos, 
sarcoidosis, aterosclerosis, coagulación intravascular diseminada, enfermedad de Kawasaki, enfermedad de Grave, 5 
síndrome nefrótico, síndrome de fatiga crónica, poliarteritis nodosa, granulomatosis de Wegener, púrpura de Henoch 
Schonlein, vas culitis micr oscópica de  los r iñones, he patitis activa cró nica, síndrome de Sjo gren, uveítis, sepsis, 
choque s éptico, síndrome de se psis, sí ndrome de  di ficultad r espiratoria del ad ulto, caqu exia, enferme dades 
infecciosas, e nfermedades parasitarias, s índrome de  i nmunodeficiencia adquirida, miel itis tra nsversa aguda, 
miastenia grave, corea d e Huntington, enfermedad de P arkinson enfermedad de A lzheimer, apoplejía, cirrosis bi liar 10 
primaria, enfermedades fibróticas pulmonares, anemia hemolítica, tumores malignos, insuficiencia cardiaca e infarto 
de miocardio por administración al sujeto humano. 
 
29. El uso de la reivindicación 28, en el que el trastorno es psoriasis. 
 15 
30. El uso de la reivindicación 28, en el que el trastorno es enfermedad de Crohn. 
 
31. El uso de la reivindicación 28, en el que el trastorno es esclerosis múltiple. 
 
32. El uso de la reivindicación 28, en el que el trastorno es artritis reumatoide. 20 
 
33. Un méto do para detectar IL-12 h umana qu e comprende po ner e n contacto IL- 12 hum ana in vitro  con e l 
anticuerpo, o una parte de unión a antígeno del mismo, de una cualquiera de las reivindicaciones 1-20 de modo que 
se detecte IL-12 humana. 
 25 
34. El  método de la reivindicación 33, en el que IL-12 humana se detecta en una muestra biológica para fines de 
diagnóstico. 
 
35. Una molécula de áci do n ucleico aisl ada que codifica el anticuerpo huma no, o parte de uni ón a antígen o del 
mismo, de la reivindicación 1, en la que el anticuerpo o parte de unión a antígeno del mismo, comprende una CDR3 30 
de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 25. 
 
36. La molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 35, en la que el anticuerpo humano o parte de unión a 
antígeno del mismo, comprende además una CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos 
de SEC ID Nº: 27. 35 
 
37. La molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 36, en la que el anticuerpo humano, o parte de unión a 
antígeno del mismo, comprende además una CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoácidos 
de SEC ID Nº: 29. 
 40 
38. La molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 37, que codifica una región variable de cadena pesada 
de anticuerpo que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 31. 
 
39. Una molécula de áci do n ucleico aisl ada que codifica el anticuerpo huma no, o parte de uni ón a antígen o del 
mismo, de la reivindicación 1, en la que el anticuerpo o parte de unión a antígeno del mismo, comprende una CDR3 45 
de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 26. 
 
40. La molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 39, en la que el anticuerpo humano o parte de unión a 
antígeno del mismo, comprende además una CDR2 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos 
de SEC ID Nº: 28. 50 
 
41. La molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 40, en la que el anticuerpo humano, o parte de unión a 
antígeno del mismo, comprende además una CDR1 de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoácidos 
de SEC ID Nº: 30. 
 55 
42. La molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 41, que codifica una región variable de cadena pesada 
de anticuerpo que comprende la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº: 32. 
 
43. Un vector de expresión recombinante que comprende la molécula de ácido nucleico aislada de una cualquiera de 
las reivindicaciones 35-42. 60 
 
44. Una célula hospedadora en la que se ha introducido el vector de expresión recombinante de la reivindicación 43. 
 
45. El vector de expresión recombinante de la reivindicación 43 que codifica: 
 65 
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a) una cadena pesada de anticuerpo que tiene una región variable que comprende la secuencia de aminoácidos 
de SEC ID Nº: 31; y 
b) una cad ena ligera d e anticuerpo que tie ne una reg ión variable que comprende la se cuencia de am inoácidos 
de SEC ID Nº: 32. 

 5 
46. La cél ula hospedadora de la reivi ndicación 43 e n la q ue se ha intr oducido el vector  de e xpresión recombinante 
de la reivindicación 44. 
 
47. U n méto do p ara s intetizar u n a nticuerpo hum ano, o una p arte de  un ión a  antígeno del mismo, d e l a 
reivindicación 1, que comprende cultivar la célula hospedadora de la reivindicación 44 o 46 en un medio de cultivo 10 
hasta que se sintetice el anticuerpo humano, o parte de unión a antígeno del mismo por la célula. 
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