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Comprobante de pago de la tasa de presentacion de Ia solicitud. $ 554.000

Documento que acredita la existencia y representacién legal de la persona juridica
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Poderes, si fuere el caso. Fotocopia autenticada.

Documento de cesién del inventor al 'soliciitante 0 a su causante. Fotocopia autenticada.
Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion,
reivindicaciones, dibujos)

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

Traduccién de examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

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

De ser el caso, certificado de deposito del material biolégico.

Arte final 12x12.

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

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

Otros: - Comprobante(s) de pago de la tasa por concepto de Reivindicaciones adicionales
$572.000 (22*$26.000). !
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ANTICUERPOS ANTI-IL-17A/IL-17F DE REACTIVIDAD CRUZADA Y METODOS DE
USO DE LOS MISMOS

SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud EE.UU. provisional No. 61/126, 465,
presentada el 05 de mayo de 2008, y la solicitud EE.UU. provisional No. 61/098,369,

presentada el 19 de septiembre de 2008, siendo el contenido de cada una incorporado en

_ este documento para referencia en su totalidad.

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencion se relaciona generalmente con la generacion de anticuerpos
monoclonales, por ejemplo, los anticuerpos monoclonales totalmente humanos, que
reconocen la [L-17F, con los anticuerpos monoclonales, por ejemplo, anticuerpos
totalmente humanos que reconocen el complejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F, y con
los anticuerpos monoclonales, por ejemplo, los anticuerpos de reactividad cruzada
totalmente humanos que reconocen tanto la IL-17F como la IL-17A cuando no forman
juntas un complejo, y con los métodos de la utilizacién de anticuerpos monoclonales como

agentes terapéuticos.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La IL-17A (nombrada originalmente CTL-8, y conocida también como IL-17) es el miembro
fundador/arquetipico de la familia IL-17 de c?toquinas. Adicionalmente a la IL-17A, los
miembros de la familia de citoquinas 1L-17 incluyen actualmente las proteinas IL-17B, IL-
17C, IL-17D, IL-17E (también llamada como IL-25) y la IL-17F que comparten una region

C-terminal conservada pero diferentes segmentos N-terminal.

La IL-17A y la IL-17F son los dos miembros relacionados mas cercanos de la familia,
ambos en términos de secuencia y propiedades bioldgicas. La IL-17F comparte el 55% de
la identidad de secuencia con la IL-17A, a nivél de aminoacidos. Tanto la IL-17A como la
IL-17F son secretadas como homodimeros vinculados por disulfuro que sefiala a trévés
de los receptores IL-17R, IL-17RC, o un complejo receptor muitimérico compuesto de la
IL-17R y de la IL-17RC. Ambas son también co-expresadas en los mismos subconjuntos

de células T (principalmente por las células T CD4" Th17).

Ademas, ambas han sido igualmente implicédas como agentes que contribuyen a la
progresion y patologia de una variedad de enfermedades inflamatorias y autoinmunes en
los humanos y en modelos de ratén de enfermedades humanas. Especificamente, la IL-
17A y la IL-17F han sido implicadas como importantes' citoquinas efectoras que
desencadenan respuestas ianarhatorias y de esa forma contribuyen a una serie de
enfermedades autoinflamatorias, incluyendo laE esclerosis multiple, la artritis reumatoide y

enfermedades inflamatorias del intestino y cancer.

Las actividades in vivo demostradas tanto de la IL-17A como de la IL-17F ilustran el
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potencial clinico y/o terapéutico de, y la necesidad de, los antagonistas de la IL-17A y de
ta IL-17F. Especificamente, los anticuerpos que se unen tanto a la IL-17A como a la IL-
17F e inhiben (anticuerpos antagonistas) uno o mas de las actividades inmunoldgicas
tanto de la IL-17A como de la IL-17F, serian beneficiosos. Por lo tanto, sigue habiendo
una necesidad en el arte de un antagonista que sea de reactividad cruzada tanto para la

IL-17A como para la IL-17F y para el complejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invenciéon proporciona anticuerpos monoclonales, como los anticuerpos
monoclonales totalmente humanos que se unen especificamente a la IL-17F, al
homodimero de IL-17F, la IL-17A, i al hcgmodimero de IL-17A ylo al complejo
heterodimérico de IL-17A/IL-17F. Los anticderpos de la invencién son capaces de
modular, por ejemplo, bloquear, inhibir, reducir, antagonizar, neutralizar o por otra parte
interferir con la IL-17, la IL-17 y/o la citoquina 1L-17A/IL-17F pro-inflamatoria mediada y/o

la produccién de quimioquinas.

Los anticuerpos monoclonales ejemplares de la invencién incluyen, por ejemplo, el
anticuerpo 30D12, el anticuerpo 29D8, el anticuerpo 1E4, el anticuerpo 31A3, el
anticuerpo 39F12, el anticuerpo 12B12, el anticuerpo 15B7, el anticuerpo 4H11, el
anticuerpo 4B11, el anticuerpo 8B11, el anticuerpo 3'881, el anticuerpo 15E8, el
anticuerpo 5E12, el anticuerpo 41B10, y sus variantes. Las variantes de estos anticuerpos
incluyen el anticuerpo 30D12BF (una variante del anticuerpo 30D12 que tiene una region
variable de cadena pesada modificada), e!l anticuerpo 39F12A (una variante del
anticuerpo 39F12 que tiene una region variable de cadena pesada modificada), y el
anticuerpo 15E6FK (una variante del anticuerpo 15E6 que tiene una regidén variable de
cadena ligera modificada). En forma alternativa, el anticuerpo monoclonal es un
anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 30D12, el anticuerpo 29D8, el
anticuerpo 1E4, el anticuerpo 31A3, el anticuerpo 39F12, el anticuerpo 12B12, el
anticuerpo 15B7, el anticuerpo 4H11, el anticuerpo 4B11, el anticuerpo 8B11, el
anticuerpo 38B1, el anticuerpo 15E6, el anticuerpo 5E12, el anticuerpo 41B10, y las
variantes de los mismos, incluyendo el anticuerpo 30D12BF, el anticuerpo 39F12A y el
anticuerpo 15E6FK. Cada uno de estos anticuerpos es, respectivamente, referido en este
documento como anticuerpos "hulL-17A/F". Los anticuerpos hulL-17A/F incluyen los
anticuerpos monoclonales totalmente humanEos, asi como anticuerpos monoclonales

humanizados y anticuerpos quiméricos. Preferiblemente, los anticuerpos son IgG1.

Estos anticuerpos muestran especificidad para la IL-17F humana, la IL-17A y/o el
complejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F, y han sido demostrados para inhibir la IL-17F,
la IL-17A y/o la produccién de citoquina mediada por IL-17A/IL-17F. Estos anticuerpos
tienen especificidades distintas. En algunas modalidades, los anticuerpos hulL-17A/F de
la invencién se unen especificamente tanto a la IL-17F como a fa IL-17A solas (es decir,
cuando no forman juntas un complejo). En algunas modalidades, los anticuerpos hull-
17A/F de la invencidn se unen especificamente a la IL-17F, al homodimero de IL-17F, y al
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complejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F. En algunas modalidades, los anticuerpos hullL-
17A/F de la invencion se unen especificamentg alaiL-17F, al homodimero de IL-17F, a la
IL-17A, al homodimero de IL-17A, y al comp!ﬂejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F. Por
ejemplo, el 30D12, 29D8, 1E4, 31A3, 39F12, 12B12, 15B7, 4H11, 38B1, 15E6, 30D12BF,
4B11, 15E6FK y 39F12A se unen a la IL-17F y tienen reactividad cruzada con la IL-17A, y
estos anticuerpos también se unen al complejo heterodimérico IL-17A/IL-17F. Los
anticuerpos 5E12 y 41B10 se unen a la IL-17F y al homodimero de IL-17F, pero no se
unen a la IL-17A o al homodimero de IL-17A. El anticuerpo 41B10 también se une al
complejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F.

Los anticuerpos totalmente humanos de la invencion contienen una regién variable de
cadena pesada que tiene la secuencia de amfinoécidos de ID SEC NOs: 2, 6, 8, 10, 14,
18, 20, 24, 28, 32, 34, 38, 44, 48 , 52 y 54. Los anticuerpos totalmente humanos de la
invencién contienen una region variable de la cadena ligera que tiene la secuencia de
aminoacidos de ID SEC NOs: 4, 12, 16, 22, 26, 30, 36, 40, 46 y 56. Los tres CDRs (por
sus siglas en inglés) de la cadena pesada incluyen una regién CDR1 que comprende una
secuencia de aminoacidos por lo menos del 90%, 92%, 95%, 97%, 98%, 99% o0 mas
idéntica a una secuencia seleccionada del grupo formado por ID SEC NOs: 57, 60, 66, 69,
76, 79, 82, 85y 90; una regién CDR2 que comprende una secuencia de aminoacidos por
lo menos del 90%, 92%, 95%, 97%, 98%i, 99% o mas idéntica a una secuencia
seleccionada del grupo formado por ID SEC NOs: 58, 61, 63, 65, 67, 70, 72, 74, 77, 80,
83, 86, 88, 91, 93 y 94; y una regién CDR3 que comprende una secuencia de
aminoacidos por lo menos del 90%, 92%, 95%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica a una
secuencia seleccionada del grupo formado por ID SEC NOs: 59, 62, 64, 68, 71, 73, 75,
78, 81, 84, 87, 89, 92 y 95. Los tres CDRs de cadena ligera incluyen una regién CDR1
que comprende una secuencia de aminoacidos por lo menos del 90%, 92%, 95%, 97% al
98%, 99% o mas idéntica a una secuencia seleccionada del grupo formado por ID SEC
NOs: 96, 101, 104, 107 y 110; una region CDR2 que comprende una secuencia de
aminoacidos por lo menos del 90%, 92%, 95;%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica a una
secuencia seleccionada del grupo formado por [D SEC NOs: 97, 102, 105 y 108; y una
region CDR3 que comprende una secuencia de aminoacidos por lo menos del 90%, 92%,
95%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica a una secuencia seleccionada del grupo formado
por ID SEC NOs: 98, 99, 100, 103, 106, 109, 111, 112 y 113.

Los anticuerpos de la invencidén que se unen especificamente a la IL-17F, a la IL-17A y al
complejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F reconocen y se unen a un epitopo que es
compartido por la IL-17F y la IL-17A. Lois anticuerpos de la invencién se unen
especificamente al complejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F, en donde el anticuerpo se
une a un epitopo que incluye uno o mas residuos de aminoacidos en la IL-17F humana,
en la IL-17A o ambas. Los anticuerpos de la invencién inmunoespecificamente se unen a
la IL-17F en donde el anticuerpo se une a un epitopo que incluye uno o mas residuos de

aminoacidos en la IL-17F humana. Los anticuerpos de la invencién se unen
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especificamente a la IL-17A en donde el anticuerpo se une a un epitopo que incluye uno o

mas residuos de aminoacidos en la IL-17F humana, en la [L-17A o ambas.

Los anticuerpos hulL-17A/F se unen a un ep!l’topo comun que se encuentra tanto en el
homodimero de IL-17F, como en el homodimero de IL-17A y en el complejo
heterodimérico de [L-17A/IL-17F. A diferencia de los anticuerpos que se unen a un
epitopo en la interfaz, o por otra parte, pasan por encima del complejo heterodimérico de
IL-17A/IL-17F, los anticuerpos hull-17A/F especificamente se unen al complejo
heterodimérico de IL-17A/IL-17F y también reconocen y se unen a la IL-17F y a la IL-17A
cuando no forman juntas un complejo. Por lo tanto, los anticuerpos hulL-17A/F no
requieren la formacion del complejo de IL-17A/IL-17F para reconocer la IL-17F y/o la IL-
17A. | |

Los anticuerpos hullL-17A/F muestran una cabacidad de neutralizar e inhibir una o mas
funciones biologicas de la IL-17F, de la IL-17A y/o del complejo heterodimérico de IL-
17A/IL-17F. Los anticuerpos hulL-17A/F son capaces de unirse a cada IL-17F, incluyendo
el homodimero de IL-17F, IL-17A incluyendo el homodimero de IL-17A y el complejo
heterodimérico de IL-17A/IL-17F.

Los anticuerpos hull.-17A/IL-17F se unen al homodimero de IL-17A, al homodimero de IL-
17F y al complejo heterodimérico de IL-17A/ILK-17F, y estos anticuerpos muestran (i) una
afinidad de union de por lo menos 100 pM o ﬁwenos contra el homodimero de IL-17A, (ii)
una afinidad de union de por lo menos 300 pM o0 menos contra el homodimero de IL-17F,
(i) una afinidad de uniéon de por lo menos 400 pM o menos contra el complejo
heterodimérico de IL-17A/IL-17F, (iv) una capacidad de neutralizacién de por lo menos 13
nM o menos contra el homodimero de IL-17A, (v) una cépacidad de neutralizacién de por
lo menos 120 nM o menos contra el homodimero IL-17F, y (vi) una capacidad de
neutralizacion de por lo menos 31 nM o menos contra el complejo heterodimérico de |IL-
17A/IL-17F.

En algunas modalidades, los anticuerpos huIL?-17A/lL-17F se unen al homodimero de IL- .

17A, al homodimero de IL-17F y al complejo heterodimérico de 17A/IL-17F, y estos
anticuerpos muestran (i) una afinidad de unién de por lo menos 40 pM o menos contra el
homodimero de IL-17A, (ii) una afinidad de unién de por lo menos 10 pM o0 menos contra
el homodimero de IL-17F, y (iii) una afinidad de unién de por lo menos 50 pM o menos
contra el heterodimero de IL-17A/IL-17F.

En algunas modalidades, los anticuerpos hulL-17A/IL-17F se unen al homodimero de IL-
17A, al homodimero de IL-17F y al comp|ejp heterodimérico de 17A/IL-17F, y estos
anticuerpos muestran (i) una afinidad de uni()nE de por lo menos 15 pM 0 menos contra el
homodimero de IL-17A, (ii) una afinidad de unioén de por lo menos 10 pM o0 menos contra
el homodimero de IL-17F, y (iii) una afinidad de unién de por lo menos 30 pM o menos
contra el heterodimero de IL-17A/IL-17F.

En algunas modalidades, los anticuerpos hulL-17A/IL-17F se unen al homodimero de IL-
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17A, al homodimero de IL-17F y al complejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F, y estos
anticuerpos muestran (iv) una capacidad de neutralizacién de por lo menos 13 nM o
menos contra el homodimero de IL-17A, (v) una capacidad de neutralizacion de por lo
menos 1.9 nM o menos contra el homodimero IL-17F, y (vi) una capacidad. de
neutralizacion de por lo menos 11 nM o menos contra el complejo heterodimérico de IL-
17A/IL-17F. '

En algunas modalidades, los anticuerpos hulL-17A/IL-17F se unen al- homodimero de IL-
17A, al homodimero de IL-17F y al complejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F, y estos
anticuerpos muestran (iv) una capacidad deEneutralizacién de por lo menos 1.6 nM o
menos contra el homodimero de IL-17A, (v) una capacidad de neutralizacién de por lo
menos 1.7 nM o menos contra el homodirﬁero de IL-17F, y (vi) una capacidad de
neutralizacion de por lo menos 1.1 nM o menos contra el complejo heterodimérico de IL-
17A/IL-17F.

En algunas modalidades, los anticuerpos hulL-17A/IL-17F se unen al homodimero de |L-
17A, al homodimero de IL-17F y al complejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F, y estos
anticuerpos muestran (iv) una capacidad de neutralizacién de por lo menos 0.2 nM o
menos contra el homodimero de IL-17A, (v) una capacidad de neutralizaciéon de por lo
menos 1.2 nM o menos contra el homodimero de IL-17F, y (vi) una capacidad de
neutralizacion de por lo menos 0.2 nM o menos contra el complejo heterodimérico de IL-
17A/NL-17F.

Los anticuerpos hulL-17A/F tienen las siguientes caracteristicas:

Afinidad de unién (pm):

T°d°s;:l‘l’f_?;‘27:e’p°s 15E6 | 15E6FK
Homodimero de IL-17A ‘ 100 40 15
Homodimero de IL-17F 300 10 10
Heterodimero de IL-17A/IL-17F 400 50 30

* Todos los anticuerpos se refieren a los siguientes anticuerpos hullL-17A/F. 13ES,
15E6FK, 30D12, 30D12BF, 39F12, 39F12A y 29E8.

Capacidad de neutralizacion (nM), segin medicion utilizando el ensayo celular MEF:

Todos* los Todos* los
anticuerpos | 2nHEUerPOS | 45pg | 45EGFK
hulL-17A/F hulL-17A/F,
excepto 30D12
Homodimero de IL-17A 13 13 1.6 0.2
Homodimero de IL-17F 120 1.9 1.7 1.2
Heterodimero de IL-17A/IL-17F 31 11 1.1 0.2

* Todos los anticuerpos se refieren a los siguientes anticuerpos hulL-17A/F. 13ES,
15E6FK, 30D12, 30D12BF, 39F12, 39F12A y 29ES8.
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La afinidad de union, como referida en este documento, fue determinada utilizando los
ensayos aqui descritos, por ejemplo, en el Ejemplo 5. La habilidad de neutralizacién,
como referida en este documento, fue determinada utilizando los ensayos celulares de

fibroblastos embrionarios de ratén aqui descritos, por ejemplo, en el Ejemplo 7.

En una modalidad preferida, los anticuerpos r1§uIL-17A/IL-17F se unen al homodimero de
IL-17A, al homodimero de IL-17F y al complejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F, y estos
anticuerpos muestran (i) una afinidad de unién de por lo menos 40 pM o menos contra el
homodimero de IL-17A, (ii) una afinidad de unién de por lo menos 10 pM o0 menos contra
el homodimero de IL-17F, (iii) una afinidad de unién de por lo menos 50 pM o menos
contra el complejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F, (iv) una capacidad de neutralizaciéon
de por lo menos 1.6 nM ¢ menos contra el hofnodl’mero de IL-17A, (v) una capacidad de
neutralizacién de por lo menos 1.7 nM o menos contra el homodimero de IL-17F, y (vi)
una capacidad de neutralizacién de por lo menos 1.1 nM o menos contra el complejo
heterodimérico de IL-17A/IL-17F.

En una modalidad mas preferida, los anticuerpos hulL-17A/IL-17F se unen al homodimero
de IL-17A, al homodimero de IL-17F y al complejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F, y
estos anticuerpos muestran (i) una afinidad de union de por lo menos 15 pM o menos
contra el homodimero de IL-17A, (ii) una afirgﬂdad de unién de por lo menos 10 pM o
menos contra el homodimero de IL-17F, (iii) una afinidad de unién de por lo menos 30 pM
o menos contra el complejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F, (iv) una capacidad de
neutralizacion de por lo menos 0.2 nM o menos contra el homodimero de IL-17A, (v) una
capacidad de neutralizacion de por lo menos 1.2 nM o menos contra el homodimero de IL-
17F, y (vi) una capacidad de neutralizacion de por lo menos 0.2 nM o menos contra el

complejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F. |

En una modalidad preferida, el anticuerpo hulL-17A/IL-17F es el anticuerpo 15E6 o un
anticuerpo que se une al mismo epitopo que el anticuerpo 15E6 o por otra parte compite
de forma cruzada con el sitio de unién del anticuerpo 15E6. En una modalidad mas
preferida, el anticuerpo hulL-17A/IL-17F es el anticuerpo 15E6FK o un anticuerpo que se
une al mismo epitopo que el anticuerpo 15E6 o por otra parte compite con el sitio de unién
del anticuerpo 15E6FK. En una modalidad rpucho mas preferida, el anticuerpo hull-
17A/IL-17F tiene la afinidad de unién y las condiciones de neutralizacién descritas
anteriormente, y se une al mismo epitopo que el anticuerpo 15E6 o por otra parte compite

con el sitio de unién del anticuerpo 15E6.

Preferiblemente, los anticuerpos hullL-17A/IL-17F se unen al mismo epitopo que el
anticuerpo 15E6 o por otra parte compite con el sitio de unién del anticuerpo 15E8, y los
anticuerpos hulL-17A/IL-17F también se unen, al homodimero de IL-17A, al homodimero
de IL-17F y al complejo heterodimérico de |L—1!7A/IL-17F, y estos anticuerpos muestran (i)
una afinidad de unién de por lo menos 40 pM o menos contra el homodimero de IL-17A,
(i) una afinidad de unién de por lo menos 10 pM o menos contra el homodimero de IL-

17F, (i) una afinidad de unién de por lo menos 50 pM o menos contra el complejo
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heterodimérico de IL-17A/IL-17F, (iv) una capacidad de neutralizacion de por lo menos 1.6
nM o menos contra el homodimero de IL-17A, (v) una capacidad de neutralizacioén de por
lo menos 1.7 nM o menos contra el homodimero de IL-17F, y (vi) una capacidad de

neutralizacion de por lo menos 1.1 nM o menos contra el complejo heterodimérico de IL-
17A/IL-17F.

Preferiblemente, los anticuerpos hullL-17A/IL-17F se unen al mismo epitopo que el
anticuerpo 15E6FK o por otra parte compiten con el sitio de unién del anticuerpo 15E6FK,
y los anticuerpos hulL-17A/IL-17F también se unen al homodimero de IL-17A, al
homodimero de [L-17F y al complejo heterodirr;]érico de IL-17A/L-17F, y estos anticuerpos
muestran (i) una afinidad de unién de por lo ménos 15 pM o menos contra el homodimero
de IL-17A, (ii) una afinidad de unién de por lo menos 10 pM o menos contra el
homodimero de IL-17F, (iii) una afinidad de unién de por lo menos 30 pM o menos contra
el complejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F, (iv) una capacidad de neutralizacién de por
lo menos 0.2 nM o menos contra el homodimero de IL-17A, (v) una capacidad de
neutralizacion de por lo menos 1.2 nM o menos contra el homodimero IL-17F, y (vi) una
capacidad de neutralizacién de por lo menos 0.2 nM o menos contra el complejo
heterodimérico de IL-17ANL-17F. |

Los anticuerpos de la invencion también incluyen anticuerpos totalmente humanos que
especificamente se unen a la IL-17F, IL-17A y/o a la IL-17A/IL-17F, en donde los
anticuerpos muestran una inhibicion superior a 50% de la produccion de citoquinas pro-
inflamatorias in vitro mediada por IL-17F, IL-17A y/o IL-17A/IL-17F. Por ejemplo, los
anticuerpos de la presente invencién muesfran una inhibicion superior a 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 92%, 95%, 97%, 98% o 99% de la secrecion de IL-6
mediante células estimuladas de 1L-17. Tal colmo se utiliza en este documento, el término
"citoquinas pro-inflamatorias" se refiere a las citoquinas inmunorreguladoras que
promueven la inflamacién y/o estadn asociados con la inflamacién. Las citoquinas y
quimioquinas pro-inflamatorias incluyen, por ejemplo, la IL-6, IL-8, G-CSF y GM-CSF. Las
quimioquinas pro-inflamatorias incluyen, por ejemplo, GRO-a, GRO-b, LIX, GCP-2, MIG,
IP10, I-TAC y MCP-1, RANTES, Eotaxina, SDF-1 y MIP3a.

La presente invencion también proporciona metodos de tratamiento o prevencién de
patologias asociadas a la actividad anormai de IL-17, IL-17A ylo IL-17A/IL-17F (por
ejemplo, la produccién anormal de citoquinas pro-inflamatorias tal como la produccion
anormal de IL-8), o para aliviar un sintoma asociado con tales patologias, mediante la
administraciéon de un anticuerpo monoclonal de la invencion (por ejemplo, un anticuerpo
monoclonal totalmente humano) a un sujeto para el cual se desea dicho tratamiento o
prevencion. El sujeto a ser tratado es, por ejemplo, humano. El anticuerpo monoclonal es
administrado en una cantidad suficiente para tratar, prevenir o aliviar un sintoma asociado
a la patologia. La cantidad de anticuerpo mohoclonal suficiente para tratar o prevenir la
patologia en el sujeto es, por ejemplo, una cantidad que es suficiente para reducir la
sefializacion de IL-17F, IL-17A y/o IL-17A/IL-17F (por ejemplo, la produccién inducida de
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IL-17F de una o mas citoquinas pro-inflamatorias (por ejemplo, la IL-6)). Tal como se
utiliza en este documento, el término "reduccion” se refieré a una disminucién en la
produccién-de citoquinas pro-inflamatorias en;la presencia de un anticuerpo monoclonal
de la invencién, en donde la produccion es, por ejemplo, una produccién local de
citoquinas pro-inflamatorias (por ejemplo, en un sitio de tejido inflamado) o una produccién
sistémica de citoquinas pro-inflamatorias. La sefializaciéon de IL-17F, IL-17A y/o IL-17A/IL-
17F (por ejemplo, las citoquinas pro-inflamatorias inducidas por IL-17F tal como la IL-6) es
reducida cuando el nivel de produccién de citoquinas pro-inflamatorias (por ejemplo, la IL-
6) en la presencia de un anticuerpo monoclonial de la invencién es mayor o igual al 5%,
10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80 %, 90%, 95%, 99%, o 100% mas
bajo que un nivel de control de la produccion de citoquinas pro-inflamatorias (es decir, el
nivel de la produccion de citoquinas pro-inflamatorias en ausencia del anticuerpo
monoclonal). El nivel de produccion de citoquinas pro-inflamatorias (por ejemplo, la IL-6)
es medido, por ejemplo, mediante los ensayos celulares de fibroblastos embrionarios de
raton (MEF) estimulados por la IL-17 descritos en este documento. Los expertos en el arte
podran apreciar que el nivel de la produccion de citoquinas pro-inflamatorias puede ser
medido utilizando una variedad de ensayos, incluyendo, por ejemplo, kits de ELISA

disponibles comercialmente.

Las patologias tratadas y/o prevenidas utilizando los anticuerpos monoclonales de la
invencion (por ejemplo, el anticuerpo monoiclonal totalmente humano), incluyen, por
ejemplo, la inflamacién aguda, la inflamacion crénica (por ejemplo, la inflamacion crénica
asociada con condiciones alérgicas y asma), las enfermedades autoinmunes (por
ejemplo, enfermedad de Crohn, la esclerosis multiple), la enfermedad inflamatoria

intestinal, y el rechazo de trasplante.

Las composiciones farmacéuticas de acuefdo con la invencién pueden incluir un
anticuerpo de la invencion y un portador. Estas composiciones farmacéuticas pueden ser

incluidas en kits, tales como, por ejemplo, kits de diagnéstico.

La presente invencion también proporciona proteinas solubles de IL-17F, métodos para
expresar las proteinas de IL-17F, y métodos para la purificacién de tales proteinas en una

forma soluble. g

En algunas modalidades, la patologia a ser tratada es uno o mas trastornos autoinmunes
de enfermedades inflamatorias y cancer. Por ejemplo, sin limitacion, la patologia es la
artritis reumatoide, la enfermedad de Crohn, la psoriasis, la enfermedad pulmonar

obstructiva crénica de esclerosis mdltiple, el asma, la angiogénesis y el cancer.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencion pueden incluir un
anticuerpo de la invencidn y un portador. Estas composiciones farmacéuticas pueden ser

incluidas en kits, tales como, por ejemplo, kits de diagnéstico.

Los expertos en el arte apreciaran que los anticuerpos de la invencién tienen una variedad

de usos. Por ejemplo, las proteinas de la invencion son utilizadas como agentes

t
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terapéuticos para prevenir la activacién del receptor de IL-17 y/o complejos receptores de
IL-17 en trastornos como, por ejemplo, la artritis reumatoide, la enfermedad de Crohn, la
psoriasis, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica de esclerosis multiple, el asma, la
angiogénesis y el cancer. Los anticuerpos de la invencion también son utilizados como
reactivos en kits de diagnéstico o como herramientas de diagnostico, o estos anticuerpos

pueden ser utilizados en ensayos de competicion para generar reactivos terapéuticos.

DESCRIPCION DETALLADA I

La presente invencién proporciona anticuerpos monoclonales que especificamente se
unen a la IL-17F. La invencién proporciona ademas anticuerpos monoclonales que
especificamente se unen a la IL-17F y la IL-17A cuando no forman juntas un complejo (es
decir, anticuerpos monoclonales con reactividad cruzada). La invencién proporciona
ademas anticuerpos monoclonales que especificamente se unen a la IL-17F y al complejo
heterodimérico de IL-17A/IL-17F (también denominado en este documento como el
heterodimero de IL-17A/IL-17F). La presente invencicl')n proporciona aun mas anticuerpos
monoclonales con reactividad cruzada que se unen a la IL-17F, a la IL-17A y al complejo
heterodimérico de |L-17A/IL-17F. Estos anticuerpos son colectivamente denominados
como anticuerpos "hulL-17A/F". El anticuerpo es, por ejemplo, un anticuerpo totalmente

humano.

Los anticuerpos de la invencién especificanhente se Vunen a la IL-17F, en donde el
anticuerpo se une a un epitopo que incluye uri\o 0 mas residuos de aminoacidos de la IL-
17F humana. Los anticuerpos de la invencidn especificamente se unen tanto a la IL-17F
como a la IL-17A en donde el anticuerpo se une a un epitopo que incluye uno o mas
residuos de aminoacidos de la IL-17F humana, de la IL-17A humana, o ambas. Los
anticuerpos de la invencidn especificamente se unen tanto a la IL-17F como al complejo
heterodimérico de IL-17A/IL-17F en donde el anticuerpo se une a un epitopo que incluye

uno o mas residuos de aminoacidos de la IL-17F humana, de la IL-17A o ambas.

Los anticuerpos de la presente invencion se unen a un epitopo de IL-17F y/o a un epitopo
de IL-17A con una constante de equilibrio de unién (Ky) de < 1 uM, por ejemplo, < 100 nM,
preferiblemente < 10 nM, y mas preferiblemente < 1 nM. Por ejemplo, los anticuerpos
hulL-17A/F proporcionados en este documento muestran un Ky en el rango de

aproximadamente entre < 1 nM a aproximadamente 1 pM.

La estructura cristalina de la IL-17F revela qué la proteina adopta un pliegue con nudo de
cisteina, lo que sugiere una relaciéon con Ié superfamilia de nudo de cisteina de las
proteinas. Sin embargo, el motivo del nudo de cisteina de IL-17F sdlo utiliza cuatro
cisteinas en lugar de las clasicas seis cisteinas para formar el nudo. Al igual que otros
miembros de la familia de nudo de cisteina, la IL-17F también existe como un
heterodimero con la IL-17A. Se cree que el heterodimero de IL-17A/IL-17F sefala a
través de la IL-17R y/o del complejo multimérico de IL-17R/IL-17RC. Una evidencia

reciente ha demostrado que los mismos residuos de cisteina que son utilizados en la
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formacion del heterodimero de [L-17A/IL-17F son las mismas cisteinas utilizadas en Ia
formacién del homodimero de IL-17F. Estos datos sugieren que el receptor para el
homodimero de IL-17F o el heterodimero de IL?-17A/IL-17F puede unirse a los residuos de
cisteina conservados en la interfaz de dimero, al igual que otras proteinas de la familia de

nudo de cisteina.

Numerosas funciones regulatorias inmunes han sido reportadas para la familia de IL-17
de las citoquinas, presumiblemente debido a su induccion de muchas moléculas de
sefializaciéon inmune. La IL-17A y la IL-17F comparten funciones bioldgicas muy similares.
Ambas promueven la secrecién de citoquinas pro-inflamatorias (por ejemplo, IL-6, IL-8, G-
CSF y GM-CSF), quimioquinas (por ejemplo, GRO-a, GRO-b, LIX, GCP-2, MIG, IP10 , I-
TAC, y MCP-1, RANTES, Eotaxina, SDF-1, yEMIP3a) y de prostaglandinas (por ejemplo,
PGE,) de una amplia variedad de células incluyendo los fibroblastos, los queratinocitos,
los macréfagos, las células epiteliales y las células endoteliales. Ambas han sido
mostradas también para regular el recambio de la matriz del cartilago. La IL-17F tiene
también funciones biologicas diferentes de la IL-17A, tales como la capacidad de
estimular la proliferacion y la activacion de células T y células mononucleares de sangre

periférica (PBMCs, por sus siglas en inglés), y para inhibir la angiogénesis.

Los anticuerpos hulL-17A/F de la invencién sirven para modular, bloquear, inhibir, reducir,
antagonizar, neutralizar o por otra parte interfefrir con la actividad biolégica de la IL-17F, la
IL-17A y/o el complejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F. Las actividades biolégicas de la
IL-17F, la IL-17A y/o IL-17A/IL-17F incluyen, por ejemplo, la unién de fa IL-17R, la IL-
17RC ylo del complejo receptor multimérico de [L-17R/IL-17RC, y la induccion de
citoquinas y/o la expresién de quimioquinas (por ejemplo, IL-6, IL-8, G-CSF, GM-CSF,
GRO-a, GRO-b, LIX, GCP-2, MIG, IP10, I-TAC, y MCP-1, RANTES, Eotaxina, SDF-1, y
MIP3a) en las células diana. Por ejemplo, los anticuerpos hulL-17A/F inhiben totaimente o
parcialmente la IL-17F, la IL-17A y/o la actividad biolégica de la IL-17A/IL-17F mediante la
parcial o total modulacién, bloqueo, inhibicidn; reduccion, antagonizacion, neutralizacion,
o por otra parte interfieren con la unién de Ié{ IL-17F, la IL-17A y/o IL-17A/IL-17F a sus
receptores, o por otra parte parcial o totalmente modulan, bloquean, inhiben, reducen,
antagonizan, neutralizan la actividad de sefializacion de la IL-17F, de la IL-17A y/o del
complejo IL-17A/IL-17F.

Los anticuerpos hulL-17A/F son considerados para totalmente modular, bloquear, inhibir,
reducir, antagonizar, neutralizar o por otra parte interferir con la actividad bioldgica de la
IL-17F, IL-17A y/o IL-17A/IL-17F cuando el nivel de la actividad de la IL-17F, IL-17A y/o
IL-17A/IL-17F en la presencia del anticuerpo d;e IL-17F es reducida en por lo menos 95%,
por ejemplo, en 96%, 97%, 98%, 99% o 100% en comparacion con el nivel de la IL-17F,
IL-17A y/o IL-17A/IL-17F en ausencia de la unién con un anticuerpo de IL-17F descrito en
este documento. Los anticuerpos hulL-17A/F son considerados para parciaimente
modular, bloquear, inhibir, reducir, antagonizar, neutralizar o por otra parte interferir con la
actividad de la IL-17F, IL-17A y/o IL-17A/IL-17F cuando el nivel de la actividad de la IL-
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17F, IL-17A y/o IL-17A/IL-17F en la presencia del anticuerpo de IL-17F es reducida en
menos de 95%, por ejemplo, de 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 75%, 80%, 85%
0 90% en comparacion con el nivel de la actividad de la IL-17F, IL-17A y/o IL-17A/IL-17F

en ausencia de unidn con un anticuerpo de IL-17F descrito en este documento.

Los anticuerpos hulL-17A/F de reactividad cruzada son considerados para totalmente
modular, bloquear, inhibir, reducir, antagonizar, neutralizar o interferir con la actividad de
la IL-17F, IL-17A ylo IL-17A/IL-17F cuando el nivel de actividad de la IL-17F, IL-17A y/o
IL-17A/IL-17F en la presencia del anticuerpo de IL-17F es reducida en por lo menos 95%,
por ejemplo, en 96%, 97%, 98%, 99% o 100% en comparacién con el nivel de actividad
de la IL-17F, IL-17A y/o IL-17A/IL-17F en ausencia de la unién con un anticuerpo de IL-
17F descrito en este documento. Los anticuerpos IL-17F de reactividad cruzada son
considerados para  parcialmente modular, bloguear, inhibir, reducir, antagonizar,
neutralizar o por otra parte interferir con la actividad de la IL-17F, IL-17A y/o IL-17A/IL-17F
cuando el nivel de actividad de la IL-17F, IL-17A y/o IL-17A/IL-17F en la presencia del
anticuerpo de IL-17F es reducida en menos de 95%, por ejemplo, de 10%, 20%, 25%,
30%, 40%, 50%, 60%, 75%, 80%, 85% o 90% en comparacién con el nivel de actividad de
la IL-17F, IL-17A y/o IL-17A/IL-17F en ausencia de la unién con un anticuerpo de IL-17F

descrito en este documento.
Definiciones

A menos que se indique lo contrario, los términos cientificos y técnicos utilizados en
relacion con la presente invencion deberan tener el significado que sea normalmente
entendido por los expertos en el arte. Ademas, a menos que sea requerido por el
contexto, los términos singulares deberan incluir pluralidades y los términos en plural
deberan incluir el singular. En general, las nomenclaturas utilizadas en relacion con el, y
técnicas de, cultivo de células y tejidos, la biologia molecular, las proteinas y quimica
oligo- o polinucledtida y la hibridacién descritos en este documento son los bien conocidos
y normalmente utilizados en el arte. Las técni!cas estandares son utilizadas para el ADN
recombinante, la sintesis de oligonucleétidos y el cultivo y transformacién de tejidos (por
ejemplo, la electroporacion, la lipofeccion). Las reacciones enzimaticas y técnicas de
purificacién son realizadas de acuerdo a las especificaciones del fabricante o como
normalmente son logradas en el arte 0 como se describe en este documento. Las técnicas
y procedimientos anteriores son generalmente ejecutadas de acuerdo a los métodos
convencionales bien conocidos en el arte y tal como se describen en varias referencias
generales y mas especificas que son citadas y discutidas a lo largo de la presente
especificacion. Véase por ejemplo, Sambrod)k et al. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual (2d ed., Cold Spring Harbor Laboratofy Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989)).
Las nomenclaturas utilizadas en relacién con, y los procedimientos y técnicas de
laboratorio de, la quimica analitica, la quimica organica sintética, y la quimica médica y
farmacéutica descritas en este documento son las bien conocidas y normalmente

utilizadas en el arte. Las técnicas estandares son utilizadas para sintesis quimica, analisis
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quimicos, preparacién farmacéutica, formulacién, y reparto, y para tratamiento de

pacientes.

Tal como se utilizan de acuerdo con la presente divulgacion, los siguientes términos, a

menos que se indique lo contrario, se entenderan que tienen los siguientes significados:

Tal como se utiliza en la presente divulgacién, los términos Interleuquina-17A, IL-17A,
IL17A, IL-17, 1L17, CTLA8, CTLA-8, antigeno asociado al linfocito T citotoxico 8 y
precursor de Interleuquina-17A son sinénimos y pueden ser utilizados indistintamente.
Cada uno de estos términos se refiere a la proteina hombdimérica, excepto cuando se
indique lo contrario. '

Tal como se utiliza en este documento, los términos InterIquuina-17F, IL-17F, IL17F, ML-
1, ML1, Interleuquina-24, IL-24, IL24 y precursor de Interleuquina-17F son sinénimos y
pueden ser utilizados indistintamente. Cada uno de estos términos se refiere a la proteina
homodimeérica, excepto cuando se indique lo contrario.

Tal como se utiliza en este documento, el término "anticuerpo" se refiere a las moléculas
de inmunoglobulina y a las porciones activas inmunolégicamente de las moléculas de
inmunoglobulina (Ig), es decir, moléculas que contienen un sitio de unién al antigeno que
especificamente se une (inmunoreacciona con) a un antigeno. Por "especificamente se
une" o "inmunoreacciona con" o "direccionado contra", se entiende que el anticuerpo
reacciona con uno o mas determinantes antigénicos del antigeno deseado y no reacciona
con otros polipéptidos o se une a una afinidad - mucho mas baja (Ks>10). Los anticuerpos
incluyen, pero no estan limitados a, policlonales, monoclonales, quiméricos, dAb
(anticuerpo de dominio), cadena sencilla, frégmentos Fap, Fav Y Flaoye, ScFvs, y una
biblioteca de expresion de Fp.

Se conoce que la unidad estructural basica de:l anticuerpo comprende un tetramero. Cada
tetramero es compuesto de dos pares idéntico's de cadenas polipeptidicas, cada par tiene
una cadena "ligera" (cerca de 25 kDa) y una "pesada" (alrededor de 50-70 kDa). La
porcion amino-terminal de cada cadena incluye una region variable de alrededor de 100 a
110 0 mas aminodacidos principalmente responsables por el reconocimiento de antigenos.
La porcidn carboxi-terminal de cada cadena define una regién constante principalmente
responsable por la funcion efectora. En general, las moléculas de anticuerpos obtenidas
de humanos se relacionan con cualquiera de las clases de IgG, IgM, IgA, IgE e IgD, que
se diferencian entre si por la naturaleza de la cadena pesada presente en la molécula.
Algunas clases tienen subclases también, tal como la IgG;, I1gG,, y otros. Ademas, en

humanos, la cadena ligera puede ser una cadQna kappa o una cadena lambda.

El término “anticuerpo monoclonal” (MAb) o “composicién de anticuerpo monoclonal”,
como se utiliza en este documento, se refiere a una poblacién de moléculas de anticuerpo
que contienen una sola especie molecular de la molécula de anticuerpo que consiste de
un producto del gen de cadena ligera Unico y un producto del gen de cadena pesada
unico. En particular, las regiones determinantes de la complementariedad (CDR, por sus
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siglas en inglés) del anticuerpo monoclonal son idénticas en todas las moléculas de la
poblacion. Los MAbs contienen un sitio de union al antigeno capaz de una
inmunoreacciéon con un epitopo particular del antigeno caracterizado por una afinidad de

unién unica por él.

En general, las moléculas de anticuerpos cébtenidas de humanos se relacionan con
cualquiera de las clases de 1gG, IgM, IgA, IgI:E e IgD, que se diferencian entre si por la
naturaleza de la cadena pesada presente en la molécula. Algunas clases tienen subclases
también, tal como la I19G;, 1gG,, y otros. Ademas, en humanos, la cadena ligera puede ser
una-cadena kappa o una cadena lambda.

El término "sitio de unién al antigeno" o "porcién de unién" se refiere a la parte de la
molécula de inmunoglobulina que participa en la unién del antigeno. El sitio de unién al
antigeno esta formado por residuos de aminoacidos de las regiones variables (“V") N-
terminal de las cadenas pesada ("H") y ligera ("L"). Tres tramos altamente divergentes
dentro de las regiones V de las cadenas pesadas y ligeras, referidas como "regiones
hipervariables", se interponen entre tramos flanqueados mas conservados conocidos
como "regiones marco", o "FRs" (por sus siglas en inglés). Asi, el término "FR" se refiere a
las secuencias de aminoacidos que se encuentran naturalmente entre, y adyacente a, las
regiones hipervariables en las inmunoglobulinas. En una molécula de anticuerpo, las tres
regiones hipervariables de una cadena ligera y las tres regiones hipervariables de una
cadena pesada estan dispuestas en relacion con cada una de las demés en un espacio
tridimensional para formar una superficie de union al antigeno. La superficie de union al
antigeno es complementaria a la superficie tridimensional de un antigeno vinculado, y las
tres regiones hipervariables de cada una de las cadenas pesadas y ligeras se conocen
como "regiones determinantes de la complementariedad", o "CDRs". La asignacion de los
aminoacidos a cada dominio es de conformidad con las definiciones de Kabat Sequences
of Proteins of Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987
and 1991)), o de Chothia & Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987), Chothia et al. Nature
342:878-883 (1989). |

Tal como se utiliza en este documento, el término "epitopo” incluye cualquier proteina
determinante capaz de una unién especifica a una inmunoglobulina o un fragmento de la
misma, o a un receptor de células T. El término "epitopo” incluye cualquier proteina
determinante capaz de una unién especifica a una inmunoglobulina o receptor de células
T. Las determinantes epitdpicas por lo general consisten en agrupaciones de moleculas
con superficie activa quimicamente tales como los aminoacidos o cadenas laterales de
azlcar y normalmente tienen caracteristicas estructurales tridimensionales especificas,
asi como caracteristicas especificas de carga. Se dice que un anticuerpo especificamente
se une a un antigeno cuando la constante de disociacion es < 1 uM, por ejemplo, < 100

nM, preferiblemente < 10 nM y mas preferiblerfnente <1 nM.

Tal como se utiliza en este documento, los términos "union inmunoloégica", y "propiedades

de unién inmunolégica” se refieren a las interacciones no-covalentes del tipo que se
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producen entre una molécula de inmunoglobulina y un antigeno para el que la
inmunoglobulina es especifica. La fuerza, o afinidad, de las interacciones de unién
inmunoldgica puede ser expresada en términos de la constante de disociacion (Kq) de la
interaccion, en donde una pequeria K4 representa una mayor afinidad. Las propiedades de
unién inmunolégica de polipéptidos seleccionados pueden ser cuantificadas mediante
métodos bien conocidos en el arte. Uno de estos métodos implica la medicion de las
velocidades de formacion y disociacién del complejo antigeno-sitio de unidén/antigeno, en
donde esas velocidades dependen de las concentraciones de las parejas del complejo, de
la afinidad de la interaccién, y de los parémetréos geométricos que igualmente influyen en
la velocidad en ambas direcciones. Asi, tanto? "la constante de velocidad de asociacién”
(Ken) como "la constante de velocidad de disociacion” (Ks) pueden ser determinadas
mediante el calculo de las concentraciones y las velocidades reales de la asociacion y
disociacion. (Véase Nature 361:186-87 (1993)). El cociente de K/K,n permite la
cancelacién de todos los parametros no relacionados con la afinidad, y es igual a la
constante de disociacidn Kq. (Véase, en general, Davies et al. (1990) Annual Rev Biochem
59:439-473). Se dice que un anticuerpo de Ia presente invencion especificamente se une
al homodimero de IL-17F, homodimero IL-17A y/o heterodimero IL-17A/IL-17F, cuando la
constante de equilibrio de uniéon (Ky) es < 1 puM, preferiblemente < 100 nM, mas
preferiblemente < 10 nM, y mucho mas preferiblemente 100 < pM hasta alrededor de 1
pM, segln lo medido por ensayos tales como los ensayos de unién de radioligando o

ensayos similares conocidos por los expertos en el arte.

El término "polinucledtido aislado" como se utiliza en este documento debera ser
entendido como un polinucleétido del ADNc genémico, o de origen sintético o alguna
combinacion de los mismos, que en virtud de su origen el "polinucleétido aistado” (1) no
esta asociado con la totalidad o una parte de un polinucledtido en el que el "polinucledtido
aislado" se encuentra en la naturaleza, (Q) esta vinculado operativamente a un
polinucleétido que no esta vinculado a la natufaleza, o (3) no se produce en la naturaleza
como parte de una secuencia mas grande. Los polinucleétidos de conformidad con la
invencion incluyen las moléculas de acido nucleico que codifican las moléculas de
inmunoglobulina de cadena pesada que se presentan en las SEC ID NOS.: 2, 6, 8, 10, 14,
18, 20, 24, 28, 32, 34, 38,.44, 48 0 54 y las moléculas de acido nucleico que codifican las
moléculas de inmunoglobulina de cadena ligera representadas en las SEC ID NOS.: SEC
ID NOS.: 4, 12, 16, 22, 26, 30, 36, 40, 46 o0 56.

El término "proteina aislada" a que se refiere este documento significa proteina del ADNc,
el ARN recombinante, o de origen sintético o alguna combinacién de los mismos, que en
virtud de su origen, o fuente de derivacion, la "proteina aislada" (1) no es asociada con
proteinas encontradas en la naturaleza, (2) es libre de otras proteinas del mismo origen,
por ejemplo, libre de proteinas marinas, (3) es expresada por una célula de diferentes

especies, o (4) no se produce en la naturaleza.

El término "polipéptido” se utiliza en este documento como un término genérico para
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referirse a la proteina nativa, fragmentos, o analogos de una secuencia polipeptidica. Por
consiguiente, los fragmentos de la proteina nativa, y los analogos son especies del género
polipéptido. Los polipéptidos de acuerdo con la invencién comprenden moléculas de
inmunoglobulina de cadena pesada representadas en las SEC ID NOS.: 2, 6, 8, 10, 14,
18, 20, 24, 28, 32, 34, 38, 44, 48 o 54 y moléculas de inmunoglobulina de cadena ligera
representadas en las SEC ID NOS.: SEC ID NOS.: 4, 12, 16, 22, 26, 30, 36, 40, 46, 50 o
56, asi como moléculas de anticuerpos formédas por combinaciones que comprenden
moléculas de inmunoglobulina de cadena peséda con moléculas de inmunoglobulina de
cadena ligera, tales como las moléculas de inmunoglobulina de cadena ligera kappa, y

viceversa, asi como fragmentos y analogos de las mismas.

El término "de origen natural" como se utiliza en este documento tal como se aplica a un
objeto, hace referencia al hecho de que un objeto puede ser encontrado en la naturaleza.
Por ejemplo, una secuencia de polipéptido o polinucleétido que esta presente en un
organismo (incluyendo los virus), que puede ser aislado de una fuente en la naturaleza y
gue no haya sido intencionalmente modificado por el hombre en el laboratorio o por otra

parte es de origen natural.

El término "vinculado operativamente" como se utiliza en este documento, se refiere a que
las posiciones de los componentes asi descritos estan en una relacién que les permite
funcionar en su forma pretendida. Una secuencia de control "vinculada operativamente" a
una secuencia codificante esta ligada de tal m:anera que la expresion de la secuencia de

codificacién es alcanzada bajo condiciones compatibles con las secuencias de control.

El término "secuencia de control" como se utiliza en este documento, se refiere a las
secuencias de polinucledtido que son necesarias para lograr la expresion y el
procesamiento de las secuencias de codificacion a las que estan ligadas. La naturaleza
de tales secuencias de control difiere en funcién del organismo huésped en procariotas,
tales secuencias de control generalmente incluyen un sitio de unién ribosomal, promotor y
la secuencia de terminacion de la transcripcién en eucariotas, en general, tales
secuencias de control incluyen promotores y secuencia de terminacion de la transcripcion.
El término "secuencias de control" pretende incluir, como minimo, todos los componentes
cuya presencia es esencial para la expresion y procesamiento, y también puede incluir
componentes adicionales cuya presencia es ventajosa, por ejemplo, la secuencia lider y
las secuencias de pareja de fusidon. El término "polinucleétido” a que se refiere este
documento, significa un boro polimérico de nucledtidos de por lo menos 10 bases de
longitud, ya sea ribonucleétidos o desoxinucledtidos o una forma modificada de cualquier

tipo de nucledtidos. El término incluye formas de hebras individuales y dobles de ADN.

El término "oligonucledtido” a que se refiere este documento incluye nucledtidos de origen
natural y modificados vinculados entre si mediante enlaces de oligonucleétidos de origen
natural y de origen no natural. Los oligonucleétidos son un subconjunto de polinucledtidos
que generalmente comprenden una longitud de 200 bases o menos. Preferiblemente los
oligonucledtidos son de 10 a 60 bases de longitud y mas preferiblemente de 12, 13, 14,
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15, 16, 17, 18, 19, 0 20 a 40 bases de longitud. Los oligonucleotidos son normaimente de
una sola hebra, por ejemplo, para sondas, aunque ios oligonucleétidos pueden ser de
doble hebra, por ejemplo, para uso en la construcciéon de un gen mutante. Los

oligonucleétidos de la invencidn son tanto oligonucledtidos sentido como antisentido.

El término "nucleétidos de origen natural" a que se refiere este documento incluye
desoxirribonucleétidos y ribonucleétidos. El término "nucleétidos modificados" a que se
refiere este documento incluye ios nucledtidos con grupos de azucares modificados o
sustituidos y similares. El término "enlaces de oligonucleétidos" a que se refiere este
documento incluye enlaces de oligonucledtidos tal como fosforotioato, fosforoditioato,
fosforoselenoato, fosforodiselenoato, fosforoanilotioato, fosforoaniladato, fosforoamidato,
y similares. Véase por ejemplo, LaPlanche et al. Nucl. Acids Res. 14:9081 (1986); Stec et
al. J. Am. Chem. Soc. 106:6077 (1984), Stein et al. Nucl. Acids Res. 16:3209 (1988), Zon
et al. Anti Cancer Drug Design 6:539 (1991); Zon et al. Oligonucleotides and Analogues: A
Practical Approach, pp. 87-108 (F. Eckstein, Ed., Oxford University Press, Oxford England
(1991)); Stec et al. U.S. Patent No. 5,151,510; Uhlmann and Peyman Chemical Reviews
90:543 (1990). Un oligonucledtido puede incluir una etiqueta para la deteccién, si lo

desea.

El término "hibridan selectivamente" referido en este documento significa unirse
especificamente y detectablemente. Los polinucledtidos, los oligonucledtidos y los
fragmentos de los mismos, en conformidad con la invencién, hibridan selectivamente a
hebras de acido nucleico bajo condiciones de hibridacién y lavado que minimizan
cantidades apreciables de union detectable a acidos nucleicos no especificos. Las
condiciones de alta severidad pueden ser utilizadas para lograr condiciones de hibridacion
selectiva como se conoce en el arte y se discute en este documento. En general, la
homologia de la secuencia de acidos nucleicos entre los polinucledtidos, los
oligonucledtidos, y los fragmentos de la invencién y una secuencia de acido nucleico de
interés, seran por lo menos del 80%, y mas habitualmente con un aumento de homologias
de preferencia de al menos 85%, 90%, 95% , el 99% y 100%. Dos secuencias de
aminoacidos son homdlogas si existe una identidad parcial o total entre sus secuencias.
Por ejemplo, la homologia del 85% significa que el 85% de los aminoacidos son idénticos
cuando las dos secuencias se alinean para un emparejamiento maximo. Los intervalos
(en cualquiera de las dos secuencias que son emparejadas) que son permitidos en
longitudes de intervalo de emparejamiento maximo de 5 o menos son preferidos, con 2 o
menos siendo mas preferidos. Por otra parte y de preferencia, dos secuencias de proteina
(o secuencias de polipéptidos derivados de ellas de por lo menos 30 aminoacidos de
longitud) son homélogas, ya que este término es utilizado en este documento, si tienen
una puntuacion de alineacion de mas de 5 (en unidades de desviacion estandar)
utilizando el programa ALIGN con la matriz de los datos de mutacién y una penalidad de
intervalo de 6 o mas. Véase Dayhoff, M.O., en Atlas of Protein Sequence and Structure,

pp. 101-110 (Volumen 5, National Biomedical Research Foundation (1972)) y Supplement
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2 de este volumen, pp. 1-10. Las dos secuencias o partes de las mismas son mas
preferiblemente homoélogas si sus aminoacidos son mayores que o igual al 50% idéntico,
cuando alineados éptimamente utilizando programa ALIGN. El término "corresponde a" es
utilizado en este documento en el sentido de :que una secuencia de polinucleétidos es
homodloga (es decir, es idéntica, no estrictamente evolutivamente relacionadas) a la
totalidad o a una porciéon de una secuencia dei polinucledtidos de referencia, o que una
secuencia de polipéptidos es idéntica a una secuencia de polipeptido de referencia. En
contraposicién, el término "complementario a" es utilizado en este documento en el
sentido de que la secuencia complementaria es homéloga:a la totalidad o a una parte de
una secuencia de polinucleétidos de referencia. A titulo de ejemplo, la secuencia de
nucledtidos “TATAC" corresponde a una secuencia de referencia "TATAC" y es

complementaria a una secuencia de referencia "GTATA".

Los siguientes términos son utilizados para describir las relaciones de secuencias entre
dos 0 mas secuencias de polinucledtidos o de aminodcidos: "secuencia de referencia”,
"ventana de comparacion", "identidad de secuencia”, "porcentaje de la identidad de
secuencia", e "identidad sustancial". Una "secuencia de referencia" es una secuencia
definida utilizada como una base para una secuencia de comparacioén, una secuencia de
referencia puede ser un subconjunto de una secuencia mayor, por ejemplo, como un
segmento de un ADNc de longitud completa o ‘secuencia de genes que figuran en una
lista de secuencias o puede comprender un ADNc completo o secuencia de genes. Por lo
general, una secuencia de referencia es de por lo menos 18 nucleétidos o 6 aminoacidos
de longitud, con frecuencia de por lo menos 24 nucleétidos u 8 aminoacidos de longitud, y
con mayor frecuencia de por lo menos 48 nucleétidos o 16 aminoacidos de longitud. Ya
que dos polinucledtidos o secuencias de aminoacidos pueden cada una (1) comprender
una secuencia (es decir, una porcion de la secuencia de polinucleétido o de aminoacidos
completa) que es similar entre las dos moléculas, y (2) pueden comprender ademds una
secuencia que es divergente entre las dos secuencias de polinucleétidos o de
aminoacidos, las comparaciones de secuencias entre dos (0 mas) moléculas son
normalmente realizadas mediante la comparaciéh de las sécuencias de las dos moléculas
sobre una "ventana de comparacion" para identificar y comparar las regiones locales de
similitudes de secuencias. Una "ventana de comparaciéon”, como se utiliza en este
documento, se refiere a un segmento conceptual de por lo menos una posicion de 18
“nucleétidos contiguos o 6 aminoacidos, en donde una secuencia de polinucledtidos o
secuencia de aminodacidos puede ser comparada con una secuencia de referencia de al
menos una secuencia de 18 nucledtidos contiguos o 6 aminoacidos, y en donde la porcién
de la secuencia de polinucleétidos en la ventana de comparacion puede comprender
adiciones, supresiones, sustituciones, y similares (es decir, intervalos), de 20 por ciento o
menos en comparacion con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o
supresiones) para una alineaciéon éptima de dos secuencias. La alineacion Optima de
secuencias para la alineacion de una ventana de comparacion puede ser conducida por el

algoritmo de homologia local de Smith y Waterman Adv. Appl. Mateméticas. 2:482 (1981),
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-

por el algoritmo de alineacién de homologia de Needleman y Wunsch J. Mol. Biol. 48:443
(1970), por el método de busqueda por similitud de Pearson y Lipman Proc. Natl. Acad.
Sci. (EE.UU.) 85:2444 (1988), por las implementaciones computarizadas de estos
algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Paquete de Software de Wisconsin
Genetics Release 7.0, (Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.),
Geneworks, o paquetes de software de MacVector), o por inspeccion, y la mejor
alineacion (es decir, resultando en el mayor porcentaje de homologia sobre la ventana de

comparacién) generada por diversos métodos es seleccionada.

El término "identidad de secuencia” significa que dos secuencias de polinucleétido o de
aminoacidos son idénticas (es decir, en una base de nucleétido por nucleétido o residuo
por residuo) sobre la ventana de comparacién. El término "porcentaje de identidad de
secuencia” es calculado mediante la comparabic’m de dos secuencias alineadas de forma
Optima sobre la ventana de comparacion, determinando el nimero de posiciones en las
cuales la base de acido nucleico idéntica (por ejemplo, A, T, C, G, U o l) o residuo se
producen en ambas secuencias para obtener el numero de posiciones emparejadas,
dividiendo el numero de posiciones emparejadas por el numero total de posiciones en la
ventana de comparacion (es decir, el tamafio de la ventana), y multiplicando el resultado
por 100 para obtener el porcentaje de identidad de secuencia. El término "identidad
sustancial" como se utiliza en este documento denota una caracteristica de una secuencia
de polinucleétido o de aminoacidos, en donde el polinucleétido o acido amino comprende
una secuencia que tiene por lo menos una identidad de secuencia de 85 por ciento,
preferiblemente por lo menos una identidad de secuencia del 90 a 95 por ciento, con mas
comunmente por lo menos una identidad de secuencia del 99 por ciento en comparacion
con una secuencia de referencia sobre una ventana de comparacién de por lo menos
posiciones de 18 nucledtidos (6 aminoacidos), con frecuencia sobre una ventana de por lo
menos posiciones de 24-48 nuclettidos (8-16 aminodacidos), en donde el porcentaje de
identidad de secuencia es calculado mediante la comparaciéon de la secuencia de
referencia con la secuencia que puede incluir supresiones o adiciones que totalizan el 20
por ciento 0 menos de la secuencia de referencia sobre la ventana de comparacion. La

secuencia de referencia puede ser un subconjunto de una secuencia mas larga.

Como se utiliza en este documento, los veinte aminodacidos convencionales y sus
abreviaturas siguen el uso convencional. Ver immunology — A Synthesis (22 edicion, E.S.
Golub y D.R. Gren, Eds. Sinauer Associates, Sunderland7 Mass. (1991)). Los
estereoisdOmeros (por ejemplo, los aminoacidos D-) de los veinte aminoacidos
convencionales, aminoacidos no naturales, como a-, aminoacidos o-disustituidos,
aminoacidos N-alquilo, acido lactico, y otros' aminoacidos no convencionales tambien
pueden ser componentes adecuados para los polipéptidos dé la invencién. Los ejemplos
de los aminoacidos no convencionales incluyen: 4 hidroxiprolina, y-carboxiglutamato, -
N,N,N-trimetillisina, e-N-acetillisina, O-fosfoserina, N-acetilserina, N-formilmetionina, 3-

metilhistidina, 5-hidroxilisina, c-N-metilarginina, y otros acidos aminoéacidos y acidos imino
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similares (por ejemplo, 4-hidroxiprolina). En la notacién del polipéptido utiliza en este
documento, la direccidn a la izquierda es la direccion del amino-terminal y la direccién a la
derecha es la direccién carboxi-terminal, de acuerdo con el uso y convenciones
estandares.

Del mismo modo, a menos que se especifique lo contrario, el extremo a la izquierda de las
secuencias de polinucleétido monocatenario es el extremo 5', la direccién a la izquierda
de las secuencias de polinucleétido bicatenario se denomina como la direccion 5'. La
direcciéon 5' a 3' de adicién de transcripciones de ARN naciente es denominada como las
regiones de transcripcion de secuencia de direccion en la hebra de ADN que tiene la
misma secuencia que el ARN, y que son 5' al extremo 5' de la transcripcion de ARN son
denominadas como "secuencias arriba", las régiones de secuencias en la hebra de ADN
gue tienen la misma secuencia del ARN y que son 3' al extremo 3' de la transcripcién de

ARN son denominadas "secuencias abajo".

Tal como se aplica a los polipéptidos, el término "identidad sustancial” significa que dos
secuencias de péptidos, cuando alineadas de manera 6ptima, tal como por los programas
GAP o BESTFIT que utilizan los pesos de los intervalos por defecto, comparten por lo
menos el 80 por ciento de identidad de secuencia, preferiblemente por lo menos el 90 por
ciento de identidad de secuencia, mas preferiblemente por lo menos el 95 por ciento de
identidad de secuencia, y mucho mas preferiblemente por lo menos el 99 por ciento de

identidad de secuencia.

Preferiblemente, las posiciones de residuos que no son idénticos difieren por las

sustituciones de aminoacidos conservadoras.

Las sustituciones de aminoacidos conservadoras se refieren a la capacidad de
intercambio de los residuos que tienen cadenas laterales similares. Por ejemplo, un grupo
de aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas es glicina, alanina, valina, leucina
e isoleucina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales alifatico-hidroxilo es
serina y treonina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen
amida es la asparagina y glutamina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas
laterales aromaticas es fenilalanina, tirosina y triptéfano; un grupo de aminoéacidos que
tienen cadenas laterales de base es lisina, arginina e histidina; y un grupo de aminoacidos
que tienen cadenas laterales que contienen azufre es cisteina y metionina. Los grupos de
sustitucion de amino acidos conservadores son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-

tirosina, lisina-arginina, valina alanina, glutamico-aspartico, y asparagina-glutamina.

Como se discute en este documento, pequefias variaciones en las secuencias de
aminoacidos de anticuerpos o moléculas de inmunoglobulina son contempladas como
siendo abarcadas por la presente invencion, siempre que las variaciones en la secuencia
de aminoacidos mantengan por o0 menos el 75%, mas preferiblemente por 1o menos el
80%, 90%, 95%, y mucho mas preferiblemente el 99%. En particular, los reemplazos

conservadores de aminoacidos son contemplados. Los reemplazos conservadores son los
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que tienen lugar dentro de una familia de aminoacidos que estan relacionados en sus
cadenas laterales. Los -aminoacidos genéticamente codificados son generalmente
divididos en las familias: (1) los aminoacidos acidos son aspartato, glutamato, (2) los
aminoacidos basicos son la lisina, arginina, histidina, (3) los aminoacidos no polares son
la alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano, y (4) los
aminoacidos polares sin carga son incina; asparagina, glutamina, cisteina, serina,
treonina, tirosina. Los aminoacidos hidrofilicos incluyen arginina, asparagina, aspartato,
glutamina, glutamato, histidina, lisina, serina y treonina. Los aminoacidos hidrofébicos
incluyen alanina, cisteina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, prolina, triptéfano,
tirosina y valina. Otras familias de aminoacidos incluyen: (i), serina y treonina, que son la
familia de alifatico-hidroxilo; (ii) asparagina y glutamina, que son la familia que contiene
amida, (iii) alanina, valina, leucina e isoleucina, que son la familia de alifaticos, y (iv)
fenilalanina, triptéfano, y tirosina, que son la familia de aromaticos. Por ejemplo, es
razonable esperar que un reemplazo aislado de una leucina con una isoleucina o valina,
un aspartato con un glutamato, una treonina con una serina, o una reemplazo similar de
un aminoacido con un aminoacido estructuralmente relacionado no tendrd un mayor
efecto en la unién o propiedades de la molécula resultante, especialmente si el reemplazo
no involucra un aminoacido en un sitio de marco. Si un cambio de aminoacidos resulta en
un péptido funcional se puede determinar facilmente mediante el ensayo de la actividad
especifica del polipéptido derivado. Los ensayos son descritos en detalle en este
documento. Los fragmentos o analogos de anticuerpos o moléculas de inmunoglobulina
pueden ser faciimente preparados por los expertos en el arte. Las extremidades amino- y
carboxi- preferidas de fragmentos o analogos ocurren cerca de los limites de los dominios
funcionales. Los dominios estructurales y funcionales pueden ser identificados mediante
la comparacién de los datos de las secuencias de nucleétidos y/o de aminoacidos con
bases de datos de secuencia publica o privada. Preferiblemente, los métodos
computarizados de comparacién son utilizados para identificar los motivos de secuencia o
los dominios de conformacion de proteina predichos que ocurren en otras proteinas de
estructura y/o funcién conocidas. Son conocidos los métodos para identificar las
secuencias de proteinas que se pliegan en una estructura tri-dimensional conocida. Bowie
et al. Science 253:164 (1991). De esta manera, los ejemplos anteriores demuestran que
los expertos en el arte pueden reconocer los motivos de secuencia y conformaciones
estructurales que pueden ser utilizados para definir los dominios estructurales y

funcionales de acuerdo con la invencion.

Las sustituciones de aminoacidos preferidas son aquellas que: (1) reducen la
susceptibilidad a la proteolisis, (2) reducen la susceptibilidad a la oxidacién, (3) alteran la
afinidad de unién para la formacién de complejos de proteinas, (4) alteran las afinidades
de unién, y (4) confieren o modifican otras propiedades fisicoquimicas o funcionales de
tales analogos. Los analogos pueden incluir diversas muteinas de una secuencia distinta
de la secuencia de péptido de origen natural. Por ejemplo, las sustituciones de

aminoacidos individuales o multiples (preferiblemente sustituciones de aminoacidos
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conservadoras) pueden ser realizadas en la secuencia de origen natural (preferiblemente
en la porcion del polipéptido fuera de los contactos intermoleculares de la formacién de
dominio(s). Una sustitucién de aminoacidos conservadora no deberia cambiar
sustancialmente las caracteristicas estructurales de la secuencia priogenitora (por
ejemplo, un aminoacido de reemplazo no deberia tender a romper una hélice que se
produce en la secuencia progenitora, o perturbar otros tipos de estructura secundaria que
caracteriza a la secuencia progenitora). Los ejemplos de estructuras secundarias y
terciarias de polipéptidos reconocidos en el arte son descritas en Proteins, Structures and
Molecular Principles (Creighton, Ed., W. H. Freeman and Company, New York (1984)),
Introduction to Protein Structure (C. Branden and J. Tooze, eds., Garland Publishing, New
York, N.Y. (1991)); y Thornton et at. Nature 354:105 (1991).

El término "fragmento del polipéptido” como se utiliza en este documento, se refiere a un
polipéptido que tiene un amino terminal y/o 'supresién carboxi-terminal, pero donde la
secuencia de aminoacidos restante es idéntica a las posiciones correspondientes en la
secuencia de origen natural deducida, por ejemplo, a partir de una secuencia de ADNc de
longitud completa. Los fragmentos normalmente son por lo menos de 5, 6, 8 o 10
aminoacidos de largo, preferiblemente por lo menos de 14 aminoacidos de largo, mas
preferiblemente por lo menos de 20 aminoacidos de largo, en general por lo menos de 50
aminoacidos de largo, y aun mas preferiblemente por lo menos de 70 aminoacidos de
largo. El término "analogo" como se utiliza en este documento, se refiere a polipéptidos
que estan compuestos de un segmento de por lo menos 25 aminoacidos que tienen
identidad sustancial a una porcion de una secuencia de aminoacidos deducida y que tiene
unién especifica a la IL-17F sola o al heterodimero de IL-17A/IL-17F (es decir, complejos),
bajo las condiciones de union adecuadas. Normalmente, los analogos de polipeptido
comprenden una sustitucién de aminoacidos conservadora (o adicién o supresion) con
respecto a la secuencia de origen natural. Los analogos normalmente son de por lo
menos 20 aminoacidos de largo, preferiblemente por lo menos de 50 aminoacidos de
longitud 0 mas, y muchas veces puede ser tanlargo como un polipéptido de origen natural

de longitud completa.

Los analogos del péptido son cominmente utilizados en la industria farmacéutica como
farmacos no-peptidicos con propiedades analogas a las del péptido de la plantilia. Estos
tipos de compuesto no-peptidicos son | denominados "péptido miméticos" o
"peptidomiméticos”. Fauchere, J. Adv. Drug Res. 15:29 (1986), Veber y Freidinger TINS
p.392 (1985); y Evans et al. J. Med. Chem. 30:1229 (1987). Tales compuestos han sido
desarrollados con frecuencia con la ayuda de un modelo molecular computarizado. Los
péptidos miméticos que son estructuraimente similares a péptidos terapéuticamente utiles
pueden ser utilizados para producir un efecto terapéutico o profilactico equivalente. En
general, los peptidomiméticos son estructuralmente similares a un polipéptido paradigma
(es decir, un polipéptido que tiene una propiegad bioquimica o actividad farmacologica),
tales como los anticuerpos humanos, pero tiene uno o mas enlaces de péptidos

21

1D



10

15

20

25

30

35

40

opcionalmente sustituidos por un enlace seleccionado del grupo que consiste de: --
CH;NH--, --CH,S-, --CH,-CH,--, --CH=CH--(cis y trans), --COCHy-, CH(OH)CH,--, y -
CH,SO-- , mediante métodos bien conocidos en el arte. La sustitucion sistematica de uno
0 mas aminoacidos de una secuencia de consenso con un D-aminoacido del mismo tipo
(por ejemplo, la D-lisina en lugar de la L-lisina) puede ser utilizado para generar péptidos
mas estables. Ademas, los péptidos restringidos que comprenden una secuencia de
consenso o una variacion de la secuencia de consenso sustancialmente idéntica pueden
ser generados por métodos conocidos en el arte (Rizo y Gierasch Ann. Rev. Biochem
61.387 (1992)); por ejemplo, mediante la adicion de residuos de cisteina internos capaces

de formar puentes disulfuros intramoleculares que ciclan el péptido.

El término "agente" es utilizado en este documento para denotar un compuesto quimico,
una mezcla de compuestos quimicos, una macromolécula biolégica, o un extracto hecho

de materiales biologicos.

Tal como se utiliza en este documento, los términos "etiqueta” o "etiquetado” se refiere a
la incorporacién de un marcador detectable, por ejemplo, mediante la incorporacion de un
aminoacido radiomarcado o adhesién a un polipéptido de porciones biotinil que pueden
ser detectadas por avidina marcada (por ejemplo, la estreptavidina que contiene un
marcador fluorescente o una actividad enzimatica que pueden ser detectada por métodos
dpticos o calorimétricos). En ciertas situaciones, la etiqueta o marcador también puede ser
terapéutico. Varios métodos de etiquetado de polipéptidos y glicoproteinas son conocidos
en la técnica y pueden ser utilizados. Los ejemplos de etiquetas para polipéptidos
incluyen, pero no se limitan a, lo siguiente: radioisétopos o radionuclidos (por ejemplo, 3H,
“C, BN, s, 0y, *®T¢, "In, "1, "), marcadores fluorescentes (por ejemplo, FITC,
rodamina, fosforos lantanidos), etiquetas enzimaticas (por ejemplo, peroxidasa de rabano
picante, p-galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina), quimioluminiscencia, grupos
biotinilos, epitopos polipéptidos predeterminados reconocidos por un indicador secundario
(por ejemplo, secuencias de pares de cremalleras de leucina, sitios de union para
anticuerpos secundarios, dominios de union al metal, etiquetas de epitopos). En algunas
modalidades, las etiquetas son adjuntadas mediante brazos espaciadores de varias
longitudes para reducir el impedimento estérico potencial. El término "farmaco o agente
farmacéutico" como se utiliza en este documento, se refiere a una composicion o
compuesto quimico capaz de inducir un efecto terapéutico deseado cuando es

administrado correctamente a un paciente.

Otros términos quimicos de este documento son utilizados segun los usos convencionales
en el arte, como se ejemplifica en The McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms (Parker,
S. Ed., McGraw-Hill, San Francisco (1985)).

El término "agente antineopldsico” es utilizado en este documento para referirse a los
agentes que tienen la propiedad funcional de inhibir el desarrollo o progresiéon de un
neoplasma en un humano, en particular, una lesién maligna (cancerosa), tal como un

carcinoma, sarcoma, linfoma o leucemia. La inhibicién de la metastasis es con frecuencia
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una caracteristica de los agentes antineoplasicos.

Como se utiliza en este documento, "substancialmente pUro" significa que una especie
objeto es la especie predominante presente (es decir, sobre una base molar es mas
abundante que cualquier otra especie individual en la composicion), y, preferiblemente,
una fraccién purificada sustancial es una composicion en donde la especie objeto
comprende por lo menos el 50 por ciento (sobre una base molar) de todas las especies
macromoleculares presentes.

Por lo general, una composicién sustanciaimente pura comprendera mas de cerca de un
80 por ciento de todas las especies macromoleculares presentes en la composicion, mas
preferiblemente mas de cerca de un 85%, 90%, 95% y 99%. Mucho mas preferiblemente,
la especie objeto es purificada a una homogeneidad esencial (la especie de contaminante
no puede ser detectada en la composicion mediante los métodos de deteccion
convencionales) en donde la composiciéon consiste esencialmente de una especie

macromolecular Unica.

Las enfermedades autoinmunes incluyen, por ejemplo, el Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA, que es una enfermedad viral con un componente autoinmune), la
alopecia areata, la espondilitis anquilosante, el sindrome antifosfolipido, la enfermedad
autoinmune de Addison, la anemia hemolitica autoinmune, ‘la hepatitis autoinmune, la
enfermedad del oido interno autoinmune (AIED, por sus siglas en inglés), el sindrome
linfoproliferativo autoinmune (ALPES, por sus siglas en inglés), la purpura
trombocitopénica autoinmune (ATP, por sus siglas en inglés), la enfermedad de Behcet, la
miocardiopatia, la enfermedad celiaca-dermatitis herpetiforme, el sindrome de fatiga
cronica y disfuncion inmune (CFIDS, por sus siglas en inglés), la Polineuropatia
desmielinizante inflamatoria crénica (CIPD, por sus siglas en inglés), el penfigoide
cicatrizal, la enfermedad por crioaglutininas, el sindrome de la cresta, la enfermedad de
Crohn, la enfermedad de Degos, la dermatomiositis juvenil, el lupus discoide, la
crioglobulinemia mixta esencial, la fibromiaIgia-ﬁbromiositis, la enfermedad de Graves, el
sindrome de Guillain-Barré, la tiroiditis de Hashimoto, la fibrosis pulmonar idiopatica, la
purpura trombocitopénica idiopatica (ITP, por sus siglas en inglés), la nefropatia IgA, la
diabetes mellitus dependiente de insulina, la artritis cronica juvenil (enfermedad de Still), la
artritis reumatoide juvenil, la enfermedad de Méniére, la enfermedad mixta del tejido
conectivo, la esclerosis multiple, la miastenia gravis, la anemia perniciosa, la poliarteritis
nodosa, la policondritis, los sindromes poliglandulares, la polimialgia reumatica, la
polimiositis y dermatomiositis, la agammaglobulinemia primaria, la cirrosis biliar primaria,
la psoriasis, la artritis psoriasica, el fenomeno de Raynaud, el sindrome de Reiter, la fiebre
reumatica, la artritis reumatoide, la sarcoidosis, la esclerodermia (esclerosis sistémica
progresiva (PSS, por sus siglas en inglés), también conocida como esclerosis sistémica
(SS, por sus siglas en inglés)), el sindrome de Sjogren, el sindrome del hombre rigido, el
lupus eritematoso sistémico, la arteritis de Takayasu, la arteritis temporal y la arteritis de

células gigantes, la colitis ulcerosa, la uveitis, el vitiligo y la granulomatosis de Wegener.
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Los trastornos inflamatorios incluyen, por ejemplo, los trastornos inflamatorios crénicos y
agudos. Los ejemplos de trastornos inflamatorios incluyen la enfermedad de Alzheimer, el
asma, la alergia atopica, la alergia, la aterosclerosis, el asma bronquial, el eczema, la
glomerulonefritis, la enfermedad injerto contra huésped, las anemias hemoliticas, la
osteoartritis, la sepsis, la apoplejia, el trasplante de tejidos y 6rganos, la vasculitis, la

retinopatia diabética y lesién pulmonar inducida por el ventilador.

Anticuerpos hullL-17F/A

Los anticuerpos monoclonales de la invencién (por ejemplo, los anticuerpos monoclonales
completamente humanos) tienen la capacidad de inhibir la produccién de citoquinas
proinflamatorias inducida por la I‘L-17F, la IL-17A y/o IL-1F/IL-17A (por ejemplo, la IL-6).
La inhibicion es determinada, por ejemplo, los ensayos celulares de fibroblastos
embrionarios de ratén (MEF, por sus siglas en inglés) estimulados por la IL-17 descritos

en este documento.

Los anticuerpos ejemplificantes de la invencién incluyen, por ejemplo, el anticuerpo
30D12, el anticuerpo 29D8, el anticuerpo 1E4, el anticuerpo 31A3, el anticuerpo 39F12, el
anticuerpo 12B12, el anticuerpo 15B7, el anticuerpo 4H11, el anticuerpo 4B11, el
anticuerpo 8B11, el anticuerpo 38B1, y el anticuerpo 15E6, el anticuerpo 5E12, el
anticuerpo 41B10, y variantes de los mismos. Las variantes de estos anticuerpos incluyen
el anticuerpo 30D12BF (una variante del anticuerpo 30D12), el anticuerpo 39F12A (una
variante del anticuerpo 39F12), y el anticuerpo 15E6FK (una variante del anticuerpo
15E6). Estos anticuerpos muestran especificidad para la IL-17F humana y han sido
indicados para inhibir la inducciéon in vitro de la IL-17F humana de las citoquinas
proinflamatorias IL-6. El anticuerpo 29D8 ("Mab02a"), el anticuerpo 1E4 ("Mab02b"), el
anticuerpo 31A3 ("Mab02c"), ei anticuerpo 39F12 ("Mab06a"), el anticuerpo 12B12
("Mab06b"); el anticuerpo 15B7 ("Mab06c"), el anticuerpo 4H11 ("Mab09"), el anticuerpo
30D12, el anticuerpo 8B11, el anticuerpo 38B1, el anticuerpo 15E6 y el anticuerpo 4B11
también muestran especificidad para la IL-17 humana y han sido indicados para inhibir la
produccidn in vitro de IL-6 inducida por la IL-1S7A. El anticuerpo 29D8, el anticuerpo 1E4,
el anticuerpo 31A3, el anticuerpo 39F12, el anticuerpo 12B12, el anticuerpo 15B7, el
anticuerpo 4H11, el anticuerpo 30D12, el anticuerpo 8B11, el anticuerpo 38B1, el
anticuerpo 15E6 y el anticuerpo 4B11 también muestran especificidad para el complejo
heterodimeérico de IL-17A/IL-17F humana. E! anticuerpo 5E12 se une a la IL-17F humana,
pero no se une a la IL-17A humana, al homodimero de IL-17A o al complejo
heterodimérico de IL-17A/IL-17F humana. E! anticuerpo 41B10 se une a la IL-17F humana
y al complejo heterodimérico de IL-17A/L-17F humana, pero se une a fa IL-17 o al
homodimero de IL-17A.

Cada uno de los anticuerpos monoclonales hulL-17F descritos en este documento incluye
una region variable de cadena pesada (VH) y-una region variable de cadena ligera (VL),
como se muestra en las secuencias de aminoacidos y correspondientes acidos nucleicos,

listadas a continuacion. E! anticuerpo 30D12 incluye una region variable de cadena
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pesada (SEC ID NO:2) codificada por la secuencia de acido nucleico que se muestra en la
SEC ID NO:1, y una regién variable de cadena ligera (SEC ID NO:4) codificada por la

secuencia de acido nucleico que se muestra en la SEC ID NO:3.

>secuencia de acido nucleico de VH 30D12 (ID SEC NO:1)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAA
GGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGATACACCTTCACCAGTTATGATATCAACTGGGTGCGA
CAGGCCACTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGATGAACCCTGACAGTGGTGT
CATACGTTATGCACAGAAGTTCCAGGGTAGAGTCACCATGACCAGGAACACCTCCAT
AAGCACAGCCTACATGGAGCTAAACAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTA
CTGTGCGAGAGAATGGTTCGGGGAGTTACCCTCTTACTACTTCTACTCCGGTATGGA
CGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

>secuencia de aminoacidos de VH 30D12 (ID SEC NO:2)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYDINWVRQATGQGLEWMGWMNPDSGV
IRYAQKFQGRVTMTRNTSISTAYMELNSLRSEDTAVYYCAREWFGELPSYYFYSGMDVW
GQGTTVTVSS

>secuencia de acido nucleico de VL 30D12 (ID SEC NO:3)

GAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCC
ACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAACAG
AAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGATGCATCCAACAGGGCCACTGGC
ATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGC
AGCCTAGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGCGTAGCAACTGGCCTC
CCACTTTCGGCCCTGGGACCAAAGTGGATATCAAA

>secuencia de aminoacidos de VL 30D12 (ID SEC NO:4)

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPAR
FSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPPTFGPGTKVDIK

Los anticuerpos 29D8, 1E4 y 31A3, incluyen cada uno una regién variable de cadena
pesada distinta, pero comparten una region variable de cadena ligera en comun. El
anticuerpo 29D8 incluye una region variable de cadena pesada (ID SEC NO:6) codificada
por la secuencia de acido nucleico que se muestra en la ID SEC NO:5. El anticuerpo 1E4
incluye una region variable de cadena pesada (ID SEC NO:8) codificada por la secuencia
de &cido nucleico que se muestra en la ID SEC NO:7. El anticuerpo 31A3 incluye una
regién variable de cadena pesada (ID SEC NO:10) codificada por la secuencia de acido
nucleico que se muestra en la ID SEC NO:9). La regién variable de la cadena ligera para
los anticuerpos 29D8, 1E4 y 31A3 (ID SEC NO:12) es codificada por la secuencia de

acido nucleico que se muestra en la ID SEC NO:11.

>secuencia de acido nucleico de VH 29D8 (ID SEC NO:5)

CAGGTTCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAA
GGTCTCCTGCAAGGCTTTTGCTTACACCTTTTCCACCTATGGTATCAGCTGGGTGCGA
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CAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGATCAGCGCTTACAATAGTAAC
ACAAACTATGCACAGAAAGTCCAGGGCAGAATCACCATGACCACAGACACATCCACG
CGCACAGCCTACATGGAGCTGAGGGGCCTGAGATCTGACGACACGGCCGTGTATTT
CTGTGCGACTTTCTTCGGTGGTCACTCTGGCTACCACTACGGGTTGGACGTCTGGGG
CCAGGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA |

>secuencia de aminoacidos de VH 29D8 (ID SEC NO:6)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKAFAYTFSTYGISWVRQAPGQGLEWMGWISAYNSNT
NYAQKVQGRITMTTDTSTRTAYMELRGLRSDDTAVYFCATFFGGHSGYHYGLDVWGQG
TTVTVSS

>secuencia de acido nucleico de VH 1E4 (ID SEC NO:7)

CAGGTTCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAA
GGTTTCCTGCAAGGCTTCTGTTTACACCTTTACCACTTATGGTATCAGCTGGGTGCGA
CAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGATCAGCGTTTACAATGGTAAT
ACAAACTATGGACAGAATTTCCAGGGCAGAGTCAGCATGACCACAGACACATCCACG
AGCACAGCCTACATGGAGCTGAGGAGCCTGAGATCTGACGACACGGCCGTGTATTAC
TGTGCGAGTTTCCACGGTGGTCACTCTGGCTACCACTACGGTTTGGACGTCTGGGGC
CAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

>secuencia de aminoacidos de VH 1E4 (ID SEC NO:8)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASVYTFTTYGISWVRQAPGQGLEWMGWISVYNGNT
NYGQNFQGRVSMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCASFHGGHSGYHYGLDVWGQ
GTTVTVSS

>secuencia de acido nucleico de VH 31A3 (ID SEC NO:9)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAA
GGTCTCCTGCAAGGCTTCTGTTTACACCTTTACCACCTATGGTATCAGTTGGGTGCGA
CAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGATCACCGTTTACAATGGTAAC
ACAAACTATGCACAGAAGTTCCACGGCAGAGTCACCATGACCACAGACACATCCACA
AGTACAGCCTACATGGAGCTGAGGAGCCTGAGATCTGACGACACGGCCGTCTATTAC
TGTGCGAGTTTCCACGGTGGTCATTCTGGCTACCACTACGGTTTGGACGTCTGGGGC
CAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

>secuencia de aminoacidos de VH 31A3 (ID SEC NO:10)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASVYTFTTYGISWVRQAPGQGLEWMGWITVYNGNT
NYAQKFHGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCASFHGGHSGYHYGLDVWGQG
TTVTVSS

>secuencia de acido nucleico de VL 29D8, 1E4 y 31A3 (ID SEC NO:11)

GAAATTGTGTTGACNCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCC
ACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAACAG
AAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATNTATGATGCATCCAACAGGGCCACTGGC
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ATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGC
AGCCTAGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGCGTAGCAACTGGCCTC
CGTACACTTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAA

>secuencia de aminoacidos de VL 28D8, 1E4 y 31A3 (ID SEC NO:12)

EIVLXQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLXYDASNRATGIPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPPYTFGQGTKLEIK

El anticuerpo 4B11 incluye una regiéon variable de cadena pesada (ID SEC NO:14)
codificada por la secuencia de acido nucleico que se muestra en la ID SEC NO:13, y una
region variable de cadena ligera (ID SEC NO:16) codificada por la secuencia de acido
nucleico que se muestra en la ID SEC NO:15.

>secuencia de acido nucleico de VH 4B11 (ID SEC NO:13)

CAGCTGCAGTTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTC
CCTCACCTGCGCTGTCTCTGATGACTACATCAGCAGTAGGAGTTACTACTGGGGCTG
GATCCGCCAGCCCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTGGGAGTATCTATTATAGTG

GGAGCACCTACTACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCCGTAGACACGT
CCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAAGTGAGTTCTGTGACCGCCACAGACACGGCTGTGT
ATTACTGTGCGAGAGTCAGTGGCTGGAACGGGAACTGGTTCGACCCCTGGGGCCAG
GGAACCCTGGTCACGGTCTCCTCA

>secuencia de aminoacidos de VH 4B11 (ID SEC NO:14)

QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCAVSDDYISSRSYYWGWIRQPPGKGLEWIGSIYYSGSTY
YNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKVSSVTATDTAVYYCARVSGWNGNWFDPWGQGTLVTV
SS

>secuencia de acido nucleico de VL 4B11 (ID SEC NO:15)

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCC

ACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAG
CAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACT
GGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATC
AGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCAC
CGATCACCTTCGGCCAAGGGACACGACTGGAGATTAAA

>secuencia de aminoacidos de VL 4B11 (ID SEC NO:16)

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIP
DRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPITFGQGTRLEIK

Los anticuerpos 39F12 y 12B12 incluyen cada uno una region variable de la cadena
pesada distinta, pero comparten una regién variable de cadena ligera en comun. El
anticuerpo 39F12 incluye una regién variable de cadena pesada (ID SEC NO:18)
codificada por la secuencia de acido nucleico que se muestra en la ID SEC NO:17. El

anticuerpo 12B12 incluye una regién variable de cadena pesada (ID SEC NO: 20)
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codificada por la secuencia de acido nucleico que se muestra en la ID SEC NO:19. La
region variable de la cadena ligera para los anticuerpos 39F12 y 12B12 (ID SEC NO:22)

es codificada por la secuencia de acido nucleico que se muestra en la ID SEC NO:21.

>secuencia de acido nucleico de VH 39F12 (ID SEC NO:17)

CAGGTCCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAA
GGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGAGGCACCCTCAGCAGCTATGCTTTCAGCTGGGTGCG
ACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAGGGATCATCCCTTTCTTTGGAAC
AACAAATTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCATAATTACCGCGGACGAATCCAC
GAACACAGCCTACATGGAGCTGAGCGGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATT
ATTGTGCGAGAGACAGGGATTACTATGGTTTGGGGAGTCCCTTCTACTACTACGGTAT
GGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

>secuencia de aminoacidos de VH 39F12 (ID SEC NO:18)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTLSSYAFSWVRQAPGQGLEWMGGIIPFFGTT
NYAQKFQGRVIITADESTNTAYMELSGLRSEDTAVYYCARDRDYYGLGSPFYYYGMDVW
GQGTTVTVSS

>secuencia de acido nucleico de VH 12B12 (ID SEC NO:19)

CAGGTCCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAA
GGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGAGGCACCCTCAGCAGCTATGCTTTCAGCTGGGTGCG
ACAGGCCCCTGGACAAGGCCTTGAGTGGATGGGAGGGATCATCCCTTTCTTTGGAAC
AGTAAACTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACGATTACCGCGGACGAATCCAC
GAACACTGCCTATATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTA
CTGTGCGAGAGACAGGGATTATTATGGTTTGGGGAGTCCCCTCCACTACTACGGTTT
GGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

>secuencia de aminoacidos de VH 12B12 (ID SEC NO:20)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTLSSYAFSWVRQAPGQGLEWMGGIIPFFGTV
NYAQKFQGRVTITADESTNTAYMELSSLRSEDTAVYYCARDRDYYGLGSPLHYYGLDVW
GQGTTVTVSS

>secuencia de acido nucleico de VL 39F12 vy 12B12 (ID SEC NO:21)

GAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGACTTTCAGTCTGTGACTCCAAAGGAGAAAGTCA
CCATCACCTGCCGGGCCAGTCAGAGCATTGGTAGTAGCTTACACTGGTACCAGCAGA
AACCAGATCAGTCTCCAAAGCTCCTCATCAAGTATGCTTCCCAGTCCTTCTCAGGGGT
CCCCTCGAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACCCTCACCATCAATAG
CCTGGAAGCTGAAGATGCTGCAGCGTATTACTGTCATCAGAGTAGTAGTTTACCGTG
GACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAA

>secuencia de aminoacidos de VL 39F12 v 12B12 (ID SEC NO:22)

EIVLTQSPDFQSVTPKEKVTITCRASQSIGSSLHWYQQKPDQSPKLLIKYASQSFSGVPSR
FSGSGSGTDFTLTINSLEAEDAAAYYCHQSSSLPWTFGQGTKVEIK
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El anticuerpo 4H11 incluye una regién variable de cadena pesada (ID SEC NO:28)
codificada por la secuencia de acido nucleico que se muestra en la ID SEC NO:27, y una
region variable de cadena ligera (ID SEC NO:30) codificada por la secuencia de acido
nucleico que se muestra en la ID SEC NO:29.

>secuencia de acido nucleico de VH 4H11 (ID SEC NO:23)

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCCGGGGGAGGCTTGGTCCAGCCTGGGGGGTCCCTGA
AACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGGTTCACCTTCAGTGGCTCTTCTATGCACTGGGTCC

GCCAGGCTTCCGGGAAAGGGCTGGACTGGGTTGGCCGTATTAGAAGCAAAGCTAAC

AGTTACGCGACAGCATATGCTGCGTCGGTGATAGGCAGGTTCACCATCTCCAGAGAT
GATTCAAAGAACACGGCGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAAACCGAGGACACGGCC
GTGTATTACTGTACTACATCAGTGGCTACTACCCTTACTGACTACTACGGTATGGACG
TCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

>secuencia de aminodcidos de VH 4H11 (ID SEC NO:24)

EVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFSGSSMHWVRQASGKGLDWVGRIRSKANSY
ATAYAASVIGRFTISRDDSKNTAYLQMNSLKTEDTAVYYCTTSVATTLTDYYGMDVWGQG
TTVTVSS

>secuencia de acido nucleico de VL 4H11 (ID SEC NO:25)

GAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCC
ACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAACAG
AAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGATGCATCCAACAGGGCCACTGGC
ATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGC
AGCCTAGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTCAACAGCGTAGCAACTGGCCTC
CATTCACTTTCGGCCCTGGGACCAAAGTGGATATCAAA

>secuencia de aminoacidos de VL 4H11 (ID SEC NO:26)

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPAR
FSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPPFTFGPGTKVDIK

El anticuerpo 8B11 incluye una regidén variable de cadena pesada (ID SEC NO:32)
codificada por la secuencia de acido nucleico que se muestra en la ID SEC NO:31, y una
regién variable de cadena ligera (ID SEC NO:34) codificada por la secuencia de acido

nucleico que se muestra en la ID SEC NO:33.

>secuencia de acido nucleico de VH 8B11 (ID SEC NO:27)

GAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACACCCTGGGGGGTCCCTGA
GACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTAGCTTTAACATGGACTGGGTCC
GCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTTTCATCCATTAGTACTACTAGCAGAA
TCATATACTCTGCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCA
GGAACTCACTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGACGAGGACACGGCTGTATATT
ACTGTGCGAGAGTCAGTTACTATGGCCACGGATTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCC
TGGTCACCGTCTCCTCA
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>secuencia de aminoacidos de VH 8B11 (ID SEC NO:28)

EVQLVESGGGLVHPGGSLRLSCAASGFTFSSFNMDWVRQAPGKGLEWVSSISTTSRIIYS

ADSVKGRFTISRDNARNSLYLQMNSLRDEDTAVYYCARVSYYGHGFDYWGQGTLVTVS
S

>secuencia de acido nucleico de VL 8B11 (ID SEC NO:29)

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTC
ACCATCACTTGTCGGGCGAGTCAGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCCTGGTATCAGCAG
AAACCAGAGAAAGCCCCTAAGTCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGG
GTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGC
AGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAGTATAATAGTTACCCTCT
CACTTTCGGCGGAGGGACCAAGGTGGAGATCAAA |

>secuencia de aminoacidos de VL 8B11 (ID SEC NO:30)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPEKAPKSLIYAASSLQSGVPS
RFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYNSYPLTFGGGTKVEIK

El anticuerpo 15B7 incluye una region variable de la cadena pesada distinta (ID SEC
NQ:36) codificada por la secuencia de acido nucleico que se muestra en la 1D SEC
NO:35, y comparte una region variable de cadena ligera en comun con los anticuerpos
39F12 y 12B12 (ID SEC NO:22), codificada por la secuencia de acido nucleico que se

muestra en la ID SEC NO:21, mostrada anteriormente.

>secuencia de acido nucleico de VH 15B7 (ID SEC NO:31)

CAGGTCCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAA
GGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGAGGCACCCTCAGCAGCTATGCTTTCAGCTGGGTGCG
ACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAGGAATCATCCCTTTCTTTGGAAC
AGCACACTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACGATTACCGCGGACGAATCCAC
GAACACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTATATTA
CTGTGCGAGAGATAGGGACTACTATGGTTCGGGGAGTCCCTTCCACTTCTCCGGTTT
GGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

>secuencia de aminoacidos de VH 15B7 (ID SEC NO:32)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTLSSYAFSWVRQAPGQGLEWMGGIIPFFGTA
HYAQKFQGRVTITADESTNTAYMELSSLRSEDTAVYYCARDRDYYGSGSPFHFSGLDVW
GQGTTVTVSS '

El anticuerpo 38B1 incluye una region variable de la cadena pesada distinta (ID SEC
NO:34) codificada por la secuencia de acido nucleico que se muestra en la ID SEC
NO:33, y una regién variable de cadena ligera (ID SEC NO:36) codificada por la
secuencia de acido nucleico se muestra en la ID SEC NO:35.

>secuencia de acido nucleico de VH 38B1 (ID SEC NO:33)

GAAGTACAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGCAGGTCCCTGAG
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ACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTGATGATTTTGCCATGCACTGGGTCCGG
CAAGCTCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGGTCTCAGGTATTAATTGGAATAGTGGTAGC
ATAGGCTATGCGGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAG
AACTCCCTGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCCGAGGACACGGCCTTGTATTACT
GTGCAAAAGATATAGCAGCAGCTGGTGAATTCTACTTCGATATGGACGTCTGGGGCC
AAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA ‘

>secuencia de aminoacidos de VH 38B1 (ID SEC NO:34)

EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDFAMHWVRQAPGKGLEWVSGINWNSGSI

GYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTALYYCAKDIAAAGEFYFDMDVWGQGT
TVTVSS

_>secuencia de acido nucleico de VL 38B1 (ID SEC NO:35)

GAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCC
ACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAACAG
AAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGATGCATCCAACAGGGCCACTGGC
ATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGC
AGCCTAGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGCGTAGCAACTGGCCTC
CGACTTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAA

>secuencia de aminodcidos de VL 38B1 (ID SEC NO:36)

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPAR
FSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPPTFGQGTKLEIK

El anticuerpo 15E6 incluye una distinta region variable de la cadena pesada (ID SEC NO:
38) codificada por la secuencia de acido nucleico que se muestra en la ID SEC NO: 37, y
una region variable de cadena ligera (ID SEC NO: 40) codificada por la secuencia de

acido nucleico se muestra en la ID SEC NO: 39

>secuencia de acido nucleico de VH 15E6 (ID SEC NO:37)

GAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGCAGGTCCCTGAG
ACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTGATGATTATGCCATGCACTGGGTCCGG
CAAGCTCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGGTCTCAGGTATTAATTGGAATAGTGGTGG
CATAGGCTATGCGGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAA
GAACTCCCTGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCTGAGGACACGGCCTTGTATTA
CTGTGCAAGAGATATGGGGGGGTTCGGGGAGTTTTACTGGAACTTCGGTCTCTGGG
GCCGTGGCACCCTGGTCACTGTCTCCTCA

>secuencia de aminoacidos de VH 15E6 (ID SEC NO:38)

EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVRQAPGKGLEWVSGINWNSGGI
GYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTALYYCARDMGGFGEFYWNFGLWGRG
TLVTVSS

>secuencia de acido nucleico de VL 15E6 (ID SEC NO:39)
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GAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCC

ACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGAAGCTACTTAGCCTGGTACCAACAG
AAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGATGCATCCAACAGGGCCACTGGC
ATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGC
AGCCTAGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGCGTAGCAACTGGCCTC
CGGCCACTTTCGGCGGAGGGACCAAGGTGGAGATCAAA

>secuencia de aminoacidos de VL 15E6 (ID SEC NO:40)

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVRSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPAR
FSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPPATFGGGTKVEIK

El anticuerpo 5E12 incluye una regién variable de cadena pesada (ID SEC NO:44)
codificada por la secuencia de acido nucleico que se muestra en la ID SEC NO:43, y una
region variable de cadena ligera (ID SEC NO:46) codificada por la secuencia de acido
nucleico que se muestra en la ID SEC NO:45. El anticuerpo 5E12 se une a la IL-17F y al
homodimero IL-17A, pero no se une a la IL-17A o el complejo heterodimérico IL-17A/IL-
17F.

> secuencia de acido nucleico de VH 5E12 (ID SEC NO:43)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGCAGGTCCCTGAG
ACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTGATGATTATGCCATGCACTGGGTCCGG
CAAGCTCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGGTCTCAGGTATTAGTTGGAATAGTGGTACC
ATAGGCTATGCGGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAG
AACTCCCTGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCTGAGGACACGGCCTTGTATTACT
GTGCAAAAGAACTGTATATCAGTGACTGGGACTCCTACTCCTACGGTATGGACGTCT
GGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

> secuencia de aminoacidos de VH 5E12 (ID SEC NO:44)

QVQLVQSGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVRQAPGKGLEWVSGISWNSGTI
GYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTALYYCAKELYISDWDSYSYGMDVWGQ
GTTVTVSS

>secuencia de acido nucleico de VL 5E12 (ID SEC NO:45)

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCC
ACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAG
CAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACT
GGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATC
AGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCAC
CTTTCGGCGGAGGGACCAAGGTGGAGATCAAA |

>secuencia de aminoacidos de VL 5E12 (ID SEC NO:46)

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIP
DRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPFGGGTKVEIK '
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El anticuerpo 41B10 incluye una region variable de cadena pesada (ID SEC NQO:48)
codificada por la secuencia de acido nucleico que se muestra en la ID SEC NO:47, y una
region variable de cadena ligera (ID SEC NO:50) codificada por la secuencia de acido
nucleico que se muestra en la ID SEC NO:49. El anticuerpo 5E12 se une a la IL-17F, al
homodimero de IL-17F, y al complejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F, pero no se une a
la IL-17A.

>secuencia de acido nucleico de VH 41B10 (ID SEC NO:47)

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTAAAGCCTGGGGGGTCCCTTAG
ACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTAACGCCTGGATGAGCTGGGTCCG
CCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAATGGGTTGGCCGTATTAAAAGCAAAACTGATG
GTGGGACAACAGACTACGTTGCACCCGTGAAAGGCAGATTCACCATCTCAAGAGATG
ATTCAAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAAACCGAGGACACAGCCGT
ATATTACTGTACCACATCGTATAGCAGTTACTGGTTCCCCTACTACTTTGACTACTGGG
GCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCA

>secuencia de aminodacidos de VH 41B10 (ID SEC NO:48)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSWVRQAPGKGLEWVGRIKSKTDG
GTTDYVAPVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTTSYSSYWFPYYFDYWGQ
GTLVTVSS

>secuencia de acido nucleico de VL 41B10 (ID SEC NO:49)

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCACTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTC

ACCATCACTTGTCGGGCGAGTCAGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCCTGGTATCAGCAG
AAACCAGAGAAAGCCCCTAAGTCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGG

GTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGC
AGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAGTATAATAGTTACCCGA
TCACCTTCGGCCAAGGGACACGACTGGAGATTAAA

>secuencia de aminoacidos de VL 41B10 (ID SEC NO:50)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPEKAPKSLIYAASSLQSGVPS
RFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYNSYPITFGQGTRLEIK

Los anticuerpos hulL-17A/F de la invencion adicionalmente comprenden, por ejemplo, las
regiones determinantes de complementariedad de cadena pesada (VH CDR) mostradas a
continuacién en la Tabla 1, las regiones determinantes de complementariedad de cadena

ligera (VL CDR) mostradas en la Tabla 2, y combinaciones de las mismas.

Variantes de anticuerpos hulL-17F

Las variantes de varios de los anticuerpos hull.-17F descritos en este documento fueron
preparados mediante la modificacion de las secuencias de ADN de los genes de
codificaciéon de los anticuérpos progenitores. Por ejemplo, las modificaciones del ADN se
realizaron para las regiones variables de la cadena pesada 30D12 y 15E6 y la regidn
variable de la cadena ligera 39F12. Especificafnente, estos cambios de aminoacidos dan
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como resultado una serie de cambios en estos anticuerpos. Por ejemplo, las
modificaciones realizadas a la regién \)ariable de la cadena pesada 30D12 da como
resultado la eliminacién de un sitio de glicosilacion en la cadena pesada 30D12. (Los
sitios de glicosilacién N-ligados son NXS o NXT, donde X es cualquier aminoacido
excepto P). Ademas, las modificaciones realizadas a 30D12 y 15E6 VH CDRs
proporcionan mayor estabilidad quimica y homogeneidad de la preparacion de
anticuerpos mediante eliminar (es decir, sustituir) los residuos susceptibles a
modificaciones quimicas. Por ejemplo, en CDR2 de 15E6 VH, el residuo asparagina,
capaz de formar un isoaspartato, fue cambiado a serina. En 30D12 VH CDR2 y 15E6 VH
CDR3, los residuos de metionina fueron cambiados a leucina e isoleucina,
respectivamente, con el fin de eliminar la posibilidad de oxidacion del azufre de metionina.
Las modificaciones adicionales a la regiéon variable de la cadena pesada 30D12 y la
regiéon variable de la cadena ligera 39F 12 restituyeron las secuencias marco originales de
la linea germinal humana (por ejemplo, Asn a Ser en el marco 3 de 30D12 VH, y Ala a Thr
en el marco de tres 39F12 VL).

Las variantes 30D12, 15E6 y 39F12 se describen en el presente documento como
30D12BF, 15E6FK y 39F12A, respectivamente. La region variable de cadena pesada
(VH) y la regién variable de cadena ligera (VL) para cada una de estas variantes se
muestran en el aminoacido y la secuencia de acido nucléico correspondiente listadas a

continuacion.

El anticuerpo 30D12BF incluye una distinta region variable de la cadena pesada (ID SEC
NO: 52) codificada por la secuencia de acido nucléico que se muestra en el ID SEC NO:
51, y comparte una region variable de cadena ligera con el anticuerpo 30D12 progenitor
(ID SEC NO: 4) codificada por la secuencia de acido nucléico que se muestra en el ID
SEC NO: 3. Los residuos modificados en la secuencia de acido nucléico que se muestra
en el ID SEC NO: 51 se indican en negrita, subrayados y con letras sombreadas. Los
CDRs en la secuencia de aminoacidos mostrada en el ID SEC NO: 52 se indican en el
doble subrayado de las letras, mientras que los residuos modificados estan sin negrita,

cursiva y sombreado de gris.

Secuencia de acido nucléico > 30D12BF VH (ID SEC NO: 51)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAA
GGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGATACACCTTCACCAGTTATGATATCAACTGGGTGCGA
CAGGCCACTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGETGAACCCTGACAGTGGTGT
CATACGTTATGCACAGAAGTTCCAGGGTAGAGTCACCATGACCAGGGACACCTCCAT
AAGCACAGCCTACATGGAGCTAAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTA
CTGTGCGAGAGAATGGTTCGGGGAGTTACCCTCTTACTACTTCTACTCCGGTATGGA
CGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

Secuencia de aminoacidos > 30D12BF VH (ID SEC NO: 52)
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QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYDINWVRQATGQGLEWMGWINPDSG
VIRYAQKFQGRVTMTRDTSISTAYMELSSLRSEDTAVYYCAREWFGELPSYYFYSGMDV
WGQGTTVTVSS

En la ID SEC NO: 52, Met fue cambiado a Leu para prevenir la posible oxidacién del
azufre de metionina; El motivo NTS fue cambiado a DTS para eliminar un sitio de

glicosilacion en el marco 3, y una retromutacién (para la linea germinal) de Asn a Ser se
introdujo en el marco 3. '

El anticuerpo 15E6FK incluye una distinta region variable de cadena pesada (ID SEC NO:
54) codificada por la secuencia de acido nucléico que se muestra en el ID SEC NO: 53,y
comparte una region variable de cadena ligera con el anticuerpo 15E6 progenitor (ID SEC
NO: 40) codificado por la secuencia de acido nucléico que se muestra en el ID SEC NO:
39. Los residuos modificados en la secuencia de acido nucléico que se muestra en el ID
SEC NO: 53 se indican en negrita, subrayado y letras sombreadas. Los CDRs en la
secuencia de aminoacidos mostrada en el ID SEC NO: 54 se indican en las letras con
doble subrayado, mientras que los residuos modificados estan sin negrita, cursiva y
sombreado gris.

Secuencia de acido nucléico > 15E6FK VH (ID SEC NO: 53)

GAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGCAGGTCCCTGAG
ACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTGATGATTATGCCATGCACTGGGTCCGG
CAAGCTCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGGTCTCAGGTATTAATTGGAGCAGTGGTGG
CATAGGCTATGCGGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAA
GAACTCCCTGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCTGAGGACACGGCCTTGTATTA

CCGTGGCACCCTGGTCACTGTCTCCTCA

Secuencia de aminoacidos > 15E6FK VH (ID SEC NO: 54)

EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVRQAPGKGLEWVSGINWSSG

RGTLVTVSS

En la ID SEC NO: 54, NS fue cambiado a SS en CDR2 para prevenir la potencial
desamidacion de Asn, y Met fue cambiado a lle para prevenir la potencial oxidacién del

azufre de metionina.

El anticuerpo 39F12A comparte una regién variable de cadena pesada con el anticuerpo
39F12 progenitor (ID SEC NO: 18) codificado por la secuencia de acido nucléico que se
muestra en el ID SEC NO: 17, e incluye una region variable de cadena ligera (ID SEC NO:
56) codificada por la secuencia de acido nucléico que se muestra en el ID SEC NO: 55.
Los residuos modificados en la secuencia de acido nucléico que se muestra en el ID SEC
NO: 55 se indican en negrita, subrayado y con letras sombreadas. Los CDRs en la

secuencia de aminoacidos mostrada en el ID SEC NO: 56 se indica en las letras con
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doble subrayado, mientras que los residuos modificados estan sin negrita, cursiva y
sombreado gris.

Secuencia de acido nucléico > 39F12A VL (ID SEC NO: 55)

GAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGACTTTCAGTCTGTGACTCCAAAGGAGAAAGTCA
CCATCACCTGCCGGGCCAGTCAGAGCATTGGTAGTAGCTTACACTGGTACCAGCAGA
AACCAGATCAGTCTCCAAAGCTCCTCATCAAGTATGCTTCCCAGTCCTTCTCAGGGGT
CCCCTCGAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACCCTCACCATCAATAG
CCTGGAAGCTGAAGATGCTGCAACGTATTACTGTCATCAGAGTAGTAGTTTACCGTG
GACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAA

Secuencia de aminoacidos > 39F12A VL (ID SEC NO: 56)

EIVLTQSPDFQSVTPKEKVTITCRASQSIGSSLHWYQQKPDQSPKLLIKYASQSFSGVPS

En la ID SEC NO: 56, una retromutacion de Ala a Thr se introdujo en el marco 3.

Cada una de estas variantes, adicionalmente comprender, por ejemplo, las regiones
determinantes de la complementariedad de la cadena pesada (VH CDR) como se muestra
a continuacion en la Tabla 1, las regiones determinantes de la complementariedad de la
cadena ligera (VL CDR) como se muestra en la Tabla 2, y combinaciones de las mismas.
Las modificaciones a VH CDRs en estos clones se muestran en la Tabla 1 en cursiva,

negrita, y con letras subrayadas.

Tabla 1. Secuencias VH CDR de los clones de anticuerpos que se unen y neutralizan la
actividad bioldgica de hulL-17A/ F

¥

ID del Clon | CDR1 pesada CDR2 pesada CDR3 pesada Fa;'r"':sde
30012 SYDIN WMNPDSGVIRYAQKFQG (ID | EWFGELPSYYFYSGMDV | |oiv1.g
IgG1 (ID SEC NO:57) SEC NO:58) (ID SEC NO:59)
2908 TYGIS WISAYNSNTNYAQKVQG FFGGHSGYHYGLDV vIE
I9G1 (ID SEC NO:60) (ID SEC NO:61) (ID SEC NO:62)
] NGIS WISVYNGNTNYGQNFQG FHGGHSGYHYGLDV
184 19641 b sECc NO:60) (ID SEC NO:63) (ID SEC NO:64) IGHV1-18
31A3 GIS WITVYNGNTNYAQKFHG FHGGHSGYHYGLDV CHVIE
I9G1 (ID SEC NO:60) (ID SEC NO:65) (ID SEC NO:64)
SRSYYWG SIVYSGSTYYNPSLKS VSGWNGNWEDP
4B11 1961 | 5 SEC NO66) (ID SEC NO:67) (ID SEC NO:68) IGHV3-9
39F12 SYAFS GIPFFGTTNYAQKFQG | DRDYYGLGSPFYYYGMDV | | o
IgG4 (ID SEC NO:69) (ID SEC NO:70) (ID SEC NO:71)
12812 SYAFS GIPFFGTVNYAQKFQG | DRDYYGLGSPLHYYGLDV | orv1.60
IgG4 (ID SEC NO:69) (ID SEC NO:72) (ID SEC NO:73)
1587 SYAFS GIIPFFGTAHYAQKFQG | DRDYYGSGSPFHFSGLOV | |orv1.60
IgG4 (ID SEC NO:69) (ID SEC NO:74) (ID SEC NO:75)
4H11 GSSMH RIRSKANSYATAYAASVIG SVATTLTDYYGMDV T
lgG1 (ID SEC NO.76) (ID SEC NO:77) (ID SEC NO:78)
8811 SFNMD SISTTSRIIYSADSVKG VSYYGHGFDY orva4E
1gG3 (ID SEC NO:79) (ID SEC NO:80) (ID SEC NO:81)
DFAMH GINWNSGSIGYADSVKG DIAAAGEFYFDMDV
3881 19G1 | 15 SEC NO:82) (ID SEC NO:83) (ID SEC NO:84) IGHV3-9
— DYAMH GINWNSGGIGYADSVKG DMGGFGEFYWNFGL ]
15861964 | 5 sEC NO:85) (ID SEC NO:86) (ID SEC NO:87) IGHV3-9
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DYAMH

GISWNSGTIGYADSVKG

ELYISDWDSYSYGMDV

IgG4 (ID SEC NO:85) (ID SEC NO:88) (ID SEC NO:89) IGHV3-9
41810 NAWMS RIKSKTDGGTTDYVAPVKG SYSSYWFPYYFDY orvaTs
IgG4 (ID SEC NO:90) (ID SEC NO:91) (ID SEC NO:92)
SYDIN WLNPDSGVIRYAQKFQG (ID | EWFGELPSYYFYSGMDY
30D12BF | ip sEC NO:5T7) SEC NO:93) (ID SEC NO:59) IGHV1-8
15E6FK DYAMH GINWSSGGIGYADSVKG DIGGFGEFYWNFGL oV
1gG1 (ID SEC NO:85) (ID SEC NO:94) (ID SEC NO:95)

37



10

15

Tabla 2. VL CDR secuencias de clones de anticuerpos que se unen y neutralizan la IL-17F

v

ID del clon CDRH ligera CDR2 ligera CDRS3 ligera Familia de
genes
20012 RASQSVSSYLA DASNRAT QQRSNWPPT (ID SEC | IGKV3-11,
(ID SEC NO:96) (ID SEC NO:97) NO:98) IGKJ3
RASQSVSSYLA DASNRAT QQRSNWPPYT
2008 -
(ID SEC NO:96) (ID SEC NO:97) (ID SEC NO:99) IGKV3-11
(4 RASQSVSSYLA DASNRAT QQRSNWPPYT SKVaA1
(ID SEC NO:96) (ID SEC NO:97) (ID SEC NO:99) -
RASQSVSSYLA DASNRAT QQRSNWPPYT
31A3 .
(ID SEC NO:96) (ID SEC NO:97) (ID SEC NO:99) IGKV3-11
RASQSVSSYLA DASNRAT QQRSNWPPFT
4H11 -
(ID SEC NO:96) (ID SEC N0:97) (ID SEC NO:100) IGKV3-T1
4511 RASQSVSSSYLA GASSRAT QQYGSSPIT IGKV3-20,
(ID SEC NO:101) (ID SEC NO:102) (ID SEC NO:103) IGKJ5
RASQSIGSSLH YASQSFS HQSSSLPWT
39F12 -
(ID SEC NO:104) (ID SEC NO:105) (ID SEC NO:106) IGKVE-21
RASQSIGSSLH YASQSFS HQSSSLPWT
1 -
2812 (ID SEC NO:104) (ID SEC NO:105) (ID SEC NO:106) IGKVE-21
RASQSIGSSLH YASQSFS HQSSSLPWT
1587 .
58 (ID SEC NO:104) (ID SEC NO:105) (ID SEC NO:106) IGKVE-21
RASQGISSWLA AASSLQS QQYNSYPLT CKVIDAG
8811 (ID SEC NO:107) (ID SEC NO:108) (ID SEC NO:109)
<851 RASQSVSSYLA DASNRAT QQRSNWPP-T IGKV3-11,
(ID SEC NO:96) (ID SEC NO:97) (ID SEC NO:98) IGKJ2
ioe6 RASQSVRSYLA DASNRAT QQRSNWPPAT IGKV3-11,
(ID SEC NO:110) (ID SEC NO:97) (ID SEC NO:111) IGKJ4
RASQSVSSSYLA GASSRAT QQYGSSP
1 .
SE12 (ID SEC NO:101) (ID SEC NO:102) (ID SEC NO:112) GKV3-20
RASQGISSWLA AASSLQS QQYNSYPIT
41810 (ID SEC NO:107) (ID SEC NO:108) (ID SEC NO:113) IGKVID-16

Los aminoacidos que abarcan las regiones determinantes de la complementariedad
(CDR), son como se definen por E. A. Kabat y otros. (Ver Kabat, EA, y otros, Sequences
of Protein of immunological interest, Fifth Edition, US Department of Health and Human
Services, US Government Printing Office (1991)).

También se incluyen en la invencién los anticuerpos que se unen al mismo epitopo como
los anticuerpos descritos en este documento. Por ejemplo, los anticuerpos de la invencién
se unen especificamente a IL-17F, en donde el anticuerpo se une a un epitopo que
incluye uno o mas residuos de aminoacidos en IL-17F humana (N° de acceso AAH70124).
Los anticuerpos de la invencion se unen especificamente a IL-17F y IL-17A cuando no se
acomplejan juntos, en donde el anticuerpo se une a un epitopo que incluye uno o mas
residuos de aminoacidos de IL-17F humana, IL-172 humana (por ejemplo, No de acceso
AAHB7505), 0 ambos. Los anticuerpos de la invencién se unen especificamente a IL-17F
y el complejo heterodimérico IL-17A/IL-17F, en donde el anticuerpo se une a un epitopo
de IL-17F (por ejemplo, N° de acceso AAH70124) y/o un epitopo de IL- 17A humana (por
ejemplo, N° de acceso AAHG67505). Los anticuerpos de la invencion se unen
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especificamente a ambos IL-17F, IL-17A y IL-17A/IL-17F en donde el anticuerpo se une a
un epitopo de la IL-17F humana (por ejemplo, N° de acceso AAH70124) y/o un epitopo en
IL-172 humana (por ejemplo, N° de acceso AAHB67505).

Los expertos en la técnica reconoceran que es posible determinar, sin experimentacién
indebida, si un anticuerpo monoclonal {por ejemplo, el anticuerpo monoclonal totalmente
humano) tiene la misma especificidad que un anticuerpo monoclonal de la invencion (por
ejemplo, los clones 30D12, 29D8, 1E4 , 31A3, 5E12, 39F12, 12B12, 15B7, 4H11, 41B10,
8811', 38B1, 15E6, 30D12BF, 15E6FK y 39F12A) mediante determinar si el primero
impide que éstos se unan a la IL-17F, IL-17A, y/o el complejo IL-17A/IL-17F. Si el
anticuerpo monoclonal que es probado compite con el anticuerpo monoclonal de la
invencion, como se muestra por una disminucién en la unién del anticuerpo monoclonal
de la invencion, entonces, los dos anticuerpos monoclonales se unen al mismo, o un
epitopo estrechamente relacionados.

Un método alternativo para determinar si un anticuerpo monoclonal tiene la especificidad
del anticuerpo monoclonal de la invencion es pre- incubar el anticuerpo monoclonal de la
invencion con la proteina IL-17F, IL-17A o IL-17A/IL-17F soluble (con la que normalmente
se reactiva), y luego anadir el anticuerpo monoclonal que se esta probando para
determinar si el anticuerpo monoclonal que se esta probando se inhibe en su capacidad
de unir la IL-17F, IL-17A y/o el complejo IL-17A/IL-17F. Si el anticuerpo monoclonal que
se estd probando se inhibe entonces, con toda probabilidad, tiene la misma, o
funcionalmente equivalente, especificidad epitépica como el anticuerpo monoclonal de la
invencién.

El cribado de anticuerpos monoclonales de la invencion, puede también llevarse a cabo,
por ejemplo, mediante la medicién de IL-17F, IL-1A y/o la produccién de quimioguinas y/o
inducida por citoquinas IL-17A/IL-17F (por ejemplo, la IL-6, IL-8, G-CSF, GM-CSF, GRO-
a, GRO-b, LIX, GCP-2, MiG, P10, I-TAC, y MCP-1, RANTES, eotaxina, SDF-1, y MIP3a)
y determinar si la prueba de anticuerpos monoclonales es capaz de modular, bloquear,
inhibir, reducir, antagonizar, neutralizar o de otra manera interferir con la IL-17F, la IL-1A

y/o inducida por citoquinas IL-17F/AL-17A y/o la produccién de quimioquinas.

Varios procedimientos conocidos en el arte se pueden utilizar para la produccién de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra la IL-17F, IL-17A, y/o IL-17A/IL-17F, o en
contra de derivados, fragmentos, homologos, andlogos u ortdlogos de las mismas.
(Véase, por ejemplo, antibodies: A Laboratory Manual, Harlow E y Lane D, 1988, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, incorporado en este documento
mediante la referencia). Completamente los anticuerpos humanos son moléculas de
anticuerpos en las que la secuencia completa tanto de la cadena ligera y la cadena
pesada, incluyendo los CDRs, se deben a los genes humanos. Dichos anticuerpos se
denominan en este documento "anticuerpos humanos”, o "anticuerpos completamente
humanos". Los anticuerpos humanos monoclonalés estan preparados, por ejemplo,

utilizando los procedimientos descritos a continuacién en los ejemplos. Los anticuerpos
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monoclonales humanos también pueden ser preparados mediante la utilizacion de la
técnica de trioma; la técnica del hibridoma de células B humanas (véase Kozbor, y otros,
1983 Immunol Today 4: 72); y la técnica del hibridoma EBV para producir anticuerpos
monoclonales humanos (véase Cole, y otros, 1985 En: MONOCLONAL ANTIBODIES
AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc., paginas 77-96). Los anticuerpos
monoclonales humanos pueden ser utilizados y se pueden: producir utilizando hibridomas
humanos (véase Cote, y otros, 1983, Proc Natl Acad Sci EEUU 80:2026-2030) o mediante
la transformacion de las células B humanas con virus Epstein Barr in vitro (véase Cole, y
otros, 1985 En: MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss,
Inc., paginas 77-96).

Los anticuerpos son purificados por técnicas bien conocidas, tales como la cromatografia
de afinidad utilizando la proteina A o la proteina G, que proporcionan principalmente la
fraccion de 1gG del suero inmune. Posteriormente, o alternativamente, el antigeno
especifico que es el objetivo de la inmunoglobulina buscada, o un epitopo de la misma,
puede ser inmovilizado en una columna para purificar al anticuerpo especifico inmune
mediante cromatografia de inmunoafinidad. La purificacién de inmunoglobulinas se
discute, por ejemplo, por el D. Wilkinson (The Scientist, publicado por The Scientist, Inc.,
Filadelfia PA, Vol. 14, N° 8 (17 de abril de 2000), paginas 25-28).

Los anticuerpos de la invencion (por ejemplo, 30D12, 29D8, 1E4, 31A3, 5E12, 39F12,
12B12, 15B7, 4H11, 41B10, 8B11, 38B1, 15E6, 30D12BF, 15E6FK y 39F12A) son
anticuerpos monoclonales completamente humanos. Los anticuerpos monoclonales que
modulan, bloquean, inhiben, reducen, antagonizan, neutralizan o de otra manera
interfieren con la produccién de citoquinas pro-inflamatorias mediadas por IL-17F, IL-17A
y/o IL-17A/IL-17F se generan, por ejemplo, mediante la inmunizacién de un animal con IL-
17F o IL-17A/IL-17F, tal como, por ejemplo, murino, rata o IL-17F humano o IL-17A/IL-17F

o un fragmento inmunogénico, derivado o variante del mismo.

Alternativamente, el animal estd inmunizado con células transfectadas con un vector que
contiene una molécula de acido nucleido que codifica la IL-17F o IL-17A/IL-17F, de
manera que la IL-17F o IL-17A/IL-17F se expresa y se asocia con la superficie de las
células transfectadas. Alternativamente, los anticuerpos son obtenidos mediante el
cribado de una biblioteca que contiene al antigeno o anticuerpo que enlaza las secuencias
de unién del dominio para la unién de la IL-17F o IL-17A/IL-17F. Esta biblioteca esta
preparada, por ejemplo, en el bacteri6fago como fusiones de proteina o péptido a una
proteina de la capside del bactefiéfago que se expresa en la superficie de las particulas
de fago ensambladas y la codificacién de las secuencias de ADN contenidas dentro de
las particulas de fagos (es decir, "la biblioteca de fagos expuestos”). Los Hibridomas
resultantes de fusiones de células B/mieloma entonces se criban para la reactividad a la
IL-17F, IL-17A y/o IL-17A/L-17F.

Los anticuerpos monoclonales se preparan, por ejemplo, utilizando los métodos de
hibridomas, tales como los descritos por Kohler y Milstein, Nature, 256:495 (1975). En un
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método de hibridoma, un raton, hamster u otro animal huésped apropiado, suele ser
inmunizado con un agente de inmunizacion para obtener los linfocitos que producen o son
capaces de producir anticuerpos que se uniran especificamente a la agente inmunizante.

Alternativamente, los linfocitos pueden ser inmunizados in vitro.

El agente de inmunizacién, habitualmente incluye el antigeno de la proteina, un fragmento
de la misma o una proteina de fusién de la misma. En general, se utilizan cualquiera de
los linfocitos de sangre periférica si se desean las células de origen humano, o las células
del bazo o de células de los ganglios linfaticos se utilizan si se desean las fuentes de los
mamiferos no humanos. Los linfocitos se fusionan luego con una linea celular
inmortalizada que utiliza un agente de fusién adecuado, tal como polietilenglicol, para

formar una célula de hibridoma (Goding, Monoclonal Antibodies: Principies and Practice,

Academic Press, (1986) paginas 59-103). Las lineas celulares inmortalizadas suelen ser
células de mamifero transformadas, en particular las células de mieloma de roedores,
bovino y de origen humano. Por lo general, se emplean las lineas celulares de mieloma
de ratén o rata. Las células de hibridoma pueden ser cultivadas en un medio de cultivo
adecuado que contiene preferiblemente una o varias sustancias que inhiben el
crecimiento o la supervivencia de las células inmortalizadas, no fusionadas. Por ejempio,
si las células progenitoras carecen de la enzima hipoxantina guanina fosforribosil
transferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo para los hibridomas normaimente
incluira hipoxantina, aminopterina y timidina (“medio HAT"), cuyas sustancias impiden el

crecimiento de las células deficientes de HGPRT.

Las lineas celulares inmortalizadas preferidas son aquellas que se fusionan de manera
eficiente, dan soporte estable de alto nivel a la expresiéon de anticuerpos mediante las
células productoras de anticuerpos seleccionados, y son sensibles a un medio, tal como el
medio HAT. Las lineas celulares inmortalizadas mas preferidas son las lineas de mieloma
murino, que se pueden obtener, por ejemplo, a partir del Salk Institute Cell Distribution
Center, San Diego, California, y the American Type Culture Collection, Manassas,
Virginia. El mieloma humano y las lineas celulares de heteromieloma ratén-humano
también se han descrito para la produccién de anticuerpos monoclonales. (Véase Kozbor,
J. Immunol, 133:3001 (1984); Brodeur vy otfos, monoclonal Antibody production
Technigues and Applications, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, (1987) paginas 51-63)).

El medio de cultivo en el que son cultivadas las células de hibridoma a continuacién, se
puede ensayar para la presencia de anticuerpos monoclonales dirigidos contra el
antigeno. Preferiblemente, la especificidad de unién de los anticuerpos monoclonales
producidos por las células de hibridoma se determina por inmunoprecipitacion o por un
ensayo de union in vitro, tal como el radioinmunoanalisis (RIA) o el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Dichas técnicas y ensayos son conocidos
en el arte. La afinidad de uniéon del anticuerpo monoclonal puede, por ejemplo,
determinarse por el analisis de Scatchard de Munson y Pollard, Anal. Biochem., 107:220
(1980). Por otra parte, en las aplicaciones terapéuticas de los anticuerpos monoclonales,
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es importante identificar los anticuerpos que tienen un alto grado de especificidad y una
alta afinidad de unién al antigeno objetivo. |

Después de que las células de hibridoma deseadas son identificadas, los clones se
pueden subclonar mediante procedimientos de dilucién limitante y cultivo mediante

métodos convencionales. (Véase Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice,

Academic Press, (1986) paginas 59-103). Los medios de cultivo adecuados para este
proposito incluyen, por ejemplo, el medio de Eagle modificado por Dulbecco y el medio
RPMI-1640. Alternativamente, las células de hibridoma se pueden cultivar in vivo como

ascitis en un mamifero.

Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones pueden aislarse o purificarse
del medio de cultivo o del liquido ascitico mediante procedimientos convencionales de
purificacién de inmunoglobulinas, tales como por ejemplo, la proteina Sefarosa A,

cromatografia de hidroxiapatita, electroforesis en gel, dialisis, o cromatografia de afinidad.

Los anticuerpos monoclonales también se pueden hacer por métodos de ADN
recombinante, tales como aquellos descritos en la patente de EE.UU. N° 4,816,567. El
ADN que codifica los anticuerpos monoclonales de la invencion pueden ser facilmente
aislados y secuenciados utilizando procedimientos convencionales (por gjemplo, mediante
la utilizacion de sondas de oligonucledtidos que son capaces de enlazarse
especificamente a los genes que codifican las cadenas pesadas y ligeras de los
anticuerpos murinos). Las células de hibridoma de la invencién sirven como una fuente
preferida de dicho ADN. Una vez aislado, el ADN puede ser colocado en vectores de
expresion, que luego son transfectados en células huésped, tales como las células COS
de simios, de ovario de hamster chino (CHO), o células de mieloma que de otra manera
no producen la proteina inmunoglobulina, para obtener la sintesis de los anticuerpos
monoclonales en las células huésped recombinante. EI ADN también se puede modificar,
por ejemplo, mediante la sustitucion de la secuencia de codificacién para los dominios
constantes de la cadena pesada y ligera humana en lugar de las secuencias homologas
murinas (véase la patente de EE.UU. N° 4,816,567; Morrison, Nature 368, 812 13 (1994))
o por enlazarse covalentemente a la secuencia de codificacién de inmunoglobulina todo o
parte de la secuencia de codificacién para un polipéptido sin inmunoglobulina. Este
polipéptido sin inmunoglobulina puede ser sustituido por los dominios constantes de un
anticuerpo de la invencién, o puede ser sustituido por los dominios variables de un sitio de
combinacién del antigeno de un anticuerpo de la invencién para crear un anticuerpo

quimeérico bivalente.

Anticuerpos Humanos y Humanizacion de los Anticuerpos

Los anticuerpos monoclonales de la invencion incluyen anticuerpos totalmente humanos o
anticuerpos humanizados. Estos anticuerpos son adecuados para la administracién a los
seres humanos sin generar una respuesta inmune por el humano contra la

inmunoglobulina administrada.
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Un anticuerpo hulL-17A/F se genera, por ejemplo, utilizando los procedimientos descritos

en los ejemplos proporcionados a continuacién.

En otros métodos alternativos, se desarrolla un anticuerpo hulL-17A/F, por ejemplo,
utilizando los métodos de visualizacién de fagos que utilizan anticuerpos que contienen
solo secuencias humanas. Estos planteamientos son bien conocidos en el arte, por
ejemplo, en W092/01047 y la Patente de EE.UU. N° 6,521,404, que se incorporan en
este documento mediante referencia. En este enfoque, una biblioteca combinatoria del
fago que lleva pares aleatorios de las cadenas ligeras y pesadas se criban utilizando
fuentes naturales o recombinantes de IL-17F, IL-17A y/o IL-17A/IL-17F o fragmentos de
los mismos. En otro enfoque, un anticuerpo hull-17F puede ser producido por un proceso
en donde al menos un paso del proceso incluye la inmunizacién de un animal transgénico,
no humano con la proteina IL-17F humana. En este enfoque, algunos .de los locus
enddégenos de la cadena ligera kappa y/o pesada de este animal xenogénico no humano
han sido desactivados y son incapaces de la reorganizaciéon necesaria para generar los
genes que codifican las inmunoglobulinas en respuesta a un antigeno. Ademas, al menos
un locus de la cadena pesada humana y al menos un locus de la cadena ligera humana
han sido transfectados estabiemente en el animal. Asi, en respuesta a un antigeno
administrado, los locus humanos se rearreglan para proporcionar los genes que codifican
las regione's variables inmunoespecificas humanas para el antigeno. Tras la inmunizacion,
por lo tanto, el Xenoraton produce células B que secretan inmunoglobulinas

completamente humanas..

Una variedad de técnicas son bien conocidas en la técnica para producir animales
xenogénicos no humanos. Por ejemplo, véase la patente de EE.UU. N° 6,075,181 y N°
6,150,584, que se incorpora en su totalidad en este documento mediante referencia. Esta
estrategia general fue demostrada en relacion con la generacion de las primeros cepas de
XenoMouse™ como se publico en 1994. Véase Green y otros Nature Genetics 7:13-21
(1994), que se incorpora en este documento mediante referencia en su totalidad. Véase
también, |a patente de EE.UU. N° 6,162,963, 6,150,584, 6,114,598, 6,075,181 y 5,939,598
y las patentes japonesas nimeros 3 068 180 B2, 3 068 506 B2, y 3 068 507 B2 y la
Patente Europea N° EP 0 463 151 B1 y las solicitudes internacionales de patente No.
WO094/02602, WO 96/34096, WO98/24893, WO00/76310 y los miembros de la familia

relacionadas.

En un enfoque alternativo, otros han utilizado un enfoque de "minilocus" en el que un
locus de lg exdgena es imitado a través de la inclusion de piezas (genes individuales) del
locus de Ig. Por lo tanto, uno o mas genes VH, uno o mas genes de Dy, uno o mas genes
Ju, una regiéon constante mu, y una segunda regién constante (de preferencia una region
constante gamma) se forman en una construccion para la insercién en un animal. Véase,
por ejemplo, la patente de EE.UU. N° 5545806; 5,545,807, 5591,669; 5,612,205,
5.625,825: 5625,126; 5,633,425; 5,643,763; 5,661,016; 5,721,367; 5,770,429; 5,789,215;
5,789,650; 5,814,318; 5,877,397; 5,874,299; 6,023,010 y 6,255,458, y la Patente Europea
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No. 0 546 073 B1; y la Solicitud de Patente Internacional No. W092/03918, W(092/22645,
WQO92/22647, WO092/22670, WO093/12227, WO094/00569, WO94/25585, WO96/14436,
WQO97/13852, WO 98/24884 y los miembros relacionados con la familia.

La generacién de anticuerpos humanos a partir de ratones en los que, a través de la
fusién microcelular, grandes piezas de cromosomas o cromosomas completos, se han
introducido, también ha sido demostrada. Véase la solicitud de la Patente Europea N° 773
288y 843 961.

Las respuestas del anticuerpo humano anti-raton (HAMA, por sus siglas en inglés) han
llevado a la industria a preparar anticuerpos quiméricos o humanizados de otra manera.
Mientras que los anticuerpos quiméricos tienen una regiéon constante humana y una
regiéon variable inmune, se espera que sean observadas las respuestas de ciertos
anticuerpos anti-humanos quiméricos (HACA, por sus siglas en inglés), en particular, en
utilizaciones del anticuerpo en dosis cronicas o multiples. Por lo tanto, seria deseable
proporcionar anticuerpos totalmente humanos contra la IL-17F, la IL-17A y/o IL-17A/IL-
17F con el fin de desvirtuar o de otra manera mitigar las preocupaciones y/o los efectos
de la respuesta del HAMA o HACA.

La produccion de anticuerpos con inmunogenicidad reducida también se logra a través de
técnicas de humanizacidén, quimerizacién y visualizacion utilizando las bibliotecas
apropiadas. Se apreciara que los anticuerpos murinos o los anticuerpos de otras especies
puedan ser humanizados o primatizados utilizando técnicas bien conocidas en el arte.
Véase, por ejemplo, Winter and Harris Immunol Today 14:43 46 (1993) y Wright y otros
Crit, Reviews in Immunol. 12125-168 (1992). El anticuerpo de interés puede ser
modificado por técnicas de ADN recombinante para sustituir el CH1, CH2, CH3, dominios
bisagra y/o el dominio marco con la secuencia humana correspondiente (Véase
W092102190 y la patente de EE.UU. N° 5,530,101, 5,585,089, 5,693,761, 5,693,792,
5,714,350 y 5,777,085). Ademas, es conocido en el arte el uso del ADNc de Ig para la
construccién de los genes de la inmunoglobulina quimérica (Liu y otros P.N.A.S. 84:3439
(1987) y J. Immunol. 139:3521 (1987)). EIl ARNm se aisla de un hibridoma u otra célula
que produzca el anticuerpo y se utiliza para producir el ADN. EI ADNc de interés puede
ser amplificado por la reaccién en cadena de la polimerasa utilizando cebadores
especificos (Pat. de EE.UU. N° 4,683,195 y 4,683,202). Alternativamente, una biblioteca
se hace y se criba para aislar ia secuencia de interés. La secuencia de ADN que codifica
la region variable del anticuerpo se fusiona luego a las secuencias de la regién constante
humana. Las secuencias de los genes de regiones constantes humanas se pueden
encontrar en Kabat y otros (1991). Sequences of Proteins of immunological Interest, N.I.H.
No. de publicacion 91-3242. Los genes de la regidon C humanos estan faciimente
disponibles a partir de clones conocidos. La eleccién del isotipo se guiard por las
funciones efectoras deseadas, tales como la fijacion del complemento o la actividad en la
citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo. Son isotipos preferidos IgGl, 1gG3 e

IgG4. Pueden ser utilizadas cualquiera de las regiones constantes de cadena cadena
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ligera humana, kappa o lambda. El anticuerpo quimérico, humanizado se expresa

entonces por métodos convencionales.

Los fragmentos de anticuerpos, tales como Fv, F (ab'), y Fab se pueden preparar por la
escision de la proteina intacta, por ejemplo, por la proteasa o escisidn quimica.
Alternativamente, se disefia un gen truncado. Por ejemplo, un gen quimeérico que codifica
una porcion del fragmento F(ab'"), podria incluir las secuencias de ADN que codifican el
dominio CH1 y regién bisagra de la cadena H, seguido por un coddn de parada

traslacional para producir la molécula truncada.

Las secuencias de consenso de las regiones Hy L J sé pueden utilizar para disefar
oligonucledtidos para su uso como cebadores para introducir sitios de restriccion utiles en
la region J para la vinculacién posterior de los segmentos de la region V para los
segmentos de la region C humana. ADNc de la regiéon C puede ser modificado por la
mutagénesis dirigida al sitio para colocar un sitio de restricciéon en la posicién analoga en

la secuencia humana.

Los vectores de expresidn incluyen plasmidos, retrovirus, YACs, episomas derivados de
EBV, y similares. Un vector conveniente es uno que codifica una secuencia CL o CH de
inmunoglobulina humana de funcionalidad completa, con sitios de restriccion apropiados
modificado tal que cualquier secuencia VH y VL pueda insertarse faciimente y expresarse.
En dichos vectores, el empalme o “splicing” por lo general se produce entre el sitio
donante del empalme en la regién J insertada y el sitio aceptor del empalme anterior a la
regién C humana, y también en las regiones de empalme que se producen en los exones
CH humanos. La terminacién de la transcripcion y Poliadenilacién se producen en sitios
nativos cromosémicos corriente abajo de las regiones de codificacion. El anticuerpo
quimérico resultante puede enlazarse a cualquier promotor fuerte, incluyendo LTRs
retrovirales, por ejemplo, el promotor temprano SV-40, (Okayama y otros Mol. Cell. Bio.
3:280 (1983)), el LTR del virus del sarcoma de Rous (Gorman y otros P.N.A.S. 79:6777
(1982)), y LTR del virus de la leucemia murina de Moloney (Grosschedl y otros Cell
41:885 (1985)). Ademas, como se apreciara, se pueden utilizar los promotores nativos de

Ig y similares.

Ademas, los anticuerpos humanos o los anticuerpos de otras especies se pueden generar
a través de tecnologias tipo visualizacion “display”, incluyendo, sin limitacién, visualizacién
de fagos, visualizacién retroviral, visualizacion ribosomal, y otras técnicas, que utilizan
técnicas bien conocidas en el arte y que producen moléculas que pueden ser objeto de
maduracién adicional, tales como maduracion de la afinidad, ya que estas técnicas son
bien conocidas en el arte. Wright y otros Crit, Reviews in Immunol. 12125-168 (1992),
Hanes y Pliickthun PNAS EE.UU. 94:4937-4942 (1997) (visualizacién ribosomal), Parmley
y Smith Gene 73:305-318 (1988) (visualizacién de fagos), Scott, TIBS, vol. 17:241-245

© (1992), Cwirla y otros PNAS EE.UU. 87:6378-6382 (1990), Russel y otros Nucl. Acids

Research 21:1081-1085 (1993), Hoganboom y otros Immunol. Reviews 130:43-68 (1992),
Chiswell y McCafferty TIBTECH, 10:80-8A (1992), y la patente de EE.UU. N° 5,733,743.
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Si las tecnologias de visualizacién se utilizan para producir anticuerpos que no son

humanos, tales anticuerpos pueden ser humanizados como se describe anteriormente.

Utilizando estas técnicas, los anticuerpos se pueden generar para IL-17F, IL-17A y/o las
células que expresan IL-17A/IL-17F, IL-17F a si misma, las formas de IL-17F y/o IL-17A,
los epitopos o péptidos de las mismas, y las bibliotecas de expresidn de ellas (Véase, por
ejemplo, la patente de EE.UU. N° 5,703,057), que posteriormente se pueden cribar como

se describe mas arriba para las actividades descritas en este documento.

Los anticuerpos hulL-17A/F de la invencidén pueden ser expresados por un vector que
contiene un segmento de ADN que codifica el anticuerpo de cadena simple descrito
anteriormente.

Estos pueden incluir vectores, liposomas, ADN desnudo, ADN asistido por adyuvante,
pistola de genes, catéteres, etc. Los vectores incluyen conjugados quimicos tales como
los descritos en el documento WQ93/64701, que tiene fracciones blanco (por ejemplo, un
ligando para un receptor de superficie celular), y una porcién de de unién de acido
nucléico (por ejemplo, polilisina), vectores virales (por ejemplo, un vector de ADN o ARN
viral), proteinas de fusién, tales como las descrita en PCT/US 95/02140 (WQ95/22618),
que es una proteina de fusién que contiene una fracciéon objetivo (por ejemplo, un
anticuerpo especifico para una célula objetivo) y una fraccion de unién de acido nucléico
(por ejemplo, una protamina), plasmidos, fagos, etc. Los vectores pueden ser

cromosomicos, no cromosomicos o sintéticos.

Los vectores preferidos incluyen los vectores virales, las -proteinas de fusién y los
conjugados quimicos. Los vectores retrovirales incluyen virus de la leucemia murina de
Moloney. Se prefieren los vectores de ADN viral. Estos vectores incluyen los vectores de
la viruela tales como los vectores ortopox o Avipox, los vectores de virus del herpes, tal
como un vector del virus del herpes simple | (HSV, por sus siglas en inglés) (véase Geller,
A. I. y otros, J. Neurochem, 64:487 (1995); Lim, F., y otros, en DNA Cloning: Mammalian
Systems, D. Glover, Ed. (Oxford Univ. Press, Oxford, Inglaterra.) (1995); Geller, A. . y
otros, Proc Natl. Acad. Sci.: EE.UU. 90:7603 (1993); Geller, A. |., y otros, Proc, Natl. Acad.
Sci EE.UU. 87:1149 (1990), vectores de adenovirus (véase LeGal LaSalle y ofros,
Science, 259:988 (1993); Davidson, y otros Nat. Genet 3:219 (1993); Yang, y otros, J.
Virol. 69:2004 (1995) y vectores de virus adeno-asociados (véase Kaplitt, M.G. y otros,
Nat Genet. 8:148 (1994).

Los vectores virales Pox introducen el gen en el citoplasma de las células. Los vectores
del virus Avipox dan como resultado sélo una expresion a corto plazo del acido nucléico.
Los vectores de adenovirus, los vectores de virus adeno-asociado y los vectores del virus
del herpes simple (HSV, por sus siglas en inglés) se prefieren para la introduccion del
acido nucléico en células neuronales. El vector de adenovirus da como resultado una
expresién en mas corto plazo (aproximadamente 2 meses) que el virus adeno-asociado

(aproximadamente 4 meses), que a su vez es mas corto que los vectores HSV. El vector
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particular elegido dependera de la célula objetivo y la condicién que se esté tratando. La
introduccion puede ser por medio de técnicas estandar, por ejemplo, infeccion,
transfeccién, transduccién o transformacién. Ejemplos de ios modos de transferencia de
genes incluyen, por ejemplo, ADN desnudo, la precipitacién de CaPO,, DEAE dextrano,
electroporacion, fusion de protoplastos, lipofeccion, microinyeccion de células, y vectores

virales.

El vector puede ser empleado para apuntar esencialmente a cualquier célula objetivo
deseada. Por ejemplo, la inyeccidon estereotaxica puede ser utilizada para dirigir los
vectores (por ejemplo, adenovirus, HSV, por sus siglas en inglés) a una ubicacion
deseada. Ademas, las particulas pueden ser entregadas por infusion
intracerebroventricular (ICV) utilizando un sistema de infusién de minibomba, tal como un
sistema de infusién SynchroMed. Un método basado en el flujo a granel, denominado
conveccion, también ha demostrado eficacia en la entrega de grandes moléculas a
extensas areas del cerebro y puede ser Util en la entrega del vector a la célula diana.
(Véase Bobo y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 91:2076-2080 (1994); Morrison y
otros, Am. J. Physiol. 266:292-305 (1994)). Otros métodos que pueden utilizarse incluyen
catéteres intravenosos, inyeccion por via parenteral, intraperitoneal y subcutanea, y oral u

otras rutas conocidas de administracion.

Estos vectores pueden ser utilizados para expresar grandes cantidades de anticuerpos
que se pueden utilizar en una variedad de maneras. Por ejemplo, para detectar la
presencia de IL-17F, IL-17A y/o el complejo IL-17A/IL-17F en una muestra. El anticuerpo
se puede también utilizar para tratar de enlazar a e interrumpir la sefializacion relaconada
con IL-17F, la IL-17A y/o IL-17A/L-17F.

Las técnicas se pueden adaptar para la produccién de anticuerpos de cadena simple
especificos para una proteina antigénica de la invencion (véase, por ejemplo, la patente
de EE.UU. N° 4,946,778). Ademas, los métodos puede_n ser adaptados para la
construccion de bibliotecas de expresién de Fa, (véase, por gjemplo, Huse, y otros, 1989
Scince 246:1275-1281) para permitir la identificacion rapida y eficaz de los fragmentos Fap
monoclonales con la especificidad deseada para una proteina o derivados, fragmentos,
analogos o sus homologos. Los fragmentos de anticuerpo que contienen los idiotipos para
un antigeno de la proteina pueden ser producidos por técnicas conocidas en el arte,
incluyendo pero no limitados a: (i) un fragmento Fy), producido por la digestion de la
pepsina de una molécula de anticuerpo, (i) una fragmento F, generado por la reduccién
de los puentes disulfuro de un fragmento Fpy,, (iii) un fragmento Fab generado mediante
el tratamiento de la molécula de anticuerpo con papaina y un agente reductor y (iv)

fragmentos F,.

La invencion también incluye Fv, Fa, Fay ¥ Fany2 fragmentos anti-IL-17F o fragmentos del
complejo anti-IL-17A/IL-17F, anticuerpos de cadena simple anti-IL-17F, o anti-IL-17A/IL-
17F, anticuerpos biespecificos anti-IL-17F, IL-17A y/o anti-IL-17A/IL-17F y anticuerpos
heteroconjugados anti-IL-17F, IL-17A y/o anti-IL-17A/IL-17F.
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Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos que tienen especificidades de unién por al
menos dos antigenos diferentes. En el presente caso, una de las especificidades de unién
es para IL-17F, la IL-17A y/o el complejo IL-17A/IL-17F. El segundo objetivo de unién es
cualquier otro antigeno, y ventajosamente es una proteina de la superficie celular o
receptor o subunidad del receptor.

Los métodos para producir anticuerpos biespecificos son conocidos en el arte.
Tradicionalmente, la produccion recombinante de anticuerpos biespecificos se basa en la
co-expresién de dos pares de cadena ligera/cadena pesada de inmunoglobulina, donde
las dos cadenas pesadas tienen especificidades diferentes (Milstein y Cuello, Nature,
305:537-539 (1983)). Debido a la mezcla aleatoria de las cadenas ligeras y pesadas de
las inmunoglobulinas, estos hibridomas (cuadromas) producen una mezcla potencial de
diez moléculas de anticuerpos diferentes, de las cuales sblo una tiene la estructura
biespecifica correcta. La purificacién de la molécula correcta se realiza normalmente
mediante mediante pasos de cromatografia de afinidad. Procedimientos similares se
describen en el documento WQ093/08829, publicada el 13 de mayo de 1993, y en
Traunecker u otros, EMBO J. 10:3655-3659 (1991).

Los dominios variables del anticuerpo con las especificidades de unién deseadas (sitios
de combinaciéon antigeno-anticuerpo) se pueden fusionar a las secuencias de dominio
constante de la inmunoglobulina. La fusiéon es preferiblemente con un dominio constante
de la cadena pesada de la inmunoglobulina, que comprende al menos parte de la bisagra,
regiones CH2, y CH3. Es preferible tener la primera regién constante (CH1) de cadena
pesada que contiene el sitio necesario para la unién de la cadena ligera presente en al
menos una de las fusiones. Los ADNs que codifican las fusiones de la cadena pesada de
la inmunoglobulina y, si se desea, la cadena ligera de la inmunoglobulina se insertan en
vectores de expresion separados, y son co-transfectados en un organismo huésped
adecuado. Para mas detalles sobre la generacion de anticuerpos biespecificos véase, por

ejemplo, Suresh y otros, Methods in Enzymology, 121:210 (1986).

De acuerdo con otro enfoque descrito en el documento WO96/27011, la interfaz entre un
par de moléculas de anticuerpos pueden ser modificados para maximizar el porcentaje de
heterodimeros que se recuperan de cultivo de células recombinantes. La interfaz preferida
comprende al menos una parte de la region CH3 de un dominio constante del anticuerpo.
En este método, una o mas cadenas secundarias de aminoacidos pequefios de la interfaz
de la primera molécula del anticuerpo se sustituyen con cadenas secundarias grandes
(por ejemplo, tirosina o triptéfano). "Cavidades" compensatorias de tamafio idéntico o
similar a la(s) cadena(s) secundaria(s) de grande (s) se crean en la interfaz de la segunda
molécula del anticuerpo mediante la sustitucion de las cadenas secundarias de
aminoacidos grandes con los mas pequefias (por ejemplo, alanina o treonina). Esto
proporciona un mecanismo para aumentar el rendimiento del heterodimero sobre otros

productos finales no deseados, como homodimeros.
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Los anticuerpos biespecificos se pueden preparar como anticuerpos de longitud completa
o fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos F(ab')2). Las tecnicas
para la generacion de anticuerpos biespecificos da partir de fragmentos de anticuerpos se
han descrito en la literatura. Por ejemplo, los anticuerpos biespecificos se pueden
preparar utilizando enlaces quimico. Brennan y otros Science 229:81 (1985) describen un
procedimiento en donde los anticuerpos intactos son proteoliticamente divididos para
generar fragmentos F(ab')2. Estos fragmentos se reducen en presencia de arsenito
sédico, agente complejante de ditiol para estabilizar ditioles vecinales y prevenir la
formacién de disulfuros intermoleculares. Los fragmentos Fab' generados se convierten,
entonces a derivados de tionitrobenzoato (TNB, por sus siglas en inglés). Uno de los
derivados Fab'-TNB se reconvierte entonces a Fab'-tiol mediante reduccion con
mercaptoetilamina y se mezcla con una cantidad equimolar de otro derivado Fab'-TNB
para formar el anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos biespecificos producidos pueden

ser utilizados como agentes para la inmovilizacion selectiva de las enzimas.

Ademas, los fragmentos Fab' se pueden recuperar directamente de E. coli y acoplarse
quimicamente para formar anticuerpos biespecificos. Shalaby y otros, J. Exp. Med.
175:217-225 (1992) describen la produccién de una molécula del anticuerpo biespecifico
totalmente humanizado F(ab')2. Cada fragmento Fab' se secreta por separado de E. coliy
se somete a acoplamiento quimico dirigido in vitro para formar el anticuerpo biespecifico.
El anticuerpo biespecifico asi formado fue capaz de enlazarse a las celulas que
sobreexpresan el receptor ErbB2 y las células T humanas normales, asi como
desencadenar la actividad litica de los linfocitos citotdxicos humanos contra los objetivos

del tumor de mama humano.

Varias técnicas para hacer y aislar fragmentos de anticuerpos biespecificos directamente
a partir de cultivo de células recombinantes también se han descrito. Por ejemplo, los
anticuerpos biespecificos han sido producidos utilizando cremalleras de leucina. Kostelny
y otros, J. Immunol. 148 (5):1547-1553 (1992). Los péptidos de la cremallera de leucina
de las proteinas jun y Fos fueron enlazadas a las porciones Fab' de dos anticuerpos
diferentes mediante fusién de genes. Los homodimeros de anticuerpos se redujeron en |a
region bisagra para formar monémeros y entonces re-oxidarse para formar los
heterodimeros de anticuerpos. Este método también puede ser utilizado para la
produccién de homodimeros de anticuerpos. Tecnologia de “diacuerpo” descrita por
Hollinger y otros, Proc. Natl. Acad. Sci.. EE.UU. 90:6444-6448 (1993) ha proporcionado
un mecanismo alternativo para hacer fragmentos de anticuerpos biespecificos. Los
fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada (Vi) conectado a un
dominio variable de cadena ligera (V.) por un enlazador que es demasiado corto para
permitir el apareamiento entre los dos dominios en la misma cadena. En consecuencia,
los dominios VH y VL de un fragmento se ven forzados a emparejarse con los dominios V|
y Vi complementarios de otro frégmento, formando asi dos sitios de unién al antigeno.

Otra estrategia para hacer fragmentos de anticuerpos biespecificos mediante el uso de
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dimeros Fv(sFv) de cadena simple también se ha reportado. Véase, Gruber y otros, J.
Immunol. 152:5368 (1994).

Se contemplan anticuerpos con mas de dos valencias. Por ejemplo, los anticuerpos
triespecificos se pueden preparar. Tutt y otros, J. Immunol. 147:60 (1991).

Anticuerpos biespecificos ejemplares se puede unir a dos epitopos diferentes, por lo

menos uno de los cuales se origina en el antigeno de la proteina de la invencion.

Alternativamente, un brazo anti-antigénico de una molécula de inmunoglobulina puede ser
combinado con un brazo que se une a una molécula de activacion de un leucocito, tal
como una molécula del receptor de células T (por ejemplo, CD2, CD3, CD28, o B7), o los
receptores Fc para IgG (FcyR), tal como FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) y FeyRIIl (CD16)
para enfocarse en mecanismos celulares de defensa para la célula que expresa el
antigeno en particular. Los anticuerpos Bispecificos también se puede utilizar para dirigir
agentes citotoxicos a células que expresan un antigeno en particular. Estos anticuerpos
poseen un brazo de unién al antigeno y un brazo que enlaza un agente citotéxico o un
quelante radionucleido, tal como EOTUBE, DTPA, DOTA, o TETA. Otro anticuerpo
biespecifico de interés se une al antigeno de la proteina descrito en este documento y

ademas se une al factor tisular (FT).

Los anticuerpos heteroconjugados estan también dentro del alcance de la presente
invencién. Los anticuerpos heteroconjugados se componen de dos anticuerpos
covalentemente unidos. Dichos anticuerpos han, por ejemplo, sido propuestos para dirigir
a las células del sistema inmune a las células no deseadas (véase la patente de EE.UU.
N° 4,676,980), y para el tratamiento de la infeccion por VIH (véase el documento
WQ091/00360, W092/200373; EP03089). Se contempla que los anticuerpos pueden ser
preparados in vitro utilizando métodos conocidos en la quimica de proteinas sintéticas,
incluida aquellas que involucran los agentes de entrecruzamiento. Por ejemplo, las
inmunotoxinas se puede construir utilizando una reaccion de intercambio de disulfuro o
mediante la formacion de un enlace tioéter. Ejemplos de los reactivos adecuados para
este propésito incluyen iminotiolato y metil-4-mercaptobutirimidato y aquellos descritos,
por ejemplo, en la patente de EE.UU. No. 4,676,980.

Puede ser conveniente modificar el anticuerpo de la invencién con respecto a la funcion
efectora, a fin de mejorar, por ejemplo, la eficacia de los anticuerpos en el tratamiento de
enfermedades y trastornos asociados con la sefalizacién de IL-17F, IL-17A y/o del
complejo IL-17A/IL-17F. Por ejemplo, el (los) residuo (s) de cisteina (s) se puede (n)
introducir en la region Fc, lo que permite la formacidn de enlaces disulfuro entre cadenas
en esta region. El anticuerpo homodimérico asi generado pueden tener la capacidad de
internalizacion mejorada y/o el aumento de muerte celular mediada por el complemento y
la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC, por sus siglas en inglés).
(Véase Caron y otros, J. Exp Med, 176:1191-1195 (1992) y Shopes, J. Immunol,
148:2918- 2922 (1992)). Alternativamente, un anticuerpo puede ser modificado tal que
tiene regiones Fc duales y por lo tanto puede tener una potenciada lisis del complemento
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y capacidades ADCC, por sus siglas en inglés. (Véase Stevenson y otros, Anti-Cancer
Drug Design, 3: 219-230 (1989)).

La invencion se refiere también a inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo
conjugado con un agente citotoxico, tal como una toxina (por ejemplo, una toxina
enzimaticamente activa de bacterias, hongos, plantas, o de origen animal, o sus
fragmentos), o un isétopo radiactivo (es decir, un radioconjugado).

Las toxinas enzimaticamente activas y los fragmentos de las mismas que se pueden
utilizar incluyen la cadena A de difteria, los fragmentos activos sin unién de la toxina
diftérica, la cadena A de exotoxina (a partir de Pseudomonas aeruginosa), la cadena A de
ricina, una cadena A de abrina, cadena A de modeccina, sarcina alfa, proteinas Aleurites
fordii, proteinas diantinas, proteinas de hierba carmin (Phytolacca americana) (PAPI,
PAPIl, y PAP- 8), inhibidof de momordica charantia, curcina, cortina, inhibidor de
sapaonaria officinalis, gelonina, mitogellina, restrictocina, fenomicina, enomicina, y los
tricotecenos. Una variedad de radionucleidos estan disponibles para la produccion de

anticuerpos radioconjugados. Los ejemplos incluyen #'?Bi, "I, ™*'In, °Y, y "®Re.

Conjugados del anticuerpo y del agente citotdéxico se hacen utilizando una variedad de
agentes de acoplamiento de la proteina bifuncional, tales como propionato de N-
succinimidilo-3-(2-piridilditiol) (SPDP, por sus siglas en inglés), iminotiolano (IT, por sus
siglas en inglés), derivados bifuncionales de imidoesteres (tales como dimetil adipimidato
HCI), ésteres activos (como suberato de disuccinimidilo), aldehidos (como glutaraldehido),
compuestos bis azido (como bis(p-azidobenzoil)hexanodiamina), derivados bis-diazonio
(como bis (p-diazoniobenzoil)etilendiamina), diisocianatos (como toliene 2,6 diisocianato),
y compuestos de fluor bis activos (como, 1,5 difluoro 2,4 dinitrobenceno). Por ejemplo,
una inmunotoxina ricina puede ser preparada como se describe en Vitetta y otros, Science
238:1098 (1987). El acido 1-isotiocianatobencil-3-metildietilene triaminopentaacético (MX
—DTPA, por sus siglas en inglés) marcado con carbono 14 es un agente quelante ejemplar

para la conjugacién de radionucleétidos al anticuerpo. (Véase W0O94/11026).

Aquellos con conocimientos comunes en el arte reconocen que una gran variedad de
fracciones posibles se pueden acoplar a los anticuerpos resultantes de la invencién.
(Véase, por ejemplo, "Comjugate Vaccines", Contributions to Microbiology and
Immunology, J. M. Cruse y R. E. Lewis, Jr. (eds.), Carger Press, Nueva York, (1989), el

contenido en su totalidad el cual se incorpora en este documento mediante referencia).

El acoplamiento se puede lograr por cualquier reaccién quimica que se unira a dos
moléculas, siempre y cuando el anticuerpo y la otra fraccion mantengan sus respectivas
actividades. Este enlace puede incluir distintos mecanismos quimicos, por ejemplo, enlace
covalente, uniéon de afinidad, intercalacion, enlace coordinado y complejos. El enlace
preferido es, sin embargo, el enlace covalente. El enlace covalente puede lograrse ya sea
por la condensacién directa de las cadenas secundarias existentes o por la incorporacion

de moléculas externas que forman puentes. Muchos agentes del enlace bivalente o
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polivalente son Utiles en el acoplamiento de las moléculas de proteinas, tales como los
anticuerpos de la presente invencién, a otras moléculas. Por ejemplo, los agentes
representativos de acoplamiento pueden inciuir compuestos organicos, tales como
tioesteres, carbodiimidas, ésteres succinimida, diisocianatos, glutaraldehido,
diazobencenos y hexametilen diaminas. Esta lista no pretende ser exhaustiva de las
diversas clases de agentes de acoplamiento conocidos en el arte, sino, mas bien, es un
ejemplo de los agentes de acoplamiento mas comunes. (Véase Killen and Lindstrom,
Jour. Immun. 133:1335-2549 (1984); Jansen y otros, Immunological Reviews 62:185-216
(1982); and Vitetta y otros, Science 238:1098 (1987).

Enlazadores preferidos son descritos en la literatura. (Véase, por ejemplo, Ramakrishnan,
S. y otros, Cancer Res. 44:201-208 (1984) que describe el uso de MBS (éster M-
maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida). Véase también, la patente de EE.UU. N°
5,030,719, que describe el uso de derivados acetil hidrazida halogenados acoplados a un
anticuerpo a través de un enlazador oligopéptido. Particularmente los enlazadores
preferidos incluyen: (i) EDC clorhidrato de (1-etil-3-(3-dimetilamino-propil) carbodiimida, (ii)
SMPT (4-succinimidiloxicarbonil-alfa-metil-alfa-(2-piridil-ditio)-tolueno (Pierce Chem. Co.,
Cat. (21558G); (iii) SPDP hexanoato de (succinimidil-6[3-(2-piridilditio) propionamido]
(Pierce Chem. Co., Cat. # 21651G), (iv) sulfo-LC-SPDP hexanoato de (sulfosuccinimidil 6
[3-(2-piridilditio)-propianamida] (Pierce Chem. Co. Cat. # 2165-G.), y (v) sulfo-NHS (N-
hidroxisulfo-succinimida: Pierce Chem. Co., Cat. # 24510) conjugada con EDC.

Los enlazadores descritos anteriormente contienen componentes que tienen atributos
diferentes, lo que conduce a conjugaciones con diferentes propiedades fisico-quimicas.
Por ejemplo, los ésteres de sulfo-NHS o carboxilatos de alquilo son mas estables que los
ésteres de sulfo-NHS de carboxilatos aromaticos. Esteres de NHS que contienen
enlazadores son menos solubles que los ésteres de sulfo-NHS. Ademas, el enlazador
SMPT contiene un enlace disulfuro impedido estéricamente, y puede formar conjugados
con una mayor estabilidad. Los enlaces disulfuro, son en general, menos estables que
otros enlaces, porque el enlace disulfuro se rompe in vitro, dando como resultado menos
conjugados disponibles. Sulfo-NHS, en particular, puede mejorar la estabilidad de los
acoplamientos de carbodimida. Los acoplamientos de carbodimida (como EDC) cuando
se utilizan en conjunciéon con sulfo-NHS, forman ésteres que son mas resistentes a la

hidrolisis que la sola reaccion de acoplamiento de carbodimida.

Los anticuerpos divulgados en este documento también pueden ser formulados como
inmunoliposomas. Los liposomas que contienen el anticuerpo son preparados mediante
métodos conocidos en el arte, tal como se describe en Epstein y otros, Proc. Natl. Acad.
Sci. EE.UU., 82: 3688 (1985); Hwang y otros, Proc. Natl Acad. Sci. EE.UU., 77:4030
(1980), y Patente de EE.UU. N°. 4,485,045 y 4,544,545. Los liposomas con mayor tiempo
de circulacion se describen en la patente de EE.UU. N° 5,013,556.

Particularmente los liposomas Utiles pueden ser generados por el método de evaporacion

de fase inversa con una composicién de lipidos que comprende fosfatidilcolina, colesterol
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y fosfatidiletanolamina derivatizada (PEG-PE, bor sus siglas en inglés). Los liposomas son
extrudidos a través de filtros de tamafio de poro definido para producir liposomas con el
diametro deseado. Fragmentos Fab' del anticuerpo de la presente invencién pueden ser
conjugados con los liposomas como se describe en Martin y otros., J. Biol. Chem., 257:

286-288 (1982) a través de una reaccion de intercambio de disulfuro.

El uso de anticuerpos contra IL-17F, IL-17A y/o el complejo IL-17A/IL-17F

Se apreciara que la administraciéon de entidades terapéuticas de acuerdo con la invencion
se administren con vehiculos adecuados, excipientes y otros agentes que se incorporan
en las formulaciones para proporcionar una mejor transferencia, entrega, tolerancia y
similares. Una multitud de formulaciones adecuadas se pueden encontrar en el formulario
conocido por todos los quimicos farmaceéuticos: Remington’s Pharmaceutical Sciences
(15ta ed., Mack Publishing Company, Easton, PA (1975)), particularmente en el Capitulo
87 por Blaug, Seymour. Estas formulaciones incluyen, por ejemplo, polvos, pastas,
unguentos, geles, ceras, aceites, lipidos, lipidos (catidonicos o aniénicos) que contienen
vesiculas (como Lipofectin™), conjugados de ADN, pastas anhidras de absorcion,
emulsiones de aceite en agua y agua en aceite, emulsiones de carbowax
(polietilenglicoles de varios pesos moleculares), geles semi-sélidos, y mezclas semi-
solidas que contengan carbowax. Cualquiera de las mezclas anteriores pueden ser
apropiadas en los tratamientos y terapias de conformidad con la presente invencion,
siempre que el ingrediente activo en la formulacién no sea inactivado por la formulacion y
la formulacién sea compatible fisiolégicamente y tolerable con la via de administracion.
Véase también Baldrick P. "Pharmaceutical excipient development: the need for preclinical
guidance." Regul. Toxicol Pharmacol. 32 (2): 210-8 (2000), Wang W. "Lyophilization and
development of solid protein pharmaceduticals.” Int. J. Pharm. 203(1-2):1-60(2000),
Charman WN "Lipids, lipophilic drugs, and oral drug delivery-some emerging concepts.” J
Pharm Sci.89 (8):967-78 (2000), Powell y otros. "Compendium of excipients for parenteral
formulations" PDA J Pharm Sci Technol. 52:238-311 (1998) y las citas en él para obtener
informacion adicional acerca de las formulaciones, excipientes y vehiculos bien conocidos

por los quimicos farmacéuticos.

En una modalidad, los anticuerpos de la invencién, que incluyen un anticuerpo
monoclonal de la invencion (por ejemplo, un anticuerpo monoclonal totalmente humano),
pueden utilizarse como agentes terapéuticos. Estos agentes generalmente se emplean
para diagnosticar, pronosticar, controlar, tratar, aliviar y/o prevenir una enfermedad o
patologia asociada con la sefalizacion de IL-17F, IL-17A y/o IL-17A/IL-17F en un sujeto.
Un régimen terapéutico se lleva a cabo mediante la identificacion de un sujeto, por
ejemplo, un paciente humano que sufre de (o en riesgo de desarrollar) una enfermedad
inflamatoria o trastorno, utilizando métodos estandar. Una preparacion de anticuerpos, de
preferencia una que tiene alta especificidad y alta afinidad por su antigeno objetivo, se
administra al sujeto y, generalmente tendra un efecto debido a su unién con el objetivo. La

administracion del anticuerpo puede anular o inhibir o interferir con la funcién de
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sefializacion del objetivo (por ejemplo, IL-17F, IL-17A o el complejo IL-17A/IL-17F). La
administracion del anticuerpo puede anular o inhibir o interferir con la unién del objetivo
(por ejemplo, IL-17F) con un ligando endégeno (por gjemplo, IL-17R o IL-17RC) al que se
une naturalmente. Por ejemplo, el anticuerpo se une al objetivo y modula, bloquea, inhibe,
reduce, antagoniza, neutraliza, o de otra manera interfiere con la produccién de citoquinas
pro-inflamatorias inducida por IL-17F, IL-17A y/o la IL-17A/IL-17F.

Enfermedades o trastornos relacionados con la sefializacién de IL-17F, IL-17A y/o IL-
17A/IL-17F incluyen las enfermedades autoinmunes o enfermedades inflamatorias o
trastornos, que incluyen, sin limitarse a la artritis reumatoidea, enfermedad de Crohn,
psoriasis, esclerosis muiltiple, enfermedad puimonar obstructiva cronica, y el asma. Por
ejemplo, la expresién de IL-17A se ha encontrado para estar regulada en el tejido sinovial
de pacientes con artritis reumatoide (véase Khono y otros, Mod. Rheumatol. 20 de
diciembre 2007, publicacién electrénica antes de la impresion). IL-17F resulté ser
regulada en el esputo de pacientes con fibrosis quistica (véase McAllister y otros, J.
Immunol 175:404-412 (2005)), y en el colon de pacientes con enfermedad inflamatoria
intestinal (véase Seiderer y otros, Inflamm. Bowel Dis. 18 de diciembre 2007, publicacion
electronica antes de la impresion). IL-17A/IL-17F ha demostrado jugar un papel en el
captacion de neutrofiia de las vias respiratorias, lo que sugiere un papel en la
patogénesis de la enfermedad respiratoria (véase Liang y otros, J. Immunol 179
(11):7791-9 ( 2007)). |

IL-17F y IL-17A también han demostrado incrementarse por la sefalizaciéon de IL-21, lo
que sugiere que los efectos pro-inflamatorios asociados con la sefializacién de IL-21 son
mediados por IL-17F, la IL-17A y/o IL-17F/IL17A (Wei y otros, J Biol Chem. 282(48)
:34605-10 (2007)). Como tal, los anticuerpos de la invencién son también tiles para el
diagnéstico, prondstico, seguimiento y/o tratamiento de enfermedades, trastornos
mediados por la sefalizacion de IL-21, incluyéndo pero no limitados a enfermedades
inflamatorias/autoinmunes como la enfermedad inflamatoria intestinal, artritis reumatoide,

el rechazo de trasplantes, y la psoriasis.

Los sintomas asociados con trastornos inflamatorios relacionadas incluyen, por ejemplo,
inflamacion, fiebre, malestar general, fiebre, dolor, a menudo localizado en la zona
inflamada, pulso rapido, dolor en las articulaciones o dolor (artralgia), respiracién rapida u
otros patrones de respiracién anormal, escalofrios, confusion, desorientacién, agitacion,
mareo, tos, disnea, infecciones pulmonares, insuficiencia cardiaca, insuficiencia
respiratoria, edema, aumento de peso, recaidas mucopurulentas, caquexia, dolor de
cabeza, sibilancias y sintomas abdominales, tales como, por ejemplo, dolor abdominal,
diarrea, o estrefiimiento. Los sintomas asociados a trastornos relacionados al sistema
inmune, incluyen por ejemplo, inflamacion, fiebre, pérdida de apetito, pérdida de peso,
sintomas abdominales, tales como, por ejemplo, dolor abdominal, diarrea o estrefiimiento,
dolor en las articulaciones o dolor (artralgia), fatiga, erupcién cutanea, anemia,

sensibilidad extrema al frio (fendmeno de Raynaud), debilidad muscular, fatiga muscular,
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cambios en el tono de la piel o tejido, falta de aire u otros patrones de respiracion
anormal, dolor en el térax o la constriccion de los musculos del térax, ritmo cardiaco
anormal (por ejemplo, elevado o bajo), sensibilidad a la luz, vision borrosa o de otra

manera anormal, y funcién organica reducida.

Una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo de la invencidn se relaciona
generalmente con la cantidad necesaria para alcanzar un objetivo terapéutico. Como se
sefialé anteriormente, esto puede ser una interaccién de unién entre el anticuerpo y su
antigeno objetivo, que en algunos casos, interfiere con el funcionamiento del objetivo. La
cantidad necesaria para ser administrada, ademas, dependera de la afinidad de unién del
anticuerpo por su antigeno especifico, y también dependera de la velocidad a la que un
anticuerpo administrado se agota a partir del volumen libre de otro sujeto al que se
administra. Rangos comunes para dosis terapéuticamente eficaces de un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo de la invencién pueden ser, a modo de ejemplo no limitativo, de
aproximadamente 0,1 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 50 mg/kg de peso
corporal. Frecuencias de dosificacién comunes pueden oscilar, por ejemplo, de dos veces

al dia a una vez por semana.

La eficacia del tratamiento se determina en relacién con cualquier método conocido para
diagnosticar o tratar el trastorno inflamatorio relacionado. El alivio de uno o méas sintomas
de la enfermedad inflamatoria relacionada indica que el anticuerpo confiere un beneficio

clinico.

Métodos para el cribado de anticuerpos que poseen la especificidad deseada incluyen,
pero no se limitan al, ensayo inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA) y otras técnicas

inmunologicamente mediadas conocidas en el arte.

En otra modalidad, los anticuerpos dirigidos contra la IL-17F, IL-17A y/o el complejo IL-
17F/IL17A se puede utilizar en métodos conocidos en el arte relacionados con la
localizacion y/o cuantificacion de IL-17F, IL-17A o el complejo IL-17A/IL-17F (por ejemplo,
para el uso en la medicion de los niveles de IL-17F, IL-17A, y/o el complejo IL-17A/IL-17F
en muestras fisiolégicas apropiadas, para el uso en métodos de diagnéstico, para uso en
la proyeccién de imagen de la proteina, y similares). En una modalidad dada, los
anticuerpos especificos para IL-17F, IL-17A y/o el complejo IL-17A/IL-17F, o derivados,
fragmento, analogo u homoélogo de las mismas, que contienen el anticuerpo derivado del
dominio de unién al antigeno, se utilizan como compuestos farmacolégicamente activos

(en lo sucesivo como "terapéuticos").

En otra modalidad, un anticuerpo especifico para IL-17F, IL-17A y/o el complejo IL-17A/IL-
17F se puede utilizar para aislar un polipéptido IL-17A o IL-17F, o el polipéptido IL-17A/IL-
17F mediante técnicas estandar, tal como inmunoafinidad, cromatografia o
inmunoprecipitacién. Los anticuerpos dirigidos contra IL-17F, IL-17A y/o la proteina IL-
17A/IL-17F (o un fragmento de la misma) se puede utilizar diagndsticamente para

monitorear los niveles de proteina en el tejido como parte de un procedimiento de analisis
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clinicos, por ejemplo, para, por ejemplo, determinar la eficacia de un régimen de
tratamiento dado. La deteccion puede facilitarse por acoplamiento (es decir, enlazar
fisicamente) el anticuerpo a una sustancia detectable. Ejemplos de sustancias detectables
incluyen varias enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales
luminiscentes, materiales bioluminiscentes y materiales radiactivos. Ejemplos de enzimas
adecuadas incluyen peroxidasa de rabano, fosfatasa alcalina, B-galactosidasa, o
acetilcolinesterasa; ejemplos de complejos de grupos prostéticos adecuados incluyen
estreptavidina/biotina y avidina/biotina; ejemplos de materiales fluorescentes adecuados
incluyen fluoresceina, umbeliferona, isotiocianato de fluoreSceina, rodamina, fluoresceina
diclorotriazinilamina, cloruro de dansilo o ficoeritrina, un ejemplo de un material
luminiscente incluye luminol, ejemplos de materiales bioluminiscentes incluyen luciferasa,
luciferina y aequorina, y ejemplos de materiales radiactivos adecuados incluyen '#I, "',
3 0 *H. '

En otra modalidad, un anticuerpo de acuerdo con la invencién puede ser utilizado como
un agente para detectar la presencia de IL-17A/IL-17F y/o la proteina IL-17A/IL-17F (o un
fragmento de la proteina del mismo) en un muestra. En algunas modalidades, el
anticuerpo contiene un marcador detectable. Los anticuerpos son policlonales, o mas
preferentemente, monoclonales. Un anticuerpo intacto, o un fragmento del mismo (por
ejemplo, se utiliza Fu,, SCFv, 0 Fipy). El término "marcado”, con relacion a la sonda o
anticuerpo, pretende abarcar el marcado directo de la sonda o el anticuerpo de
acoplamiento (es decir, enlazar fisicamente) una sustancia detectable a la sonda o el
anticuerpo, asi como el marcado indirecto de la sonda o el anticuerpo mediante
reactividad con otro reactivo que esta directamente marcado. Ejemplos de marcado
indirecto incluyen la deteccion de un anticuerpo primario que utiliza un anticuerpo
secundario marcado con fluorescencia y el marcado final de una sonda de ADN con
biotina de tal manera que se pueda detectar con estreptavidina marcado con
fluorescencia. El término "muestra biolégica" pretende incluir los tejidos, células y fluidos
biolégicos aislados de un sujeto, asi como los tejidos, células y fluidos presentes en un
sujeto. Incluido en el uso del término "muestra biolégica", por lo tanto, esta la sangre y una
fraccion o componente de la sangre como el suero sanguineo, plasma sanguineo o
linfatico. Es decir, el método de deteccion de la invencion se puede utilizar para detectar
un ARNm analito, proteinas o0 ADN genémico de una muestra bioldgica in vitro como in
vivo. Por ejemplo, las técnicas in vitro para la deteccion de un ARNm analito incluyen
hibridaciones tipo Northerm e hibridaciones in situ. Las técnicas in vitro para la deteccion
de una proteina analito incluyen ensayo inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA),
Western blot, inmunoprecipitaciones, e inmunofluorescencia. Las técnicas in vitro para la
deteccion de un ADN genémico analito incluyen hibridaciones tipo Southerm. Los
procedimientos para la modalidad de inmunoensayos se describen, por ejemplo, en
"ELISA: Theory and Practice: Methods in Molecular Biology", vol. 42, J.R. Crowther (Ed.)
human Press, Totowa, Nueva Jersey, 1995; "Immunoassay”, E. Diamandis and T.

Christopoulus, Academic Press, Inc., San Diego, CA, 1996, and “Practice and Theory of
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Enzyme Immunoassay”, P. Tijssen, Elsevier Science Publishers, Amsterdam, 1985.
Ademas, las técnicas in vivo para la deteccidon de una proteina analito incluyen la
introduccion en un sujeto de un anticuerpo anti proteina analito marcado. Por ejemplo, el
anticuerpo se puede marcar con un marcador radiactivo, cuya presencia y ubicacion en un

sujeto puede detectarse por técnicas de imagen estandar.

Administracion y formulaciones terapéuticas de anticuerpos hulL-17A/F

Los anticuerpos de la invencidon (también conocidos en este documento como "sustancias
activas"), y derivados, fragmentos, analogos, y homélogos de los mismos, se pueden
incorporar en las composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracion.
Principios y consideraciones implicadas en la preparacién de tales composiciones, asi
como directrices en la eleccion de los componentes se proporcionan, por ejemplo, en
Remington's Pharmaceutical Sciences: The Science And Practice of Pharmacy 19na ed.
(Alfonso R. Gennaro, y otros, Editores) Mack Pub. Co., Easton, Pa:1995; Drug Absorption
Enhancement: Concepts, Possibilities, Limitations, And Trends, Harwood Academic
Publishers, Langhorne, Pa. 1994, y Peptide And protein Drug Delivery (Advances In
Parenteral Sciences, Vol. 4), 1991, M. Dekker, Nueva York.

Estas composiciones abarcan tipicamente el anticuerpo y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Donde se utilizan los fragmentos de anticuerpos, se prefiere el mas pequefio
fragmento inhibitorio que se une especificamente al dominio de unién de la proteina
objetivo. Por ejemplo, las moléculas de péptido pueden disefiarse en base a las
secuencias de la regién variable de un anticuerpo, de forma que conservan la capacidad
de unifse a la secuencia de la proteina objetivo. Estos péptidos pueden sintetizarse
quimicamente y/o producirse mediante la tecnologia del ADN recombinante. (Véase, por
ejemplo, Marasco y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 90:7889-7893 (1993)).

Tal como se utiliza en este documento, el término "vehiculo farmacéuticamente aceptable”
pretende incluir todas y todos los solventes, medios de dispersion, recubrimientos,
agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y retardadores de la absorcion,
y similares, compatibles con la administracién farmacéutica. Los vehiculos adecuados se
describen en la edicién mas reciente de Remington's Pharmaceutical Sciences, un texto
de referencia estandar eh el campo, que se incorpora al presente documento mediante
referencia. Los ejemplos preferidos de estos vehiculos o diluyentes incluyen, pero no se
limitan a, el agua, solucién salina, solucién de Ringer, solucion de dextrosa, y albumina

de suero humano al 5%.

Los liposomas y vehiculos no acuosos tales como aceites fijos también se puede utilizar.
El uso de dichos medios y agentes para las sustancias farmacéuticamente activas es bien
conocido en el arte. Salvo en la medida en que cualquier medio o agente convencional es

incompatible con el compuesto activo, se contempla su uso en las composiciones.

Las formulas a utilizarse para la administracién in vivo deben ser estériles. Esto se logra

facilmente por filtracion a través de membranas de filtracién esteril.
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Una composicién farmacéutica de la invencién se formula para ser compatible con su via
de administracién. Ejemplos de vias de administracion incluyen, la parenteral, por
ejemplo, intravenosa, intradérmica, subcutanea, oral (por ejemplo, la inhalacion),
transdérmica (es decir, topica), transmucosa, y la administracién rectal. Las soluciones o
suspensiones utilizadas para la aplicacion parenteral, intradérmica o subcutanea pueden
incluir los siguientes componentes: un diluyente estéril como el agua para inyeccion,
solucion salina, aceites fijos, polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros solventes
sintéticos, agentes antibacterianos como alcohol bencilico o metil parabenos,
antioxidantes como el acido ascorbico o bisulfito de sodio, agentes quelantes tales como
el acido etilendiaminotetraacético (EDTA), tampones tales como acetatos, citratos o
fosfatos, y agentes para el ajuste de la tonicidad, tales como cloruro de sodio o dextrosa.
El pH se puede ajustar con acidos o bases, como el acido clorhidrico o hidroxido de sodio.
La preparacién parenteral se puede incluir en ampollas, jeringas desechables o viales de

dosis multiples de vidrio o de plastico.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para el uso inyectable incluyen soluciones
acuosas estériles (cuando es soluble en agua) o dispersiones y polvos estériles para la
preparaciénb extemporanea de soluciones inyectables estériles o dispersion. Para la
administracion intravenosa, los vehiculos adecuados incluyen suero fisiolégico, agua
bacteriostatica, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, N.J.) o solucién salina tamponada
con fosfato (PBS). En todos los casos, la composicion debe ser estéril y debe ser liquida
en la medida en que exista facil capacidad de administracién con una jeringa. Debe ser
estable bajo las condiciones de fabricacion y almacenamiento, y debe conservase en
contra de la accion contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos. El
vehiculo puede ser un solvente 0 medio de dispersioén que contiene, por ejemplo, agua,
etanol, polioles (por ejemplo, el glicerol, propilenglicol, polietilenglicol liquido, y similares),
y las mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada se puede mantener, por
ejemplo, mediante el uso de una capa como la lecitina, por el mantenimiento del tamafio
de particula requerido en el caso de la dispersién y mediante el uso de tensioactivos. La
prevenciéon de la accién de los microorganismos se puede alcanzar por varios agentes
antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido
ascorbico timerosal, y similares. En muchos casos, sera preferible incluir en las
composiciones agentes isotonicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes, tales como
manitol, sorbitol, cloruro de sodio. La absorcion prolongada de las composiciones
inyectable puede llevarse a cabo mediante la inclusién en la composicion de un agente

que retrasa la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles pueden ser preparadas mediante la incorporacion del
compuesto activo en la cantidad requerida en un solvente apropiado con uno o una
combinacién de los ingredientes enumerados anteriormente, segun sea necesario,
seguido por la esterilizacién por filtrado. Generalmente, las dispersiones se preparan

mediante la incorporacién del compuesto activa en un vehiculo estéril que contiene un
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medio de dispersién basico y otros ingredientes necesarios de los enumerados
anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones
inyectables estériles, los métodos de preparacion son el secado al vacio y secado por
congelacién que produce un polvo del ingrediente activo, mas cualquier ingrediente

adicional deseado a partir de una solucion previamente filtrada estéril de la misma.

Las composiciones orales generalmente incluyen un diluyente inerte o un vehiculo
comestible. Pueden ser incluidos en capsulas de gelatina o comprimidos en forma de
tabletas. A los efectos de la administracién terapéutica oral, el compuesto activo se puede
incorporar con excipientes y se utiliza en forma de tabletas, comprimidos o capsulas. Las
composiciones orales también se pueden preparar utilizando un vehiculo liquido para su
uso como un enjuague bucal, en donde el compuesto en el vehiculo liquido se aplica por
via oral y se agita y se expectora o se ingiere. Los aglutinantes de unién
farmacéuticamente compatibles, y/o los materiales adtuantes pueden incluirse como
parte de la composicion. Las tabletas, pildoras, cdpsulas, com'primidos y similares pueden
contener cualquiera de los siguientes ingredientes o compuestos de una naturaleza
similar: un aglutinante tal como la celulosa microcristalina, goma tragacanto o gelatina, un
excipiente tal como el almidén o lactosa, un agente de desintegracion tal como el acido
alginico, Primogel, o almidén de maiz, un lubricante tal como el estearato de magnesio o
esterotes, un deslizante, como el didéxido de silicio coloidal, un agente edulcorante como la
sacarosa O sacarina, o un agente saborizante como la menta, el salicilato de metilo, o

saborizante de naranja .

Para la administracion por inhalacidén, los compuestos se entregan en forma de un
atomizador de aerosol de un contenedor a presion o dispensador que contiene un

propelente adecuado, por ejemplo, un gas como el diéxido de carbono, o un nebulizador.

La administracion sistémica también puede ser por medios transdérmicos o©
transmucosos. Para la administracion transmucosa o transdérmica, penetrantes
adecuados a la barrera a ser permeada se utilizan en la formulacién. Dichos penetrantes
son generalmente conocidas en el arte, e incluyen, por ejemplo, para la administracion
transmucosa, detergentes, sales biliares, y los derivados del acido fusidico. La
administracion transmucosa se puede lograr mediante el uso de aerosoles nasales
“sprays” o supositorios. Para la administracion transdérmica, los compuestos activos se
formulan en pomadas, ungiientos, geles, o cremas como generalmente se conoce en el

arte.

Los compuestos también pueden ser preparados en forma de supositorios (por ejemplo,
con bases de supositorios convencionales, tales como manteca de cacao y otros

glicéridos) o enemas de retencion para la liberacion rectal.

En una modalidad, los compuestos activos se preparan con vehiculos que protejan el
compuesto contra la rapida eliminacion del cuerpo, tal como formulaciones con una

liberacién sostenida o controlada, incluyendo los implantes y sistemas de liberacion
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microencapsulados. Los polimeros biodegradables, biocompatibles se puede utilizar, tales
como etileno, acetato  de vinilo, polianhidridos, acido poliglicdlico, colageno,
poliortoésteres, y acido polilactico. Los métodos para la preparacion de dichas

formulaciones seran evidentes para los expertos en el arte.

Por ejemplo, los ingredientes activos pueden ser atrapados en microcapsulas preparadas,
por ejemplo, mediante técnicas de coacervacién o mediante polimerizacién interfacial, por
ejemplo, microcapsulas de gelatina o hidroximetilcelulosa y microcapsulas de
polimetacrilato de metilo, respectivamente, en los sistemas coloidales de liberacién de
medicamentos (por ejemplo, liposomas , microesferas de albimina, microemulsiones,

nanoparticulas y nanocapsulas) o en macroemulsiones.

Se pueden preparar formulaciones de liberacion sostenida. Ejemplos adecuados de las
preparaciones de liberacién sostenida incluyen las matrices semipermeables de polimeros
solidos hidrofébicos que contienen el anticuerpo, cuyas matrices estan en la forma de
articulos de forma de, por ejemplo, peliculas o microcapsulas. Ejemplos de matrices de
liberacién sostenida son los poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli (2- hidroxietil-
metacrilato), o el alcohol polivinilico, polilactidas (Pat. De los EE.UU. N° 3,773,919), los
copolimeros de acido L-glutamico y vy-etil-L-glutamato, etileno-acetato de vinilo no
degradable, copolimeros de acido glicdlico y acido lactico degradables como el LUPRON
DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas de copolimero de &cido lactico y acido
glicélico y acetato de leuprolide), y el acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico. Mientras que los
polimeros tales como etileno acetato de vinilo y acido lactico y acido glicélico permiten la
liberacién de moléculas de mas de 100 dias, ciertos hidrogeles liberan proteinas por

periodos de tiempo mas corto.

Los materiales también se pueden obtener comercialmente a partir de Alza Corporation y
Nova Pharmaceuticals, Inc. Las suspensién liposémicas (incluidos los liposomas dirigidos
a las células infectadas con anticuerpos monoclonales para antigenos virales) y también
se pueden utilizar como vehiculos farmacéuticamente aceptables. Estos pueden ser
preparados de acuerdo con métodos conocidos por los expertos en el arte, por ejemplo,
como se describe en la patente de EE.UU. N° 4,522 811.

Es especiaimente ventajoso formular composiciones oral o parenteral en forma de dosis
unitaria para facilitar la administraciéon y la uniformidad de la dosis. La forma de
dosificacién unitaria, como se usa en este documento se refiere a unidades fisicamente
discretas adecuadas como dosis Unica para el sujeto a ser tratado, cada unidad contiene
una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto
terapéutico deseado en asociacién con el vehiculo farmacéutico necesario. La
especificacidén de las formas de dosificacién unitaria de la invencion son dictadas por y
dependen directamente de las caracteristicas Unicas del compuesto activo y el efecto
terapéutico particular a alcanzar, y las limitaciones inherentes al arte de la preparacion de

composiciones como un compuesto activo para el tratamiento de individuos.
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Las composiciones farmacéuticas pueden incluirse en un contenedor o envase, empaque

o dispensador junto con las instrucciones para su administracion.

La formulacién también puede contener mas de un compuesto activo que sea necesario
para la indicacion particular que se trata, preferentemente aquellos con actividades
complementarias que no afecten negativamente a los demas. Alternativamente, o
ademas, la composicion puede comprender un agente que mejora su funcion, como, por
ejemplo, un agente citotdxico, citoquina, agente quimioterapéutico, o un agente inhibidor
del crecimiento. Dichas moléculas estan de forma adecuada presentes en la combinacion,

en cantidades que son eficaces para el fin previsto.

En una modalidad, los compuestos activos son administrados en terapia de combinacion,
es decir, en combinacién con otros agentes, por ejemplo, agentes terapéuticos, que son
utiles para el tratamiento de trastornos o condiciones patologias, como los trastornos
autoinmunes y enfermedades inflamatorias. El término "en combinacién" en este contexto
significa que los agentes se dan al mismo tiempo sustancialmente, de forma simultanea o
secuencial. Si se administra de forma secuencial, en el inicio de la administracion del
segundo compuesto, el primero de los dos compuestos es de preferencia aun asi

detectable en concentraciones eficaces en el sitio de tratamiento.

Por ejemplo, la terapia de combinacidn puede incluir uno 0 mas anticuerpos de la
invencién coformulado con, y/o coadministrado con uno o mas agentes terapéuticos
adicionales, por ejemplo, una o mas citoquinas e inhibidores del factor de crecimiento,
inmunosupresores, agentes anti-inflamatorios, inhibidores metabdlicos, inhibidores de la
enzima, y/o agentes citotoxicos o citostaticos, como se describe con mas detalle a
continuacién. Por otra parte, uno o mas anticuerpos descritos en este documento pueden
utilizarse en combinacion con dos o mas de los agentes terapéuticos descritos en este
documento. Tales terapias de combinaciéon puede ventajosamente utilizar dosis mas bajas
de los agentes terapéuticos administrados, evitando asi posibles toxicidades o

complicaciones asociadas a las monoterapias diferentes.

Los agentes terapéuticos preferidos utilizados en combinacién con un anticuerpo de la
invencién son los agentes que intervienen en diferentes etapas de una respuesta
inflamatoria. En una modalidad, una o mas anticuerpos descritos en este documento
pueden ser coformulado con, y/o coadministrados con uno o mas agentes adicionales,
como otras citoquinas o antagonistas del factor de crecimiento (por ejemplo, los
receptores solubles, los inhibidores de péptidos, moléculas pequefias, fusiones del
ligando); o anticuerpos o antigenos que se unen a fragmentos de los mismos que se unen
a otros objetivos (por ejemplo, los anticuerpos que se unen a otras citoquinas o factores
de crecimiento, sus receptores, u otras moléculas de la superficie celular), y citoquinas
antiinflamatorias o agonistas de las mismas. Ejemplos no limitantes de los agentes que se
pueden utilizar en combinacién con los anticuerpos descritos en este documento,
incluyen, pero no se limitan a, antagonistas de una o mas interleuquinas (ILS) o sus

receptores, por ejemplo, los antagonistas de la IL-1, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, 1L-12, IL-13, IL-
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15, IL-16, IL-18, IL-21 e IL-22, antagonistas de citoquinas o factores de crecimiento o sus
receptores, como el factor de necrosis tumoral (TNF, por sus siglas en inglés), LT, EMAP-
ll, GM-CSF, FGF y PDGF. Los anticuerpos de la invencion también puede ser
combinados con inhibidores de, por ejemplo, anticuerpos para, moléculas de la superficie
celular, tales como CD2, CD3, CD4, CD8, CD20 (por ejemplo, el inhibidor de CD20
rituximab (RITUXAN®)), CD25, CD28, CD30, CD40, CD45, CD69, CD80 (B7.1), CD86
(B7.2), CD90, o sus ligandos, incluyendo CD154 (gp39 o CD40OL), o LFA-1/ICAM-1 y
VLA-4NVCAM-1 (Yusuf-Makagiansar y otros (2002) Med. Res. Rev. 22:146-67). Los
antagonistas preferidos que se puede utilizar en combinacion con los anticuerpos
descritos en este documento incluyen los antagonistas de IL-1, [L-12, TNFa, IL-15, IL-18 e
IL-22.

Ejemplos de estos agentes incluyen los antagonistas de la IL-12, como anticuerpos
quiméricos, humanizados, humanos o generados in vitro (o fragmentos de unién al
antigeno de los mismos) que se unen a la IL-12 (de preferencia la IL-12 humana), por
ejemplo, el anticuerpo descrito en WO 00/56772, inhibidores del receptor IL-12, por
ejemplo, anticuerpos contra los receptores de IL-12 humana, y fragmentos solubles del
receptor de IL-12, por ejemplo, del receptor de IL-12 humana. Ejemplos de antagonistas
de IL-15 incluyen los anticuerpos (o fragmentos de unién al antigeno del mismo) contra la
IL-15 o su receptor, por ejemplo, los anticuerpos quiméricos, humanizados, humanos o
generados in vitro para la IL-15 humana o su receptor, los fragmentos solubles del
receptor de IL -15 y las proteinas de union de IL-15. Ejemplos de antagonistas de IL-18
incluyen los anticuerpos, por ejemplo, los anticuerpos quiméricos, humanizados, humanos
o generados in vitro (o fragmentos de unién al antigeno del mismo), para la IL-18 humana,
los fragmentos solubles del receptor de IL-18 y las proteinas de unién de IL-18 (IL-18BP).
Ejemplos de antagonistas de IL-1 incluyen los inhibidores de la enzima convertidora de
interleucina-1 (ICE), tales como Vx740, antagonistas de la IL-1, por ejemplo, la IL-1RA
(anikinra, KINERET™, Amgen), sIL1RIl (Immunex), y anticuerpos del receptor anti-IL-1 (o

fragmentos de unién al antigeno del mismo).

Ejemplos de antagonistas del TNF incluyen anticuerpos quiméricos, humanizados,
humanos o generados in vitro (o fragmentos de unidn al antigeno del mismo) para TNF
(TNF, por ejemplo, TNFa humano), como (HUMIRA™, D2E7, anticuerpos TNFa humano),
CDP-571/CDP-870/BAY-10-3356 (anticuerpo humanizado anti-TNFq;
Celltech/Pharmacia), cA2 (anticuerpoquimérico anti-TNFa; REMICADE ®, Centocor);
fragmentos del anticuerpo anti-TNF (por ejemplo, CPD870); fragmentos solubles de los
receptores de TNF, por ejemplo, receptores de TNF humanos p55 y p75 o sus derivados,
por ejemplo, 75 kdTNFR-IgG (75 kD proteina de fusién de la IgG - receptor de TNF,
ENBREL™: Immunex), p55 kdTNFR-IgG (55 kD proteina de fusion de la IgG - receptor de
TNF (LENERCEPT ®)), antagonistas de la enzima, por ejemplo, inhibidores de la enzima
convertidora de TNFa (TACE) (por ejemplo, un derivado del acido alfa-
sulfonilhidroxamico, y el inhibidor de N-hydroxyformamide TACE GW 3333, -005,0 -022); y
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TNF-bp/s- TNFR (proteinas solubles de unién de TNF). Antagonistas del TNF preferidos
son los fragmentos solubles de los receptores de TNF, por ejemplo, receptores de TNF
humanos p55 o p75 o sus derivados, por ejemplo, 75 kdTNFR-IgG, y los inhibidores de la
enzima convertidora de TNFa (TACE).

En otras modalidades, los anticuerpos descritos en este documento se puede administrar
en combinacion con uno o mas de los siguientes: antagonistas de la [L-13, por ejemplo,
los receptores soluble de IL-13 (sIL-13) y/o anticuerpos contra IL-13, los antagonistas de
IL-2, por ejemplo, DAB 486-IL-2 y/o DAB 389-IL-2 (las protéinas de fusioén IL-2, Seragen),
y/o los anticuerpos para IL-2R, por ejemplo, anti-Tac (humanizado anti-IL-2R , Protein
Design Labs). Sin embargo, otra combinacién incluye anticuerpos de la invencion,
moléculas pequefias antagénicas, y/o anticuerpos inhibidores en combinaciéon sin
reduccién de inhibidores anti-CD4 (DEC-CE9.1/SB 210.396; nondepleting primatized anti-
CD4 antibody; IDEC / SmithKline). Sin embargo, otras combinaciones preferidas incluyen
los antagonistas de la via de coestimulacién CD80 (B7.1) o CD86 (B7.2), incluyendo los
anticuerpos, los receptores solubles o ligandos antagonistas, asi como ligando de la
glicoproteina P-selectin (PSGL, por sus siglas en inglés), citocinas antiinflamatorias, por
gjemplo, la IL-4 (DNAX/Schering), IL-10 (SCH 52000; IL-10 DNAX
recombinante/Schering), IL-13 y TGF-B, y los agonistas de los mismos (por ejemplo, los

anticuerpos agonistas).

En otras modalidades, uno o mas anticuerpos de la invencién puede ser coformulados
con, y/o coadministrados con uno o mas medicamentos anti-inflamatorios,
inmunosupresores, o inhibidores enzimaticos o metabdlicos. Los ejemplos no limitantes
de los medicamentos o inhibidores que se puede utilizar en combinaciéon con los
anticuerpos descritos en este documento, incluyen, pero no se limitan a uno o mas de:
medicamentos antiinflamatorios no esteroides (AINEs), por ejemplo, ibuprofeno, tenidap,
naproxeno, meloxicam, piroxicam, diclofenaco e indometacina, sulfasalazina,
corticosteroides tales como prednisolona; medicamentos anti-inflamatorios supresoresd
de citoquinas (CSAIDs, por sus siglas en inglés), inhibidores de la biosintesis de
nucledtidos, por ejemplo, los inhibidores de la biosintesis de purina, antagonistas de folato
(por ejemplo, metotrexato acido (N-[4 -[[(2,4-diamino-6-pteridinil)metil]Jmetilamino benzoil}-
L-glutamico) y los inhibidores de la biosintesis de pirimidina, por ejemplo, inhibidores de
dihidroorotato deshidrogenasa (DHODH). Agentes terapéuticos preferidos para el uso en
combinacién con los anticuerpos de la invencion incluyen los AINEs, CSAIDs, inhibidores
de (DHODH) (por ejemplo, leflunomida), y los antagonistas de folato (por ejempilo,

metotrexato).

Ejemplos de los inhibidores adicionales incluyen uno o mas de: corticosteroides (orales,
inhalados y de inyeccién local); inmunosupresores, por ejemplo, ciclosporina, tacrolimus
(FK-506) y los inhibidores de mTOR, por ejemplo, sirolimus (rapamicina RAPAMUNE™ - o
Derivados de rapamicina, por ejemplo, derivados solubles de rapamicina (por ejemplo, los

derivados éster de rapamicina, por ejemplo, CCI-779); agentes que interfieren con la
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senalizacion por citocinas proinflamatorias como TNFa o IL-1 (por ejemplo, IRAK, NIK,
IKK, o inhibidores de MAP quinasa o p38), inhibidores de COX2, por ejemplo, celecoxib,
rofecoxib, y sus variantes, inhibidores de la fosfodiesterasa, por ejemplo, R973401
(inhibidor de la fosfodiesterasa tipo V), inhibidores de la fosfolipasa, por ejemplo, los
inhibidores de la fosfolipasa citosdlica 2 (cPLA2, por sus siglas en inglés) (por ejemplo, los
analogos de trifluorometil cetona), los inhibidores del factor de crecimiento vascular
endotelial o receptor del factor de crecimiento, por ejemplo, inhibidores de VEGF y/o un
inhibidor de VEGF-R; y los inhibidores de la angiogénesis. Los agentes terapéuticos
preferidos para el uso en combinacidon con los anticuerpos de la invencidon son
inmunosupresores, por ejemplo, ciclosporina, tacrolimus (FK-506); inhibidores de mTOR,
por ejemplo, sirolimus (rapamicina) o derivados de rapamicina, por ejemplo, los derivados
de rapamicina solubles (por ejemplo, los derivados éster de rapamicina, por ejemplo, CCI-
779), inhibidores de la COX2, por ejemplo, celecoxib y sus variantes, y los inhibidores de
la fosfolipasa, por ejemplo, los inhibidores de fosfolipasa citosolica 2 (cPLA2, por sus

siglas en inglés), por ejemplo, los analogos de trifluorometil cetona.

Ejemplos adicionales de agentes terapéuticos que se pueden combinar con un anticuerpo
de la invencion incluyen una o mas de: 6-mercaptopurinas (6-MP), sulfasalazina
azatioprina, mesalazina, olsalazina, cloroquina/hidroxicloroquina (PLAQUENIL®);
pencilamina; aurotiornalato (intramuscular y oral), azatioprina, coichicina, agonistas de los
receptores adrenérgicos beta-2 (salbutamol, terbutalina, salmeteral), xantinas (teofilina,
aminofilina), cromoglicato, nedocromil, ketotifeno, ipratropio y oxitropio, micofenolato de
mofetilo, agonistas de la adenosina, agentes antitrombéticos, inhibidores del

complemento; y agentes adrenérgicos.

Ejemplos no limitativos de agentes para el tratamiento o pfevencién de los trastornos
artriticos (por ejemplo, lé artritis reumatoide, la artritis inflamatoria, la artritis reumatoide, la
artritis reumatoide juvenil, osteoartritis y la artritis psoriasica), con la que puede un
anticuerpo de la invencion se puede combinar incluiyen uno o mas de los siguientes:
antagonistas de IL-12 como se describe en este documento; AINEs; CSAIDs; TNFs, por
ejemplo, TNFa, antagonistas como se describen en este documento; sin resucciéon de
anticuerpos anti-CD4 como se describe en este documento; antagonistas de IL-2 como se
describe en este documento; citoquinas antiinflamatorias, por ejemplo, IL-4 , IL-10, IL-13 y
TGFa, o agonistas de los mismos; IL-1 o antagonistas de receptores de IL-1, como se
describe en este documento; inhibidores de la fosfodiesterasa como se describe en este
documento, inhibidores de la Cox-2 como se describe en este documento; iloprost:
metotrexato, talidomida y farmacos relacionados con talidomida (por ejemplo, Celgen),
leflunomida, inhibidor de la activacién del plasminégeno, por ejemplo, el acido
tranexamico, inhibidor de las citoquinas, por ejemplo, T-61, prostaglandina E1,
azatioprina, un inhibidor de la enzima convertidora de la interleuquina-1 (ICE, por sus
siglas en inglés), ZAP-70 y/o un inhibidor de Ick (inhibidor de la tirosina quinasa ZAP-70 o
Ick), un inhibidor del factor de crecimiento endotelial vascular o del receptor del factor de
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crecimiento endotelial celular como se describe en este documento, un inhibidor de la
angiogénesis como se describe en este documento, los farmacos anti-inflamatorios
corticosteroides (por ejemplo, SB203580), inhibidores de la convertasa de TNF,
inhibidores de IL-11, IL-13, IL-17; oro, penicilamina, cloroquina, hidroxicloroquina,
clorambucilo, ciclofosfamida, ciclosporina, la irradiacion linfoide total, globulina
antitimocitica, toxinas CDS5, péptidos administrado por via oral y colageno; lobenzarit
disddico, agentes de regulacién de las citoquinas (CRAs, por sus siglas en inglés) HP228
y HP466 (Houghten Pharmaceuticals, Inc.), ICAM-1 oligodesoxinucleétidos de
fosforotioato antisentido (ISIS 2302; Isis Pharmaceuticals, Inc.); receptor 1 soluble del
complemento (TP10, T Cell Sciences, Inc.), prednisona; orgoteina; polisulfato
glicosaminoglicano, minociclina (MINOCIN®), anticuerpos anti-IL2R; lipidos marinos y
botanicos (4cidos grasos de semillas de plantas y pescado); auranofm, fenilbutazona,
acido meclofenamico, acido flufenamico, inmunoglobulina intravenosa ; zileuton, acido
micofendlico (RS-61443), tacrolimus (FK-506), sirolimus (rapamicina); amiprilose
(therafectina); cladribina (2-clorodeoxiadenosina), y azaribina. Las combinaciones
preferidas incluyen uno o mas anticuerpos de la invencién en combinacion con
metotrexato o leflunomida, y en casos de artritis reumatoide moderada o grave, la

ciclosporina.

Los ejemplos preferidos de los inhibidores para su uso en combinacién con los
anticuerpos de la invencion para el tratamiento de los trastornos artriticos incluyen
antagonistas de TNF (por ejemplo, los anticuerpos quiméricos, humanizados, humanos o
generados in vitro, o fragmentos de unién al antigeno del mismo, que se unen al TNF;
fragmentos solubles de una receptor de TNF, por ejemplo, del receptor de TNF humano
p55 o p75 o sus derivados, por ejemplo, 75 kATNFR-IgG (75 kD proteina de fusiéon de la
IgG - receptor de TNF, ENBREL™), p55 kD proteina de fusién de la 1gG - receptor de
TNF, los antagonistas de la enzima de TNF, por ejemplo, inhibidores de la enzima
convertidora de TNFa (TACE)), antagonistas de la IL-12, 1L-15, IL-18, IL-22, inhibidores de
moléculas pequefia, de células T y agentes que agotan las células B (por ejemplo,
anticuerpos anti-CD4 o anti-CD22), por ejemplo, metotrexato y leflunomida, sirolimus
(rapamicina) y sus analogos, por ejemplo, ICC-779, inhibidores de la Cox-2 y cPLAZ2,
AINEs, inhibidores de p38, inhibidores de NFkb, TPL-2, y Mk-2, RAGE o RAGE soluble;
inhibidores de P-selectina o PSGL-1 (por ejemplo, inhibidores de moléculas pequefias, los
mismos anticuerpos, por ejemplo, los anticuerpos para P-selectina), agonistas del
receptor beta de estrogeno (ERB, por sus siglas en inglés) o antagonistas de ERB-NFkb.
Agentes terapéuticos adicionales mas preferidos que pueden ser coadministrados y/o
coformulados con uno o mas anticuerpos de la invencién incluyen uno o mas de: un
fragmento soluble de un receptor de TNF, por ejemplo, del receptor de TNF humano p55
0 p75 o sus derivados, por ejemplo, el 75 kdTNFR-IgG (75 kD proteina de fusion de la IgG
del receptor de TNF, ENBREL™): leflunomida, metotrexato, o sirolimus (rapamicina) o un

analogo del mismo, por ejemplo, CCI-779.
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Ejemplos no limitativos de los agentes para tratar o prevenir la esclerosis multiple con el
que los anticuerpos de la invencién pueden ser combinados incluyen los siguientes: los
interferones, por ejemplo, interferén-alfala (por ejemplo, AVONEX™: Biogen) y el
interferon-lb (BETASERON™ Chiro /Berlex); Copolimero 1 (Cop-1; COPAXONE™ Teva
Pharmaceutical Industries, Inc.), oxigeno hiperbarico, inmunoglobulina intravenosa,
cladrib_ina, antagonistas del TNF como se describe en este documento; corticoides;
prednisolona, metilprednisolona, azatioprina, ciclofosfamida, ciclosporina, ciclosporina A,
metotrexato, 4 - aminopiridina; y tizanidina. Los antagoni$tas adicionales que se puede
utilizar en combinacion con los anticuerpos de la invencién incluyen los anticuerpos para
los antagonistas de otras citoquinas humanas o factores de crecimiento, por ejemplo, el
TNF, LT, IL-1, IL-2, IL-6, EL-7, IL -8, IL-12, IL-15, IL-16, IL-18, EMAP-11, GM-CSF, FGF y
PDGF. Los anticuerpos como se describe en este documento se puede combinar con

anticuerpos para las moléculas de la superficie celular, tales como CD2, CD3, CD4, CDS8,

- CD25, CD28, CD30, CD40, CD45, CD69, CD80, CD86, CD90 o sus ligandos. Los

anticuerpos de la invencion también se pueden combinar con agentes, como metotrexato,
ciclosporina, FK506, rapamicina, micofenolato de mofetilo, leflunomida, AINEs, por
efemplo, ibuprofeno, corticosteroides como prednisolona, inhibidores de la
fosfodiesterasa, agonistas de la adenosina, agentes antitrombdticos, inhibidores del
complemento, agentes adrenérgicos, agentes que interfieren con la sefializacién por
citoquinas proinflamatorias como se describe en este documento, inhibidores de la enzima
convertidora de IL-Ib (por ejemplo, Vx740), anti-P7S, PSGL, los inhibidores de TACE,
inhibidores de la sefalizacion de' células T, como los inhibidores de quinasa, inhibidores
de las metaloproteinasas, sulfasalazina, azatioprine, 6-mercaptopurinas, inhibidores de la
enzima convertidora de la angiotensina, receptores solubles de citoquinas y sus
derivados, como se describe en este documento, y las citoquinas antiinflamatorias (por
ejemplo, IL-4, IL-10, IL-13 y TGF).

Los ejemplos preferidos de los agentes terapéuticos para la esclerosis multiple con la c-1ue
los anticuerpos de la invencién pueden ser combinados incluyen el interferénQB, por
ejemplo, IFNB-1a e IFNB-1a; copaxone, corticoides, inhibidores de IL-1, inhibidores de
TNF, anticuerpos para el ligando CD40 y CD80, antagonistas de IL-12.

Ejemplos no limitativos de agentes para el tratamiento o prevencion de la enfermedad
inflamatoria intestinal (por ejemplo, ia enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa) con el que
un anticuerpo de la invencién se puede combinar incluye los siguientes: budesonida,
factor de crecimiento epidérmico, corticosteroides, ciclosporina, sulfasalazina,
aminosalicilatos, 6-mercaptopurina, azatioprina, inhibidores de la lipoxigenasa;
metronidazol, mesalamina; olsalazina;, balsalazida, antioxidantes, inhibidores de
tromboxano, antagonistas de los receptores IL-1; anticuerpos monoclonales anti-IL-1,
anticuerpos monoclonales anti-IL-6, factores de crecimiento, inhibidores de la elastasa,
compuestos piridinil-imidazol, antagonistas del TNF como se describe en este documento;

citoquinas IL-4, IL-10, IL-13 y/o TGFR o agonistas de los mismos (por ejemplo, agonistas
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de anticuerpos); IL-11, profarmacos glucurénido o dextrano conjugado de prednisolona,
dexametasona, o budesonida, ICAM-1 oligodesoxinucleétidos de fosforotioato antisentido
(ISIS 2302; Isis Pharmaceuticals, Inc.); mesalazina de liberacion lenta; receptor soluble 1
del complemento (TP10; T Cell Sciences, Inc.), metotrexato, antagonistas del factor

activador de plaquetas (PAF, por sus sigla en inglés), ciprofloxacina, y lidocaina.

Ejemplos no limitativos de agentes para el tratamiento o la prevencién de la psoriasis con
la que un anticuerpo de la invencion puede ser combinado incluyen lo siguiente:
corticosteroides, vitamina D3 y sus analogos; retinoides (por ejemplo, Soriatano),
metotrexato, ciclosporina, 6-tioguanina, Accutane, Hydrea; hidroxiurea, sulfasalazina,
micofenolato de mofetilo, azatioprina, tacrolimus, ésteres del acido fumarico, biolégicos,
tales como Amevive, Enbrel, Humira Raptiva, y Remicade Ustekinmab y XP-828L,
fototerapia y fotoquimioterapia (por ejemplo, psoraleno y la fototerapia ultravioleta
combinada).

Ejemplos no limitativos de agentes para el tratamiento o la prevencién enfermedades de
las vias inflamatorias y respiratorias (por ejemplo, enfermedad pulmonar obstructiva
crénica, asma) con la que un anticuerpo de la invencion puede ser combinado incluyen los
siguientes: agonistas de los receptores beta 2 adrenérgicos (por ejemplo, salbutamol
(albuterol USAN), levalbuterol, terbutalina, bitolterol), los agonistas de los receptores beta
2 adrenérgicos de accion prolongada (por ejemplo, salmeterol, formoterol, bambuterol),
agonistas adrenérgicos (por ejemplo, epinefrina inhalada y tabletas de efedrina),
medicamentos anticolinérgicos (por ejemplo, bromuro de ipratropio), combinaciones de
esteroides inhalados y broncodilatadores de accion prolongada (por efemplo, fluticasona /
salmeterol (Advair en los Estados Unidos, y Seretide en el Reino Unido)) o budesonida /
formoterol (Symbicort)), glucocorticoides inhalados (por ejemplo, ciclesonida,
beclometasona, budesonida, flunisolida, fluticasona, mometasona, triamcinolona),
modificadores de leucotrienos (por ejemplo, montelukast, zafirlukast, pranlukast, y
zileuton), estabilizadores de los mastocitos (por ejemplo, cromoglicato (cromolin), y
nedocromil); antimuscarinicos/anticolinérgicos (por ejemplo, ipratropio, oxitropio, tiotropio),
metilxantinas (por ejemplo, teofilina, aminofilina), antihistaminicos, bloqueadores de IgE
(por ejemplo, omalizumab), antagonistas muscarinicos M3 (anticolinérgicos) (por ejemplo,
ipratropio , tiotropio), cromonas (por ejemplo, cromoglicato de nedocromilo); zantinas (por
ejemplo, teofilina), y los antagonistas del TNF (por ejemplo, infliximab, adalimumab y

etanercept).

En una modalidad, un anticuerpo de la invencion puede ser utilizado en combinacion con
uno o mas anticuerpos dirigidos contra blancos implicados en la regulacion de la

respuesta inmune, por ejemplo, el rechazo al trasplante.

Ejemplos no limitativos de agentes para el tratamiento o la prevencion de la respuesta
inmune con la que un anticuerpo de la invencién puede ser combinado incluyen los
siguientes: anticuerpos contra a otras moléculas de la superficie celular, incluyendo pero
no limitados a CD25 (receptor a de la interleucina 2), CD11a (LFA- 1), CD54 (ICAM-1),
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CD4, CD45, CD28/CTLA4 (CD80 (B7.1), por ejemplo, CTLA4 - |g abatacept (ORENCIA
®), ICOSL, ICOS y/o CD86 (B7.2). En otra modalidad, un anticuerpo de la invencion se
utiliza en combinacién con uno o mas agentes generalés inmunosupresores, como la
ciclosporina A y FK506.

En otras modalidades, los anticuerpos se utilizan como adyuvantes de vacunas contra
trastornos autoinmunes, enfermedades inflamatorias, etc. La combinacion de adyuvantes
para el tratamiento de estos tipos de trastornos son adecuados para su uso en
combinacion con una amplia variedad de antigenos especificos de antigenos propios, es
decir, autoantigenos, que participan en la autoinmunidad, por ejemplo, |a proteina basica
de mielina; auto-antigenos inflamatorios, por ejemplo, |a proteina amiloide, o antigenos de
trasplante, por ejemplo, aloantigenos. El antigeno puede abarcar péptidos o polipéptidos
derivados de las proteinas, asi como fragmentos de alguna de los siguientes: glucidos,
proteinas, polinucledtidos u oligonucledtidos, autoantigenos, proteina de peptidos
amiloides, antigenos de trasplante, alérgenos, u otros componentes macromoleculares.

En algunos casos, mas de un antigeno esta incluido en la composicion antigénica.

Por ejemplo, las vacunas convenientes para moderar las respuestas a los alergenos en
un huésped vertebrado, que contienen las combinaciones de adyuvante de esta
invencién, incluyen aquellos que contienen un alérgeno o un fragmento del mismo.
Ejemplos de estos alergenos se describen en la patente de EE.UU. N° 5,830,877 y en la
publicacidn de la solicitud de Patente Internacional N° WO 99/51259, que se incorporan
por referencia en su totalidad, e incluyen el polen, veneno de insectos, caspa de animales,
esporas de hongos y farmacos (por efemplo, coma penicilina). Las vacunas interfieren con
la produccién de anticuerpos de IgE, una causa conocida de las reacciones alérgicas. En
otro ejemplo, las vacunas deseables para prevenir o tratar la enfermedad que se
caracteriza por el depédsito amiloide en un huésped vertebrado, que contenga las
combinaciones adyuvante de esta invencién, incluyen aquellos que contienen porciones
de la proteina de peptido amiloide (APP, por sus siglas en inglés). Esta enfermedad se
conoce indistintamente cbmo la enfermedad de Alzheimer, amiloidosis o enfermedad
amiloidogénica. Por lo tanto, las vacunas de esta invencién incluyen las combinaciones de
adyuvantes de esta invencion mas el péptido AR, asi como los fragmentos del péptido AR

y los anticuerpos para el péptido AR o sus fragmentos.

Diseiio y Generacion de Otras Terapéuticas

De acuerdo con la presente invencién y con base en la actividad de los anticuerpos que
se producen y caracterizan aqui con respecto a la IL-17F, IL-17A y/o IL-17A/IL-17F, se
facilita el disefio de otras modalidades terapéuticas mas alla de las fracciones de
anticuerpo. Tales modalidades incluyen, sin limitacién, terapéuticas avanzadas de
anticuerpos, tales como anticuerpos biespecificos, inmunotoxinas y terapéuticas
radioetiquetadas, generacion de terapéuticas de péptido, terapias genéticas,

particularmente intracuerpos, terapéuticas antisentido y moléculas pequefas.
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Por ejemplo, en conexién con los anticuerpos biespecificos, estos pueden ser generados
para contener (i) dos anticuerpos con una especificidad para la IL-17F, IL-17A y/o IL-
17A/NL-17F, y otro para una segunda molécula que se conjugan juntos, (ii) un anticuerpo
individual que tiene una cadena especifica para la IL-17F, IL-17A y/o IL-17A/IL-17F y una
segunda cadena e'speciﬁca para una segunda molécula, o (iii) un anticuerpo de una sola
cadena que tiene especificidad para la IL-17F, IL-17A y/o IL-17A/IL-17F y una segunda
molécula. Tales anticuerpos biespecificos se generan empleando técnicas que son bien
conocidas, por ejemplo, en conexion con (i) y (ii) ver, Fanger et al. Immunol Methods 4:72-
81 (1994) y Wright et al. Crit, Reviews in Immunol. 12125-168 (1992), y en conexién con
(iii) ver, por ejemplo, Traunecker et al. Int. J. Cancer (Suppl.) 7:51-52 (1992).

En conexion con inmunotoxinas, anticuerpos que pueden ser modificados para actuar
como inmunotoxinas utilizando técnicas bien conocidas en el arte, ver, por ejemplo, Vitetta
Immunol Today 14:252 (1993). Ver también la Patente U.S. No. 5,194,594. En conexion
con la preparacién de anticuerpos radioetiquetados, tales anticuerpos modificados pueden
tambien ser facilmente preparados utilizando técnicas bien conocidas en el arte. Ver, por
ejemplo, Junghans et al. en Cancer Chemotherapy and Biotherapy 655-686 (2d edition,
Chafner and Longo, eds., Lippincott Raven (1996)). Ver también las Patentes U.S. Nos.
4,681,581, 4,735,210, 5,101,827, 5,102,990 (RE 35,500), 5,648,471, y 5,697,902. Cada
una de las inmunotoxinas y moléculas radioetiquetadas seria probable que maten células
que expresan la IL-17F, IL-17A y/o IL-17A/IL-17F.

En conexion con la generacion de péptidos terapéuticos, a-través de la utilizacion de
informacién estructural relacionada con la IL-17F, IL-17A y/o IL-17A/IL-17F y anticuerpos
para los mismos, tales como los anticuerpos de la invencion o cribado de bibliotecas de
péptidos, se pueden generar péptidos terapéuticos que son dirigidos contra la IL-17F, IL-
17A ylo IL-17A/IL-17F. El disefio y cribado de terapéuticas de péptidos se discuten en
conexion con Houghten et al. Biotechniques 13:412-421 (1992), Houghten PNAS USA
82:5131-5135 (1985), Pinalla et al. Biotechniques 13:901-905 (1992), Blake y Litzi-Davis
BioConjugate Chem. 3:510-513 (1992). También se pueden preparar inmunotoxinas y
moléculas radioetiquetadas, y de manera similar, en conexién con fracciones de péptidos
como se discutid anteriormente con respecto a los anticuerpos. Asumiendo que la
molécula de la IL-17F, IL-17A y/o IL-17A/IL-17F (o una forma tal como una variante de
empalme o forma alternativa) es funcionalmente activa en un proceso de enfermedad,
también sera posible disefar terapéuticas genéticas y antisentido para el mismo, a través
de técnicas convencionales. Tales modalidades pueden ser utilizadas para modular la
funcién de la IL-17F, IL-17A y/o IL-17A/IL-17F. En conexién con esto, los anticuerpos de
la presente invencion facilitan el disefio y uso de ensayos funcionales relacionados con la
misma. Un disefio y estrategia para las terapéuticas antisentido se discuten con detalle en
la Solicitud de Patente Internacional No. WO 94/29444. El disefio y estrategias para la
terapia genética son bien conocidos. Sin embargo, en particular, el uso de técnicas de
terapéutica genética que involucran intracuerpos podria ser particularmente ventajoso.
Ver, por ejemplo, Chen et al. Human Gene Therapy 5:595-601 (1994) y Marasco Gene
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Therapy 4:11-15 (1997). EI disefio general y consideraciones relacionados con
terapéuticas genéticas se discuten también en la Solicitud de Patente Internacional No.
WO 97/38137.

El conocimiento obtenido a partir de la estructura de la molécula de la IL-17F, IL-17A y/o
IL-17A/IL-17F 'y sus interacciones con otras moléculas de acuerdo con la presente
invencion, tales como los anticuerpos de la presente invencion, y otras, puede ser
utilizado para disefiar en forma racional modalidades terapéuticas adicionales. Con
relacion a esto, las técnicas racionales de disefio de farmacos como la cristalografia de
rayos X, el modelado molecular ayudado (o asistido) por computador (CAMM, por su sigla
en inglés), relacion estructura-actividad cualitativa o cuantitativa (QSAR, por su sigla en
inglés), y tecnologias similares, se pueden utilizar para focalizar los esfuerzos de
descubrimiento de farmacos. El disefio racional permite la prediccion de proteinas o
estructuras sintéticas que pueden interactuar con la molécula o sus formas especificas
que pueden usarse para modificar o modular la actividad de la IL-17F, IL-17A y/o IL-
17A/IL-17F. Tales estructuras pueden ser sintetizadas quimicamente o expresadas en
sistemas biologicos. Este enfoque ha sido revisado en Capsey et al. Genetically
Engineered Human Therapeutic Drugs (Stockton Press, NY (1988)). Ademas, bibliotecas
combinatoriales pueden ser disefiadas, sintetizadas y usadas en programas de cribado,

tales como esfuerzos de cribado de alto rendimiento.

Métodos de Cribado

La invencidon proporciona métodos (también referidos aqui como “ensayos de cribado”)

para identificar a los moduladores, es decir, compuestos candidatos o de prueba o
agentes (por ejemplo, péptidos, peptidomiméticos, moléculas pequefias u otros farmacos)
que modulan, bloquean, inhiben, reducen antagonizan, neutralizan o interfieren de otro
modo con la unién de la IL-17, IL-17A y/o el complejo IL-17A/IL-17F a su receptor innato,
0 compuestos céndidatos o de prueba o agentes que m‘odulan, bloguean, inhiben,
reducen, antagonizan, neutralizan o interfieren de otro modo con la funcion de
sefializacién de la IL-17, IL-17A y/o el complejo IL-17A/IL-17F. También se proporcionan
procedimientos de identificacion de compuestos utiles para tratar trastornos asociados
con la sefalizacién de la IL-17, IL-17A y/o IL-17A/IL-17F. La invencion incluye también
compuestos identificados en los ensayos de cribado aqui descritos.

En una modalidad, la invencién proporciona ensayos para cribar compuestos candidatos o
de prueba que modulan la funcion de sefalizacion de la IL-17, IL-17A y/o IL-17A/L-17F.
Se pueden obtener los compuestos de ensayo usando cualquiera de los numerosos
procedimientos de bibliotecas combinatorias conocidos en la técnica, que incluyen
bibliotecas bioldgicas, bibliotecas direccionables espacialmente en paralelo en fase sélida
o en fase solucidn; procedimientos de bibliotecas sintéticas, que requieren
desconvolucion; el procédimiento de biblioteca “una perla un compuesto” y los
procedimientos de bibliotecas sintéticas que usan la seleccidon mediante cromatografia de
afinidad. El enfoque de la biblioteca bioldgica se limita a las bibliotecas de péptidos,
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mientras que los otros cuatro enfoques son aplicables a las bibliotecas de péptidos,
oligbmeros no péptidos, o bibliotecas de compuestos de moléculas pequenas. (Véase, por
ejemplo, Lam, Anticancer Drugs Design 12, 145, 1997).

Una “molécula pequefia’, como se utiliza en este documento, se refiere a una
composicion que tiene un peso molecular inferior a aproximadamente 5 kD, y con mayor
preferencia inferior a aproximadamente 4 kD. Las moléculas pequefias pueden ser, por
ejemplo, acidos nucleicos, péptidos, polipéptidos, peptidomiméticos, carbohidratos, lipidos
u otras moléculas organicas e inorganicas. Las bibliotecas de mezclas quimicas y/o
bioldgicas, tales como extractos flingicos, bacteriales o de élgas se conocen en la técnica
y pueden ser cribadas con cualquiera de los ensayos de la invencion.

Ejemplos de procedimientos para la sintesis de bibliotecas moleculares se pueden
encontrar en la técnica, por ejemplo en DeWitt, et al., 1993. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
90: 6909; Erb, et al.,, 1994. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91: 11422; Zuckermann, et al.,
1994. J. Med. Chem. 37: 2678; Cho, et al., 1993. Science 261: 1303; Carrell, et al., 1994.
Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2059; Carell, et al., 1994. Angew. Chem. Int. Ed. Engl.
33:2061; and Gallop, et al., 1994. J. Med. Chem. 37: 1233.

Se pueden presentar las bibliotecas de compuestos en solucién (véase, por ejmplo,
Houghten, 1992. Biotechniques 13: 412-421), o en perlas (véase Lam, 1991. Nature 354:
82-84), en chips (véase Fodor, 1993. Nature 364. 555-556), bacterias (véase Patente U.S.
No. 5,223,409), esporas (véase Patente U.S. 5,233,409), plasmidos (véase Cull, et al.,
1992. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 1865-1869) o en fagos (véase Scott and Smith,
1990. Science 249: 386-390; Devlin, 1990. Science 249: 404-406; Cwirla, et al., 1990.
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87: 6378-6382; Felici, 1991. J. Mol. Biol. 222: 301-310; and
Patente U.S. No. 5,233,409.).

En una modalidad, un compuesto candidato es introducido en un complejo anticuerpo-
antigeno y se determina si el compuesto candidato desorganiza el complejo anticuerpo-
antigeno, en cuyo caso, la desorganizacion de este complejo indica que el compuesto
candidato modula la funcién de sefializacion de la IL-17, IL-17A y/o el complejo IL-17A/IL-
17F.  Por ejemplo, el anticuerpo es el anticuerpo monoclonal 5E12 (*Mab05") y el
antigeno es IL-17F, o el anticuerpo es el anticuerpo monocional 41B10 y el antigeno es la
IL-17F o IL-17A/IL-17F. En forma alternativa, el anticuerpo monoclonal es 30D12, 29D8,
1E4, 31A3, 39F12, 12B12, 15B7, 4H11, 4B11, 8B11, 38B1, 15E6, 30D12BF, 15E6FK, o
39F12A y el antigeno es la IL-17F, IL-17A o el complejo IL-17A/IL-17F.

En otra modalidad, se proporciona y expone el complejo IL-17A/IL-17F a por lo menos un
anticuerpo monoclonal neutralizante. La formacién de un complejo anticuerpo-antigeno
es detectada, y uno o mas compuestos candidatos se introducen en el complejo. Si el
complejo anticuerpo-antigeno se desorganiza siguiendo la introduccién de uno o mas
compuestos candidatos, estos son Utiles para tratar trastornos asociados con la
sefializacién de la IL-17F, IL-17A y o IL-17A/IL-17F.

En otra modalidad, se proporciona y expone una proteina soluble de la invencién a por lo

menos un anticuerpo monoclonal neutralizante. La formacién de un complejo anticuerpo-
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antigeno es detectada, y uno o mas compuestos candidatos se introducen en el complejo.
Si el complejo anticuerpo-antigeno se desorganiza siguiendo la introduccion de uno o mas
compuestos candidatos, estos son Utiles para tratar trastornos asociados con la
senalizacién de la IL-17F, IL-17A y o IL-17A/IL-17F.

La determinacién de la capacidad del compuesto de prueba para interferir con o
desorganizar el complejo anticuerpo-antigeno se puede lograr, por ejemplo, acoplando el
compuesto de prueba con una etiqueta de radioisétopo o enzimatica de modo que la
union del compuesto de prueba al antigeno o a la porcién biolégicamente activa del
mismo, se puede determinar detectando el compuesto etiquetado en un complejo. Por
ejemplo, los compuestos de prueba pueden ser etiquetados con '¥°|, **S, C, o °H, ya sea
directa o indirectamente, y el radioisétopo detectado por conteo directo de la radioemisién
o por conteo del centelleo. Alternativamente, los compuestos de prueba pueden ser
etiqguetados enzimaticamente con, por ejemplo, peroxidasa de rabano picante, fosfatasa
alcalina o luciferasa, y la etiqueta enzimatica detectada mediante la determinacion de la
conversién de un sustrato apropiado en producto.

En una modalidad, el ensayo comprende contactar un complejo anticuerpo.antigeno con
un compuesto de prueba, y determinar la capacidad del compuesto de prueba para
interactuar con el antigeno o de otro modo desorganizar el complejo anticuerpo-antigeno
existente. En esta modalidad, la determinacion de la capaéidad del compuesto de prueba
para interactuar con el -antigeno y/o desorganizar el complejo anticuerpo-antigeno
comprende la determinaciéon de la capacidad del compuesto de prueba para unirse de
preferencia al antigeno o la porcién biolégicamente activa del mismo, en comparacién con
el anticuerpo.

En otra modalidad, el ensayo comprende poner en contacto un complejo anticuerpo-
antigeno con un compuesto de prueba y determinar la capacidad del compuesto de
prueba para modular el complejo anticuerpo-antigeno. La determinacién de la capacidad
del compuesto de prueba para modular el complejo anticuerpo-antigeno se puede lograr,
por ejemplo, estableciendo la capacidad del antigeno para unirse o interactuar con el
anticuerpo, en presencia del compuesto de prueba.

Los expertos en la técnica reconoceran que, en cualquiera de los métodos de cribado
revelados aqui, el anticuerpo puede ser un anticuerpo neutralizante, tal como un
anticuerpo monoclonal 30D12, 29D8, 1E4, 31A3, 4B11, 39F12, 12B12, 15B7, 4H11,
8B11, 38B1, 15E6, 30D12BF, 15E6FK, o 39F12A, cada unc de los cuales modula o
interfiere de otro modo con la produccién de citoquina proinflamatoria.

Los procedimientos de cribado aqui divulgados se pueden llevar a cabo como un ensayo
basado en células o un ensayo libre de células. Los ensayos libres de células de la
invencién son favorables para usar la IL-17F, IL-17A, y o IL-17A/IL-17F solubles, y
fragmentos de los mismos.

En mas de una modalidad, puede ser deseable inmovilizar ya sea el anticuerpo o el
antigeno, para facilitar la separacién de las formas complejas de las no complejas de uno
0 ambos, luego de la introduccion del compuesto candidato, asi como también adaptar la
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automatizacion del ensayo. La observacion del complejo anticuerpo-antigeno en
presencia y ausencia de un compuesto candidato, se puede llevar a cabo en cualquier
recipiente adecuado para contener los reactivos. Ejemplos de tales recipientes incluyen
placas de microvaloracion, tubos de ensayo y tubos de micro centrifugaciéon. En una
modalidad, se puede proporcionar una proteina de fusién que afiada un dominio que
permita que una o ambas proteinas se unan a una matriz. Por ejemplo, las proteinas de
fusion GST-anticuerpo o proteinas de fusién GST-antigeno pueden ser adsorbidas en
perlas de glutation sefarosa (Sigma Chemical, St. Louis, MO) o placas de microvaloracion
derivatizadas con glutation, que se combinan a continuacion con el compuesto de ensayo,
y la mezcla se incuba bajo condiciones conductoras para la formacion del complejo (por
ejemplo, en condiciones fisiolégicas para la sal y el pH). Tras la incubacién, se lavan las
perlas o los pocillos de las placas de microvaloracién para eliminar cualquier componente
no unido, la matriz se inmoviliza en el caso de las perlas, y se determina el complejo ya
sea directa o indirectamente. Alternativamente, los complejos se pueden disociar de la
matriz, y se puede determinar el nivel de formacion del complejo anticuerpo-antigeno
empleando técnicas estandar.

Se pueden emplear también otras técnicas para inmovilizar proteinas en matrices, en los
ensayos de cribado de la invencion. Por ejemplo, ya sea el anticuerpo (por ejemplo,
30D12, 29D8, 1E4, 31A3, 39F12, 12B12, 15B7, 4H11, 4B11, 8B11, 38B1, 15ES6,
30D12BF, 15E6FK o 39F12A) o el antigeno (por ejemplo la proteina IL-17F, IL-17A o IL-
17A/IL-17F) se pueden inmovilizar utilizando la conjugacién de biotina y estreptavidina.
Las moléculas de anticuerpo o antigeno biotiniladas se pueden preparar a partir de
biotina-NHS (N-hydroxi-succinimida) utilizando técnicas bien conocidas dentro de la
técnica (por ejemplo, el kit de biotinilaciéon, Pierce Chemicals, Rockford, IIl.), e
inmovilizarse en los pocillos de las placas de 96 pocillos recubiertos con estreptavidina
(Pierce Chemical). De manera alternativa, otros anticuerpos que reaccionan con el
anticuerpo o antigeno de interés, pero que no interfieren con la formacion del complejo
anticuerpo-antigeno de interés, se pueden derivatizar en los pocillos de la placa, Yy los
anticuerpos o antigenos no unidos se atrapan en los pocillos por conjugacién de los
anticuerpos. Los procedimientos para detectar dichos complejos, a mas de los descritos
anteriormente para los complejos inmovilizados mediante GST, incluyen Ila
inmunodeteccion de los complejos usando anticuerpos reactivos con el anticuerpo o
antigeno.

La invencion se relaciona ademas con agentes novedosos identificados por cualquiera de
los ensayos de cribado antes mencionados, y usos de los mismos para tratamiento como

se describe en este documento.

Formulaciones de Diagndstico y Profilacticas
Los hulL-17A/F MAbs de la invencion se usan en formulaciones de diagnéstico y
profilacticas. En una modalidad, un antaganista de la IL-17F, IL-17A y/o IL-17A/IL-17F, tal

como un hulL-17A/F MAb de la invencién, se administra a pacientes que estan en riesgo
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de desarrollar una o mas de las enfermedades autoinmunes o inflamatorias antes
mencionadas, tales como por ejemplo, y sin limitacién, artritis reumatoide, enfermedad de
Crohn, psoriasis, enfermedad pulmonar obstructiva crénica de esclerosis multiple, asma,
angiogénesis y cancer. La predisposicion de un paciente u érgano para uno o mas de los
trastornos autoinmunes, inflamatorios y de proliferacion celular mencionados puede ser
determinada utilizando marcadores genotipicos, serolégicos o bioquimicos.

En otra modalidad de la invencién, un antagonista de la IL-17F, IL.-17A y/o IL-17A/IL-17F,
tal como un anticuerpo hulL-17A/F se administra a individuos humanos diagnosticados
con una indicacion clinica asociada con una o mas de las enfermedades autoinmunes o
inflamatorias antes indicadas, tales como artritis reumatoide, enfermedad de Crohn,
psoriasis, enfermedad pulmonar obstructiva crénica de esclerosis multiple, asma,
angiogenesis y cancer. Al momento del diagnéstico, un antagonista de la IL-17F, IL-17A
and/or IL-17A/IL-17F, tal como un anticuerpo hulL-17A/F se administra para mitigar o
revertir los efectos de la indicacion clinica asociada con la artritis reumatoide, enfermedad
de Crohn, psoriasis, enfermedad pulmonar obstructiva crénica de esclerosis mudiltiple,
asma, angiogénesis y cancer.

Los anticuerpos de la invencién son también Utiles en la deteccion de la IL-17F, IL-17A y/o
IL-17A/IL-17F en muestras de pacientes y por lo tanto son Utiles para el diagnéstico. Por
ejemplo, los anticuerpos hulL-17A/F de la invencién se utilizan en ensayos in vitro, por
ejemplo, ELISA, para detectar los niveles de la IL-17F, IL-17A y/o IL-17A/IL-17F en una
muestra de un paciente.

En una modalidad, un anticuerpo hulL-17A/F de la invenciéon se inmoviliza sobre un
soporte sélido (por ejemplo, los pocillos de una placa de microvaloraciéon). E! anticuerpo
inmovilizado sirve como un anticuerpo de captura para cualquiera de la IL-17F, IL-17A y/o
[IL-17A/IL-17F que pueden estar presentes en una muestra de prueba. En forma previa al
contacto del anticuerpo con la muestra del paciente, el soporte sélido se lava y trata con
un agente de bloqueo como proteina de leche o albumina para prevenir la adsorcién no
especifica .deI analito.

A continuacion los pocillos se tratan con una muestra de prueba sospechosa de contener
el antigeno, o con una solucién que contiene una cantidad estandar del antigeno. Tal
muestra es, por ejemplo, una muestra de suero de un sujeto sospechoso de tener niveles
de antigeno en circulacién considerados como diagnostico de una patologia. Después de
lavar la muestra de prueba o estandar, el sbporte sélido se trata con un anticuerpo
secundario que es etiquetado de manera detectable. El segundo anticuerpo etiquetado
sirve como un anticuerpo de deteccion. Se mide el nivel de la etiqueta detectable y se
determina la concentracion del antigeno IL-17F, IL-17A y/o IL-17A/IL-17F en la muestra
de prueba, por comparacién con una curva estandar desarrollada a partir de fas muestras
estandar.

Se reconocera que con base en los resultados obtenidos usando los anticuerpos hulL-
17A/F de la invencion en un ensayo de diagndstico in vitro, es posible determinar la etapa

de una enfermedad (por ejemplo, una indicacidén clinica asociada con isquemia, un
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trastorno autoinmune o inflamatorio) en un sujeto, con base en los niveles de expresion
del antigeno IL-17F, IL-17A y/o IL-17A/IL-17F. Para una enfermedad determinada, se
toman muestras de sangre de sujetos diagnosticados de estar en diferentes etapas en la
progresion de la enfermedad, y/o en varios puntos en el tratamiento terapéutico de la
enfermedad. Utilizando una poblacion de muestras que proporciona resultados
estadisticamente significativos para cada etapa de progresién o terapia, se designa un
rango de concentraciones del antigeno que puede ser considerado caracteristico de cada
etapa.

Todas las publicaciones y documentos de patente aqui citados se incorporan por
referencia como si cada publicacion o documento fueran especifica e individualmente
indicados de incorporarse aqui por referencia. La cita de publicaciones y documentos de
patente no pretende ser un reconocimiento de que cualquiera es arte previo pertinente, ni
constituye ninguna admision en cuanto a los contenidos o fecha de los mismos. Habiendo
sida descrita la invencién a modo de memoria descriptiva escrita, los expertos en la

materia reconoceran que la invencion se puede practicar en una variedad de modalidades

y que la descripcion anterior y los ejemplos que se presentan a continuacion son para -

fines de ilustracién y no limitan las reivindicaciones que siguen.
EJEMPLOS

EJEMPLO 1: Clonacién, Expresién y Purificacion de la IL-17F humana, ILF de rata, IL-
17F y IL-17A de cinomolgo

Clonacion

Los cADNs que codifican la IL-17F humana madura (AF384857, aa 31-163), la IL-17F de
rata (AAHO1568, aa 21-153) IL-17F de cinomolgo (idénticos a la secuencia
XP_001106517 aa 31-163,) y la IL-17A de cinomolgo (idénticos a la secuencia
XP_001106391, aa 20;1_55) fueron amplificados por PCR y clonados en el vector
PCR4TOPO (Invitrogen). Luego de otro paso PCR, una etiqueta His o una etiqueta His
seguida por una AviTag (Avidity, Denver CO) fueron introducidas en la extremidad-N de la
secuencia de codificacion de la citoquina. Estas construcciones fueron entonces
fusionadas a wuna secuencia lider y sub-clonadas en vectores de expresion

correspondientes.

Expresion y purificacion de la IL-17F humana e IL-17F de rata a partir de células
infectadas con baculovirus

Los hulL-17F His-etiquetados o la IL-17F de rata precedidos por una secuencia lider
GP6&67 (MLLVNQSHQGFNKEHTSKMVSAIVLYVLLAAAAHSAFA; ID SEC NO:41) fueron
sub-clonados en un vector bacmid baculovirus pFASTBAC Dual (Invitrogen). Luego de la
transfeccion en células Sf9, el virus recombinante fue aislado y amplificado. Para la
produccién de proteina, células Hi5 o SF9 fueron infectadas con baculovirus e incubadas
a 27°C durante 3 dias. El medio de cultivo celular fue clarificado mediante centrifugacion,

filtrado y concentrado aproximadamente 10 veces en SartoFlow Slice 200 (Sartorius -
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D

Hydrosart cutoff 10 kD). Luego de ajustar el pH a 7.0 y otro paso de centrifugacion, la
proteina concentrada fue purificada empleando procedimiehtos estandar en columnas Ni-
NTA Superflow (Qiagen) o en columnas HiTrap Chelating HP (GE Healthcare) cargadas
con iones Ni¥. Las fracciones que contenian la IL-17F fueron reunidas y desalinizadas en
columnas PD-10 (GE Healthcare).

La IL-17F humana y la IL-17F de rata de las células infectadas con baculovirus estuvieron
esencialmente libres de contaminantes iuego de un paso de purificacién y aparecieron
predominantemente como homodimeros unidos por disulfuro, como se demostrd
mediante SDS-PAGE no reductor. La actividad biologica die la IL-17F humana expresada
en baculovirus, His-etiquetada, fue comparable a la actividad de las citoquinas
comerciales (hulL-17F expresada en E.Coli, Peprotech EC or R&D Systems).

Expresion y purificacion de la IL-17F humana y la IL-17F de rata a partir de células
CHOK1SV

Secuencias de codificacion hulL-17F o IL-17F de rata precedidas por la secuencia lider
CD33 (MPLLLLLPLLWAGALAMD; ID SEC NO:42), mas una etiqueta His, y una AviTag
(Avidity, Denver CO) se colocaron bajo el control del promotor hCMV en el vector de
expresion pEE14.4. La IL-17F fue expresada a partir de ARNm bicistronico que contiene
un sitio de entrada de ribosoma interno viral (IRES, por su sigla en inglés) y la secuencia
de codificacibn GFP como el segundo cistrén. El vector pEE14.4. contiene el gen
glutamina sintetasa (GS), esencial para la supervivencia de las células transfectadas en
el medio de seleccidn que contiene metionina sulfoximina (MSX). Transfectantes estables
fueron generados en la linea cellular CHOK1SV cell line, propiedad de Lonza Biologics.
Luego de cuatro semanas de cultivo en Ia presencia de MSX, clones de alta expresién
fueron identificados, expandidos y utilizados para la produccién de la IL-17F humana o de
rata.

La IL-17F humana y la IL-17F de rata expresadas en CHOK1SV fueron purificadas
mediante cromatografia de afinidad Ni*". Estuvieron esencialmente libres de
contaminantes y aparecieron como homodimeros unidos con disulfuro sobre geles SDS-
PAGE no reductores. La actividad biolégica de las IL-17F humanas His+Avi-etiquetadas,
CHO-expresadas estuvo significativamente disminuida en comparacién con la actividad
de la hulL-17F comercial, debido probablemente a la presencia de una etiqueta doble,

voluminosa en la extremidad-N.

Expresion y purificacion de la IL-17F cnlL-17F y ¢cnlL-17A humanas a partir de células
PEAK |

Secuencias de codificacion hulL-17A/F, cnlL-17F, o cnlL-17A His-etiquetadas fueron
fusionadas a la secuencia lider Gaussia princeps luciferasa (AF015993) y colocadas bajo
el control del promotor EF1 en el vector de expresidon episomal pEAKS. La secuencia de
codificacion de citoquina fue seguida por un sitio de entrada de ribosoma interno viral
(IRES) y un segundo cistron (GFP). El vector pEAK8 contiene el gen de resistencia a

puromicina, el antigeno nuclear 1 de EBV (EBVNA1) y el origen de replicacion oriP.
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EBNA1 y oriP son necesarios para la propagacion del vector pEAKS8 como ADN episomal
en células humanas y la generacion de transfectantes estables. Se obtuvieron células
transfectadas de manera estable luego de 7-10 dias de cultivo en presencia de 2 ug/ml de
puromicina. Las poblaciones de células resistentes a puromicina fueron expandidas y
utilizadas para la produccién de citoquina.

Las PEAK - expresadas, purificadas por cromatografia de afinidad Ni**, tuvieron una
pureza >95% y se encontraron predominantemente en la forma de homodimeros unidos
con disulfuro, como se demostré por SDS-PAGE no reductor. La actividad biolégica de la
IL-17F humana His-etiquetada, PEAK-expresada fue similar a la actividad de la hulL-17A
de fuentes comerciales.

EJEMPLO 2: Inmunizaciones

Anticuerpos monoclonales totalmente humanos fueron generados utilizando razas
transgénicas de ratones en los cuales la expresioén génica del anticuerpo de raton fue
suprimida y reemplazada con expresion génica de anticuerpo. Tres razas de ratones
transgénicos fueron usadas:

1) Ratén HuMab® (Medarex, Princeton NJ)

2) Ratén KM™, un cruce entre Ratén HUMAb Mouse y Ratén Kirin's TC (Kirin
Pharma Company, Japan)

3) Ratén KM (FCyRIIb-KO), una raza derivada de ratén KM™ en el cual el gen
Fcgr2b que codifica para el Fc gamma Réceptor IIB inhibitorio ha sido
inactivado.

Los ratones fueron inmunizados ya sea con la IL-17F humana o tanto la IL-17F humana
como la IL-17F de rata. Dos formas de antigeno fueron utilizadas para las inmunizaciones:
la IL-17F o la IL-17F conjugada a Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH). Las estrategias de
inmunizacién siguieron los protocolos estandar de la literatura.

Sueros de animales inmunizados fueron cribados periédicamente mediante ELISA para
establecer la presencia de IgG humana dirigida contra hulL-17F, IL-17F de rata, y hulL-
17A (Peprotech EC cat No 200-17). La mayoria de los animales desarrollaron respuestas
de alta valoracion a la IL-17F humana. Cuando se utilizaron tanto la IL-17F de rata como
hullL-17F para las inmunizaciones, la mayoria de los animales desarrollaron respuestas de
alta valoracién a ambos antigenos. De manera importante, una proporcién significativa de
ratones KM y ratones KM (FCyRIIb-KO) inmunizados tanto con hulL-17F como con la IL-
17F de rata desarrollaron respuestas reactivas cruzadas a hullL-17A. Respuestas
reactivas cruzadas fueron observadas esporadicamente en ratones KM y KM (FCyRIib-
KO) inmunizados con hulL-17F como el Unico antigeno (es decir, sin la IL-17F de rata). En
forma contraria a los ratories KM y KM (FCyRIIb-KO), los ratones HuMADb no desarrollaron
valoraciones reactivas cruzadas a hulL-17A, con independencia del protocolo de

inmunizacién empleado.

EJEMPLO 3: Generacién de hibridomas
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Fusion de Células de Ganglios Linfaticos Con Células de Mieloma SP2/0

Para obtener hibridomas, se removieron ganglios linfaticos popliteos, inguinales, para-
adrticos, submandibulares, cervicales, axiales y braquiales de los ratones y fueron
digeridos con colagenasa y ADNasa. Una suspensién de células individuales de células
de ganglio linfatico fue mezclada en una proporcion de 1:1 con células de mieloma SP2/0
y suspendida en Cytofusion Low Conductivity Medium (CPS-LCMC, CytoPulse Sciences,
Inc.). Se practicaron fusiones con 30 a 60 millones de esplenocitos en el aparato
CytoPulse CEEF50 Electrofusion como lo indica el fabricante (Cyto Pulse Sciences, Inc).
Luego de la electrofusion, las células fueron incubadas por aproximadamente 1 hora a

37°C para permitir la recuperacion antes de la distribucion en placas de 96 pocillos.

Cultivo de Hibridomas

Las células fusionadas fueron fesuspendidas en un medio de seleccion HAT y plaqueadas
en 44 a 52 placas de 96 pocillos a una concentracion celular de 0.1-0.2x10 ° esplenocitos
por pocillo en 200 pi de medio. La seleccion de hibridoma procedié durante 14 dias. La
fusion de ganglios linfaticos de ratones inmunizados resulté en la generacion de
hibridomas que producen anticuerpos especificos para hulL-17F o anticuerpos reactivos

cruzados especificos tanto para hullL-17F como para hulL-17A.

Cribado de Hibridoma

Catorce dias luego de la fusién, las placas que contenian hibridoma fueron cribadas para
establecer la presencia de IgG humana uniéndose a la IL-17F humana y/o a la IL-17A
humana mediante FLISA (Ensayo de Inmunosorbencia ligado a Fluorescencia, por su
sigla en inglés). Brevemente, perlas de 6 micrones (Polybeads, cat. No 07312,
Polysciences Inc.) fueron recubiertas con hulL-17F, hulL-17A (ambos de Peprotech EC) o
BSA (Sigma) y fueron distribuidas en placas opticas de 384 pocillos FMAT® (Applied
Biosystems) a una densidad de 5,000 perlas por pocillo. Las perlas fu;eron mezcladas con
un pequefio volumen de sobrenadantes del cultivo de hibridoma (30 ul por pocillo) e
incubadas durante la noche antes de la adicién de IgG Fc anti-humana de cabra (Jackson
Immunoresearch No 109-005-098) conjugada a colorante FMAT Blue® (Applied
Biosystems). Luego de un periodo de incubacion de 2 a 8 horas, se midi¢ la fluorescencia
de las perlas en un analizador 8200 Cellular Detection System (Applied Biosystems). Los
hibridomas que producen IgGs humanas que se unieron a hulL-17F, hulL-17A o a ambos,

hulL-17F y hulL-17A, pero no a BSA, fueron ekpandidos y sometidos a analisis adicional.

EJEMPLO 4: Reactividad Cruzada de Anticuerpos hull-17F
Ensayo de union. se probaron anticuerpos hulL-17F para establecer su capacidad de

unirse a otros miembros de la familia IL-17 de citoquinas, asi como también a la IL-17Ay
a la IL-17F de otras especies. El ensayo fue llevado a cabo en el formato FLISA, como se
describié antes. Las siguientes' citoquinas recombinantes fueron unidas a perlas de

poliestireno y probadas para establecer su capacidad para unir anticuerpos hullL-17F:
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heterodimero  de hu IL17A-F (R&D Systems, cat No 5194-IL-025/CF) (hulL17B
(PeprotechEC, cat No 200-28), hulL-17C (R&D Systems, cat No 1234-IL-025/CF), hulL-
17D (PeprotechEC, cat No 200-27), hulL-17E (hulL-25, PeprotechEC, cat No 200-24),
mulL-17A (PeprotechEC, cat No 210-17), mulL-17F (PeprotechEC, cat No 200-17F),
heterodimero de mu IL-17A-F (R&D Systems, cat No 5390-IL-025/CF) IL-17F de rata (His-

etiquetada, producida dentro de la organizacién, en células de insecto), IL-17A de rata

(His-etiquetada, producida dentro de la organizacién, en células PEAK), cylL-17F, cylL-
17A y el heterodimero de cylL-17A-F (los tres producidos dentro de la organizacién, en
células PEAK). La capacidad de los anticuerpos individuales hulL-17F para unir estas

diferentes citoquinas se resume en la Tabla 3 a continuacion:
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Tabla 3: Reactividad cruzada de anticuerpos hulL-17F como se determina mediante
FLISA

especie humano _ cinomolgo
dimero: - - - - Jiee - IL- IL- |IL-
nombre del clon 17F [ 17A [ 17A/F 178 [17C [ 17D 17E 17F | 17A
30D12 + + + - - - - + +
29D38 + + + - - - - + +
1E4 + + + - - - - + +
31A3 + + + - - - - + +
5E12 + - - - - . - + .
39F12 + + + - - - - + +
12B12 + + + - - - - + +
1587 + + + - - - - + +
4H11 + + + - - - - + +
41B10 + - + - - - - + -
8B11 + + + - - - - + +
38B1 + + + - . - . + |+
15E6 + + + - - - . + +
4B11 + + + - - - - + +
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EJEMPLO 5: Medida de afinidad vy cinética de unién de anticuerpos de reactividad

cruzada hullL-17A/F a través de Resonancia de Plasmén Superficial (Biacore)

La afinidad y cinética de union de los anticuerpos de reactividad cruzada hull-17F fueron
caracterizadas en un instrumento Biacore 2000 (Biacore AB, Uppsala, Sweden). Tres
chips CM5 Biacore fueron usados sucesivamente y se inmovilizaron 3600, 1800 y 1540
UR (unidades de respuesta) de una IgG Fc anti-humana (Biacore AB, Upsala, Suecia)
mediante quimica EDC/NHS sobre estos chips. Esta superficie fue usada para capturar
anticuerpos hullL-17A/F. La superficie fue regenerada luego de cada ciclo por inyeccién de
glicina 10mM pH=1.5 a 20uL/min, por 30s seguida por 1min de tiempo de estabilizacion
en bufer HBS-EP (Biacore AB, Uppsala, Sweden).

La union fue medida pasando varias citoquinas diméricas IL-17 por duplicado a las
siguientes concentraciones: 90nM, 30nM, 10nM, 3.33nM, 1.11nM y OnM. Todas las
soluciones fueron diluidas en bufer HBS-EP. La inyeccion se llevé a cabo a 75ul/min por 3
min seguida por 12min de tiempo de disociacién y la temperatura fue ajustada a 25°C. Las
curvas de unién de sustraccion de fondo fueron ajustadas de acuerdo con el modelo de
Langmuir 1:1 y se determinaron los valores de las constantes de velocidad de asociacién
(ka), de velocidad de disociacion (kq) y de disociacion (Kp). Las Tablas 4 y 5 resumen las

afinidades y las constantes cinéticas de los anticuerpos de reactividad cruzada hulL-17F.

Tabla 4: Afinidad de los anticuerpos de reactividad cruzada hulL-17F por los dimeros IL-
17 humanos

AT ‘;';{:;:L‘}na ko (M's™) T ka(s™) | Kq(M) Ka (PM)
hulL-17A 5.99 e+06 2.18 e-04 | 3.64 e-11 36.4
15E6 hulL-17F 7.94 e+06 6.76 e-05 | 8.51 e-12 8.51
hulL-17A/F | 1.41 e+06 6.31 e-05 | 4.47 e-11 44.7
hulL-17A 1.71 e+06 1.02e-04 | 5.94 e-11 59.4
30D12 hulL-17F 2.31 e+06 6.61 e-04 | 2.86 e-10 286
hulL-17A/F 1.02 e+06 1.00 e-04 | 9.81 e-11 98.1
hulL-17A 3.73 e+06 3.34 e-04 | 8.95 e-11 89.5
39F12 hulL-17F 240 e+05 | 4.37e-09 | <1.00 e-12 <1.00
hulL-17A/F 8.11 e+05 3.26 e-04 | 4.02 e-10 402

Tabla 5: Afinidad del anticuerpo 15E6FK por los dimeros 1L-17 de diferentes especies

. dimero | (M'sY) |ke(s)  |Ka(M) | Ka(pM)
especie citoquina
IL-17A 1.91e+06 |2.24e-05 |1.17e-11 | 117
humano IL-17F 1.62e+06 [1.33e-05 |8.20e-12 |8.20
IL-17A/F 5.50e+05 | 1.34e-05 |244e-11 | 244
IL-17A 2.59e+06 |2.71e-05 |[1.04e-11 |104
cinomolgo IL-17F 2.39e+06 |8.25e-06 |3.45e-12 |3.45
IL-17A/F | 2.75e+05 | 1.08e-05 |3.94e-11 |39.4
IL-17A () () ) (-)
ratéon IL-17F 2.30 e+06 | 5.55e-04 | 2.36e-10 | 236
IL-17A/F 2.97 e+05 |1.55e-04 |5.24e-10 | 524
rata IL-17A (-) (-) (-) (<)
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L |IL-17F | 1.65e+06 | 8.09e-04 |4.90 e-10 | 490 |
(-) unién no detectable

EJEMPLO 6: Estudios de Competencia de Unién MAb 15E6FK/ Receptor IL- 17

Este estudio fue llevado a cabo para evaluar si el anticuerpo de reactividad cruzada

15E6FK compite con el receptor IL- 17RA para unirse a la IL- 17A.

Se llevaron a cabo estudios de competencia de unidén Biacore utilizando anticuerpo
15E6FK inmovilizado, homodimeros de IL-17A humanos solubles, y quimeras IL-17RA/Fc
humanas recombinantes solubles o de ratén como competidores. Un anticuerpo IgG-«
anti-humano fue inmovilizado en un chip CM5 Biacore utilizando quimica EDC/NHS. Esta
superficie fue utilizada para capturar al anticuerpo 15E6FK. Para estudios de
competencia, el homodimero de IL-17A humano (30nM) fue preincubado con exceso de
proteinas de fusion IL17RA/Fc humanas o de raton recombinantes (R&D Systems cat#t#
177-IR y 4481-MR) durante 1 hora. La unién de varias mezclas IL-17A-IL-17RA fue
entonces medida en un instrumento Biacore 2000 como se describié antes (ejemplo 5). La
preincubacion de IL-17A con proteinas de fusion del receptor soluble IgG-Fc de origen
humano o murino a una proporcién molar de 1:1 IL-17A a IL-17RA-Fc redujo la union de
IL-17A al anticuerpo 5E6FK inmbvilizado en mas del 90%. La preincubaciéon de IL-17A
con proteinas de fusién del receptor soluble IgG-Fc de origen humano o murino a una
proporcion molar de 1:25 IL-17A a IL-17RA-Fc eliminé la unién de la IL-17A al anticuerpo
15E6FK inmovilizado completamente (~100% de inhibicién), demostrando que las
interacciones de homodimeros de IL-17A humanos con receptores IL-17RA y el

anticuerpo 15E6FK son mutuamente exclusivos.

EJEMPLO 7: Ensayos bioldgicos para la actividad de IL-17F e IL-17A

Secrecién de IL-6 por Fibroblastos Embrionarios de Ratén IL-17-estimulados

La IL-17A y la IL-17F humanas se unen al correspondiente receptor IL-17 de ratéon. Como
consecuencia, los fibroblastos de ratén pueden responder tanto a la IL-17A como a la IL-
17F humanas. Los fibroblastos embrionarios C57BL/6 de raton (MEF, ATCC No SCRC-
1008) fueron por lo tanto empleados para ensayar la actividad de hulL-17A y hulL-17F.
Brevemente, se cultivaron células MEF sembradas en placas de 96 pocillos en DMEM +
Glutamine + 10% Suero Bovino Fetal (FBS, por su sigla en inglés) durante 48 h antes de
la adicion de las citoquinas, hulL-17A o hulL-17F y TNFa de ratén a 10 ng/ml (Peprotech
EC, cat No 315-01A). Se mostré que la co-estimulation con TNF produce sinergia con la
sefalizacion de la IL-17 (Ruddy et al. 2004, J.Biol.Chem 279:2559), incrementando
significativamente la sensibilidd de los fibroblastos de ratén a la IL-17A y a la IL-17F. En
ensayos para la actividad de neutralizacién de MADb, las citoquinas [L-17 fueron pre-
incubadas con el anticuerpo durante 1 hora antes de afadir a las células. Luego de 24
horas de estimulacién en la presencia de citoquinas, los sobrenadantes fueron
recolectados y se midi6 la concentracion de la IL-6 de ratén mediante emparedado ELISA

utilizando anticuerpo IL6 anti ratén de rata (BD cat No 554400) para captura y un segundo
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anticuerpo IL6 anti ratén de rata, biotilinado (BD 554402.) mas estreptavidina HRP
(Jackson Immunoresearch 016-030-084) para deteccién. La Tabla 6 resume los valores
ICso, obtenidos a partir de las curvas de calibracién IL-6 empleando técnicas estadisticas
estandar. La IL-17A y la IL-17F de cinomolgo, ratén o rata también son activas en células
MEF y fueron probadas contra los anticuerpos monoclonales de la invencion de acuerdo
con los métodos antes descritos.

83

G2



Tabla 6: Valores ICs, para la inhibicién de citoquinas IL-17 de diferentes especies

obtenidas con anticuerpos hulL-17F; n.t., no probado; (—) no se observé inhibicién o

ICs0 No se pudo determinar (ICso>1 uM)

especie humano cinomolgo ratén

f'l_"?‘;m IL-17F IL-17A | ILA7AF | ILAA7F '1L7'A '1L7'A,F IL17F | IL-13
IL-17 conc. 50 ng/mi 5 ng/ml | 17.5 ng/ml i;ml f\glml ﬁglml 50 ng/ml | 5ng

.| Nombre del clon ICsp (NM)

30D12 120 1.1 31 130 3.0 15 n.t. n.t.
30D12 BF 90 1.6 27 130 2.5 13 n.t. n.t.
29D8 1.5 40 1.1 3.6 8.4 0.56 |n.t. n.t.
1E4 1.5 480 16 34 330 n.t. n.t. n.t.
31A3 2.5 250 9.2 4.2 290 n.t. n.t. n.t.
5E12 3.4 (-) (-) n.t. n.t. n.t. n.t. n.t.
39F12 1.9 9.8 11 5.2 47 16 4.0 (-)
39F12A 1.3 13 4.4 n.t. n.t. n.t. 6.2 (-)
12B12 0.77 33 13 3.2 13 n.t. 4.2 -)
15B7 6.4 180 160 15 140 n.t. 22 (-)
4H11 (-) 87 810 n.t. n.t. n.t. n.t. n.t.
41B10 5.3 (-) (-) n.t. n.t. n.t. n.t. n.t.
8B11 100 100 240 50 230 n.t. n.t. n.t.
38B1 3.9 (-) 910 n.t. n.t. n.t. n.t. n.t.
15E6 1.7 1.6 1.1 1.4 2.0 0.18 | (-) n.t.
15E6FK 1.2 0.18 0.22 2.8 004 [0.08 |(-) n.t.
4B11 29 680 810 n.t. n.t. n.t. n.t. n.t.
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Secrecion de IL-6 por fibroblastos humanos IL-17-estimulados

Celulas fibroblastos de piel de pliegue humanas (HFFF2, ECACC No 86031405) fueron
sembradas en placas de 96 pocillos en DMEM + Glutamina + 10% Suero Fetal Bovino
(FBS) y cultivadas durante 24 h antes de la adicién de hulL-17A o cylL-17A (25 ng/ml,
0.75 nM). En ensayos para la actividad de neutralizacién de MAD, la IL-17A fue pre-
incubada con el anticuerpo durante 1 hora antes de afadirla a las células. Luego de 24
horas de estimulacion, se recolectaron los sobrenadantes y se midié la concentracién de
IL-6 humana mediante emparedado ELISA, utilizando un anticuerpo IL6 anti humano
(Endogen cat No M620) para captura y un anticuerpo IL6 anti humano biotinilado (
Endogen M621B) + estreptavidina HRP (Jackson Immunoresearch 016-030-084) para
deteccion. La Tabla 7 resume los valores ICs, obtenidos a partir de las curvas de

calibracién de IL-6 empleando técnicas estadisticas estandar.

Tabla 7: valores ICs, para la inhibicion de homodimeros de IL-17A humanos y de
cinomolgo obtenidos con anticuerpos hulL-17F de reactividad cruzada; n.t., no probado;

(—) no se observé inhibicion o ICs, no se pudo determinar (ICs,>1 M)

especie humano | cinomoigo
Dimero :

IL17: IL-17A

IL-17 conc. | 25 ng/ml | 25 ng/mi
clone name | ICs, (nM)

30D12 4.2 6.6
30D12 BF 3.0 5.7
29D8 36 n.t.
39F12 14 15
39F12A 21 20

4H11 108 n.t.
15E6 3.9 4.5
15E6FK 0.83 0.76
4B11 (-) n.t.

EJEMPLO 8. Caracterizacion de Epitopos

El anticuerpo 15E6FK se une a la IL-17A humana (No. de Acceso Q16552) y a la IL-17A
de cinomolgo (NCBI No. de Acceso XP_001106391) pero no a la IL-17A de rata (No. de
Acceso Q61453) o a la IL-17A de raton (No. de Acceso Q62386). El anticuerpo 15E6FK
también se une a la IL-17F humana (No. de Acceso Q96PD4), a la IL-17F de cinomolgo
(NCBI No. de Acceso XP_001106517), a la IL-17F de rata (No. de Acceso Q5BJ95), y a la
IL-17F de ratén (No. de Acceso Q8K4C3).

Con base en estas observaciones, se llevé a cabo una mutagénesis orientada a fin de
encontrar residuos de aminoacido, criticos para unirse a citoquinas humanas y de
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cinomolgo. La mutagénesis se limité a residuos que son communes entre la IL-17A
humana y la de cinomolgo pero que son diferentes en la IL-17A de ratén y la de rata.

Para estos experimentos, residuos especificos en la IL-17A humana (21T, 27N, 28I, 32N,
52N, 70K, 74L, 75G, 91P, 100R, 108N, 109S, 126P, 125T, 126P, 129H, 130H, 131V, y
132A) o racimos de residuos (LG, residuos 74-75; NSFRL, residuos 108 a 112 o PIVH,

residuos 126 a 129) fueron sustituidos con aminoacidos encontrados en la posicién

correspondiente en la secuencia de la IL-17A de raton, y las citoquinas mutantes
resultantes fueron expresadas en células de mamifero como se describio en el Ejemplo 1.
La unién de 15E6FK a las citoquinas mutantes fue determinada mediante emparedado
ELISA, utilizando anticuerpo policlonal IL-17A anti humano de conejo (R&D Systems, cat
# 500-P07) para la captura de la‘citoquina y usando 15E6FK con anticuerpo IgG kappa-
HRP anti humano para deteccion. L74Q y G75R fueron las Unicas dos sustituciones de
aminoacido que afectaron la unién de 15E6: L74Q redujo la unién de 15E6FK en mas del
70%, mientras que la mutacién puntual G75R o la doble mutacién LG a QR abolio
totalmente la unién. Ninguna de las otras sustituciones simples o muiltiples de
aminoacidos afecto la union de 15E6FK a hulL-17A.
La importancia de estos dos residuos para la unién de 15E6FK fue adicionalmente
confirmada mutando los correspondientes residuos en IL-17F humana (L75S y G76R)
seguido por un hulL-17F emparedado ELISA usando anticuerpo policlonal IL-17F anti
humano de conejo para la captura (R&D Systems, cat # 500-P90). En forma similar a lo
observado con hullL-17A:
1) la sustitucion de L75S en la secuencia de la IL-17F humana redujo la unién de
15E6FK,
2) la sustitucion de G76R abolid completamente la unién de 15E6FK
3) ninguna de las otras simples o multiples mutaciones de aminoacido en hullL-17F
(residuos 92P, 109V, 110S, 126T, 127P, 131H, 126-131TPVIHH ) afect6 la union
de 15E6FK.
En conclusion, el residuoc G75 de la IL-17A humana (G76 en IL-17F humana) es
absolutamente necesario para la union de 15E6FK, y el residuo adyacente L74 (L75 en la
IL-17F humana) desempefia un papel menor. Estos dos residuos forman asi una parte

esencial del epitopo reconocido por mAb 15E6FK.

EJEMPLO 9 Experimentos de interferencia de unién.

Para evaluar si dos anticuerpos diferentes se pueden unir simultaneamente a hulL-17F o
hulL-17A, se llevaron a cabo una serie de experimentos de interferencia de unién
mediante FLISA (Ensayo de Inmunosorbencia ligado a Fluorescencia). Para estos
experimentos, cuatro anticuerpos fueron probados para interferencia de unién
(competencia de unién): 15E6, 29D8, 30D12, y 39F12. Estos cuatro anticuerpos fueron
ya sea etiquetados con conjugado colorante fluorescente (FMAT Blue, Applied

Biosystems) para deteccion de la unién, o se usaron sin etiqueta como competidores.
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Para estos experimentos, se distribuyeron microperlas recubiertas con hulL-17F o hulL-
17A en placas opticas de 384 pocillos FMAT® (Applied Biosystems) y fueron
preincubadas con concentraciones crecientes de anticuerpo competidor, no etiquetado,
durante 24 horas (0.1 ug/ml a 60 ug/ml; es decir, 2- a 1200-veces en exceso sobre el
anticuerpo de deteccion). Luego de la preincubacion con el competidor, el anticuerpo de
deteccién etiquetado por fluorescencia se afadié a una concentracion final de 50 ng/mi, y
se continud la incubacién. Se midié la fluorescencia de las perlas a diferentes puntos en
el tiempo (1 a 24 horas luego de la adicién al anticuerpo de deteccién) usando el 8200
Cellular Detection System Analyzer (Applied Biosystems). _
Los anticuerpos que reconocen al mismo epitopo 0 a un epitopo que se traslapa
compitieron por la unién y no pudieron unirse simultaneamente al antigeno. En este caso,
las altas concentraciones del anticuerpo competidor resultaron en la total extincion de la
fluorescencia de las perlas. En contraste, los anticuerpos que reconocen a los epitopos
separados espacialmente, que no se yuxtaponen, no interfirieron con cada uno de los
otros y pudieron unirse simultdneamente (el anticuerpo competidor no afecto la
fluorescencia de las perlas. De manera alternativa, se pudo observar una interferencia
parcial de unidon como consecuencia del impedimento estérico entre dos anticuerpos que
se unen en estrecha proximidad a dos epitopos vecinos (el anticuerpo competidor
disminuyo la fluorescencia de las perlas pero solo parcialmente, aun a las mas altas
concentraciones). Sobre la base de estos experimentos de interferencia de unién, cuatro
anticuerpos fueron asignados a tres familias o “compartimentos epitopo”:

1) 15E6y 29D8

2) 30D12

3) 39F12
La unién de 15E6 o 29D8 (compartimento 1) interfirid parcialmente con la unién de 30D12
(compartimento 2). Por el contrario, la unién de 39F12 (compartimento 3) no interfirié con
la unidn de los otros tres anticuerpos (compartimentos 1 y 2). Por lo tanto, el epitopo
unido por 39F12 esta espacialmente separado de los epitopos unidos por 15E6, 29D8, o
30D12.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal totalmente humano aislado que se une al homodimero
de IL-17A, al homodimero de IL-17F vy al complejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F, en
donde el anticuerpo exhibe (i) una afinidad de unién de por lo menos 100 pM o menos
contra el homodimero de IL-17A, (ii) una afinidad de unién de por lo menos 300 pM o
menos contra el homodimero de IL-17F, (i) una afinidad de unién de por lo menos 400
pPM o menos contra el complejo vheterodimérico de IL-17A/IL-17F, (iv) una capacidad de
neutralizacién de por o menos 13 nM o menos contra el homodimero de IL-17A, (v) una
capacidad de neutralizacion de por lo menos 120 nM o menos contra el homodimero de
IL-17F, y (vi) una capacidad de neutralizacién de por lo menos 31 nM o menos contra el
complejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F.

2. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo exhibe () una afinidad
de unién de por lo menos 40 pM o menos contra el homodimero de IL-17A, (i) una
afinidad de unién de por lo menos 10 pM o menos contra el homodimero de IL-17F, y (iii)
una afinidad de unién de por lo menos 50 pM o menos contra el heterodimero de IL-
17A/NL-17F.

3. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo exhibe (i) una afinidad
de unién de por lo menos 15 pM o menos contra el homodimero de IL-17A, (i) una
afinidad de unién de por lo menos 10 pM o menos contra el homodimero de IL-17F, y (iii)
una afinidad de unién de por lo menos 30 pM o menos contra el heterodimero de IL-
17A/IL-17F.

4, El anticuerpo de la reivindicaciéon 1, en donde el anticuerpo exhibe, (iv) una
capacidad de neutralizacién de por lo menos 13 nM o0 menos contra el homodimero de IL-
17A, (v) una capacidad de neutralizacion de por lo menos 1.9 nM o menos contra el
homodimero de IL-17F, y (vi) una capacidad de neutralizacién de por lo menos 11 nM o

menos contra el complejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F.

5. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo exhibe, (iv) una
capacidad de neutralizacién de por lo menos 1.6 nM o menos contra el homodimero de IL-
17A, (v) una capacidad de neutralizacion de por lo menos 1.7 nM o menos contra el
homodimero de IL-17F, y (vi) una capacidad de neutralizacién de por lo menos 1.1 nM o

menos contra el complejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F.
6. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo exhibe, (iv) una

capacidad de neutralizacién de por lo menos 0.2 nM o menos contra el homodimero de IL-

17A, (v) una capacidad de neutralizacion de por lo menos 1.2 nM o menos contra el
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homodimero de IL-17F, y (vi) una capacidad de neutralizacion de por lo menos 0.2 nM o

menos contra el complejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F.

7. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo es 15E6 y comprende
una secuencia VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de la ID SEC NO:
85, una secuencia VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoécidos de la ID SEC
NO: 86, una secuencia VH CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de la ID
SEC NO: 87, una secuencia VL CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
ID SEC NO: 110, una secuencia VL CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos
de la ID SEC NO: 97 y una secuencia VL CDR3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de la ID SEC NO: 111.

8. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde eI. anticuerpo es 15E6FK vy
comprende una secuencia VH CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de la
ID SEC NO: 85, una secuencia VH CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos
de la ID SEC NO: 94, una secuencia VH CDR3 que comprende la secuencia de
aminoacidos de la ID SEC NO: 95, una secuencia VL CDR1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de la ID SEC NO: 110, una secuencia VL CDR2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de la ID SEC NO: 97 y una secuencia VL CDR3 que

comprende la secuencia de aminoacidos de la ID SEC NO: 111.

9. El anticuerpo de la reivindicacién 1, en donde el anticuerpo se une al mismo

epitopo que el anticuerpo 15E6.

10. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo se une al mismo

epitopo que el anticuerpo 15E6FK.

11. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo se une a la IL-17A, IL-
17F y al complejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F y previene que uno o mas de la IL-
17F, IL-17A o el complejo heterodimérico IL-17A/IL-17F se unan con su receptor.

12. Un anticuerpo monoclonal totalmente humano aislado, o fragmento del mismo, en
donde dicho anticuerpo comprende:
(a) una region Vy CDR1 que comprende las secuencias de aminoacidos de las ID
SEC NO: 57, 60, 66, 69, 76, 79, 82, o 85;
(b) una region V4 CDR2 que comprende las secuencias de aminoacidos de las ID
SEC NO: 58, 61, 63, 65, 67, 70, 72, 74, 77, 80, 83, 86, 93 0 94;
(¢) unaregion Vy CDR3 que comprende las secuencias de aminoacidos de las ID
SEC NO: 59, 62, 64, 68, 71, 73, 75, 78, 81, 84, 87, 0 95;
(d) una region V. CDR1 que comprende las secuencias de aminoacidos de las ID
SEC NO: 96, 101, 104, 107 o 110;
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(e) unaregiéon V| CDR2 que comprende las secuencias de aminoacidos de las ID
SEC NO: 97, 102, 105 0 108; y

(f)  unaregion V. CDR3 que comprende las secuencias de aminoacidos de las ID
SEC NO: 98, 99, 100, 103, 106, 109, o 111,

en donde dicho anticuerpo se une ala IL-17F y a la IL-17A.

13. El anticuerpo de la reivindicaciéon 12, en donde dicho anticuerpo se une también al
complejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F. |

14. Ef anticuerpo de la reivindicacién 12, en donde dicho anticuerpo es un isotipo IgG.

15. El anticuerpo de la reivindicacion 12, en donde dicho anticuerpo es un isotipo
1gG1.

16. El anticuerpo de la reivindicacion 12, en donde dicho anticuerpo comprende una
secuencia variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada a partir de las ID SEC NO: 2, 6, 8, 10, 14, 18, 20, 24, 28, 32, 34, 38, 52 y 54.

17. El anticuerpo de la reivindicacion 12, en donde dicho anticuerpo comprende
ademas una secuencia variable de cadena ligera que comprende la secuencia de
aminodacidos seleccionada a partir de las ID SEC NO: 4, 12, 16, 22, 26, 30, 36, 40 y 56.

18. Un anticuerpo monoclonal totalmente humano aislado que comprende una
secuencia variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de las
ID SEC NO: 2, 6, 8, 10, 14, 18, 20, 24, 28, 32, 38, 52, 0 54, y una secuencia variable de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de las ID SEC NO: 4, 12, 16,
22, 26, 30, 36, 40, o 56, en donde dicho anticuerpo se une alalL-17F y ala IL-17A.

19. El anticuerpo de la reivindicacién 18, en donde dicho anticuerpo es un isotipo IgG.

20. El anticuerpo de la reivindicacién 18, en donde dicho anticuerpo es un isotipo
1gG1.

21. Un anticuerpo monoclonal totalmente humano aislado, o fragmento del mismo, en
donde dicho anticuerpo comprende:
(@) una regién Vy CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de las ID
SEC NO: 85 0 90;
(b) una region Vy CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de las |1D
SEC NO: 88 0 91;
(¢} una region Vy CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de las ID
SEC NO: 89 0 92;
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~(d) una regién V. CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de las ID
SEC NO: 101 0 107,
(e) una region V. CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de las ID
SEC NO: 102 0 108; y ’
(fH  una region V. CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de las ID
SEC NO: 112 0 113,

en donde dicho anticuerpo se une a la IL-17F.

22. El anticuerpo de la reivindicacion 21, en donde dicho anticuerpo no se une ala IL-
17A o al homodimero de IL-17A.

23. El anticuerpo de la reivindicacién 21, en donde dicho anticuerpo es un isotipo 1gG.

24, El anticuerpo de la reivindicacién 21, en donde dicho'anticuerpo comprende una
secuencia variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada a partir de las ID SEC NO: 44 y 48. |

25. El anticuerpo de la reivindicacion 21, en donde dicho anticuerpo comprende
ademas una secuencia variable de cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de la ID SEC NO: 46 y 50.

26. Una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo de cualquiera de las

reivindicaciones precedentes y un vehiculo.

27. Un método de aliviar un sintoma de una indicacion clinica asociada con artritis
reumatoide, enfermedad de Crohn, psoriasis, enfermedad pulmonar obstructiva cronica de
esclerosis multiple o asma en un sujeto, comprendiendo dicho método la administracion
de un antagonista del complejo heterodimérico de IL-17A/IL-17F a un sujeto que lo
requiere, en una cantidad suficiente para aIiViar el sintoma de la indicacién clinica
asociada con artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, psoriasis, enfermedad pulmonar

obstructiva crénica de esclerosis multiple o asma.
28. El método de la reivindicacion 27, en donde dicho sujeto es un humano.

29. El método de la reivindicacion 27, en donde dicho antagonista es un anticuerpo

monoclonal o fragmento del mismo.
30. El método de la reivindicacion 29, en donde dicho anticuerpo monoclonal es un

anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20 o fragmento del

mismo.
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31. Un método de aliviar un sintoma dé una enfermedad autoinmune, trastorno
inflamatorio o trastorno de proliferacién celular, en donde el método comprende la
administracion de un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25
a un sujeto que lo requiere, en una cantidéd suficiente para aliviar el sintoma de la
enfermedad autoinmune, trastorno inflamatorio o trastorno de proliferacion celular en el

sujeto.

32. El método de la reivindicacién 31, en donde dicho sujeto es un humano.
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Resumen

Esta invencién proporciona anticuerpos monoclonales totalmente humanos que
reconocen a la IL-17F, al homodimero de IL-17F, a la IL-17A, al homodimero de IL-17A,
y/o al complejo de proteina heterodimérico de IL-17A/IL-17F. La invencién proporciona
ademas métodos para utilizar dichos anticuerpos monoclonales como un agente

terapéutico, de diagnéstico y profilactico.
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<210> 1

<211> 378

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag
60

tcctgcaagg cttctggata. caccttcacc
120

actggacaag ggcttgagtg gatgggatgg
180

gcacagaagt tccagggtag agtcaccatg
240

atggagctaa acagcctgag atctgaggac
300

ttcggggagt taccctctta ctacttctac
360

acggtcaccg
378

<210> 2

<211> 126

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

gtgaagaagc

agttatgata

atgaaccctg

accaggaaca

acggcegtgt

tcecggtatgg

ctggggcctc

tcaactgggt

acagtggtgt

cctccataag

attactgtge

acgtctgggg

Anticuerpos de Reactividad Cruzada Anti-IL-17A/IL-17F vy
Métodos de Uso de los Mismos

agtgaaggtc

gcgacaggcc

catacgttat

cacagcctac

gagagaatgg

ccaagggacce

tctectca

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Vval Lys Lys Pro Gly Ala

1

5

10

15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr

20

25

30



Asp Ile Asn Trp Val Arg Gln Ala Thr Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Met Asn Pro Asp Ser Gly Val Ile Arg Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asn Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Asn Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Glu Trp Phe Gly Glu Leu Pro Ser Tyr Tyr Phe Tyr Ser Gly
100 105 110

Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

115 120 125
<210> 3
<211> 321
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3
gaaattgtgt tgacacagtc tccagccacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc
60

ctctcctgca gggccagtca gagtgttage agctacttag cctggtacca acagaaacct
120

ggccaggctc ccaggectcct catctatgat gcatccaaca gggccactgg catcccagcce
180

aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagac ttcactctca ccatcagcag cctagagcct
240

gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag cgtagcaact ggcctcccac tttcggccect
300

gggaccaaag tggatatcaa a
321

<210> 4

<211> 107

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr
20 25 30

[O2__



Leu Ala Trp

35

Tyr Asp Ala

50

Ser Ser

65

Gly

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 5
<211> 369
<212> ADN
<213> Homo

<400> 5
caggttcagc
60

tcctgcaagg
120

cctggacaag
180

gcacagaaag
240

atggagctga
300

ggtggtcact
360

gtctcctca
369

<210> 6
<211> 123
<212> PRT
<213> Homo

<400> 6
Gln Val Gln

1

Ser Val Lys

Gly Ile Ser
35

Tyr Gln

Ser Asn
Thr

Gly

Val
85

Ala

Pro
100

Gly

sapiens

tggtgcagtc

cttttgctta

ggcttgagtg

tccagggcag

ggggcctgag

ctggctacca

sapiens

Leu Val
5

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Pro
40

Lys

Ala
55

Thr
Phe Thr
Tyr

Cys

Lys Vval

Gly

Gly

Leu

Gln

Asp

Gln
Ile
Thr

75

Gln
90

Ile Lys

105

tggagctgag

caccttttcc

gatgggatgg

aatcaccatg

atctgacgac

ctacgggttg

gtgaagaagc
acctatggta
atcagcgctt
accacagaca
acggécgtgt

gacgtctggg

10

Pro Ala Arg
60

Ile Ser Ser

Arg Ser Asn

Ala Pro Arg Leu

45

Phe

Leu

Trp

ctggggcctce

tcagctgggt

acaatagtaa

catccacgcg

atttctgtgc

gccaggggac

Leu Ile

Ser Gly

Glu Pro

80

Pro Pro

95

agtgaaggtc

gcgacaggcc

cacaaactat

cacagcctac

gactttcttc

cacggtcacc

Gln Ser Gly Ala Glu Vval Lys Lys Pro Gly Ala

15

Val Ser Cys Lys Ala Phe Ala Tyr Thr Phe Ser Thr Tyr

20

Trp Val

40

25

30

45

Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met

(o3



Gly Trp Ile Ser Ala Tyr Asn Ser Asn Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Val
50 55 60

Gln Gly Arg Ile Thr Met Thr Thr Asp Thr Ser Thr Arg Thr Ala Tyr

65 70 75 80

Met Glu Leu Arg Gly Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys

85 90 95
Ala Thr Phe Phe Gly Gly His Ser Gly Tyr His Tyr Gly Leu Asp Val
100 105 110
Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 7

<211> 369

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7

caggttcagc tggtgcagtc tggagctgag gtgaagaagc ctggggectc agtgaaggtt
60

tcctgcaagg cttcectgttta cacctttacc acttatggta tcagcectgggt gecgacaggcce
120

cctggacaag ggcttgagtg gatgggatgg atcagcgttt acaatggtaa tacaaactat
180

ggacagaatt tccagggcag agtcagcatg accacagaca catccacgag cacagcctac
240

atggagctga ggagcctgag atctgacgac acggccgtgt attactgtgce gagtttccac
300

ggtggtcact ctggctacca ctacggtttg gacgtctggg gccaagggac cacggtcacc
360

gtctcctceca
369

<210> 8

<211> 123

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1

5

10

15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Val Tyr Thr Phe Thr Thr Tyr
25

20

30



Gly Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 ‘ 40 45

Gly Trp Ile Ser Val Tyr Asn Gly Asn Thr Asn Tyr Gly Gln Asn Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Ser Met Thr Thr Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Ser Phe His Gly Gly His Ser Gly Tyr His Tyr Gly Leu Asp Val
100 105 110 ’

Trp Gly Gln Gly Thr Thr val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 9
<211> 369
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 9
caggtgcagc tggtgcagtc tggagctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtc
60

tcctgcaagg cttectgttta cacctttacc acctatggta tcagttgggt gcgacaggcec
120

cctggacaag ggcttgagtg gatgggatgg atcaccgttt acaatggtaa cacaaactat
180

gcacagaagt tccacggcag agtcaccatg accacagaca catccacaag tacagcctac
240

atggagctga ggagcctgag atctgacgac acggccgtct attactgtgc gagtttccac
300

ggtggtcatt ctggctacca ctacggtttg gacgtctggg gccaagggac cacggtcacc
360

gtctcctca
369

<210> 10

<211> 123

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Vval Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Val Tyr Thr Phe Thr Thr Tyr
20 25 30



Gly Ile Ser

35

Gly Trp Ile

His Gly Arg

65

Met Glu Leu

Ala Ser Phe

Trp Gly Gln

Trp vVal Arg Gln Ala Pro Gly Gln

40

Thr Val Tyr Asn Gly Asn Thr Asn

55

Val Thr Met Thr Thr Asp Thr Ser

70

75

Arg Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr

85

90

His Gly Gly His Ser Gly Tyr His
105

100

Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

115 120

<210> 11

<211> 324

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> otras caracteristicas

<222> (15)..(15)

<223> nes a, ¢, g, or t

<220>

<221> otras caracteristicas

<222> (144)..(144)

<223> nes a, ¢, g, or t

<400> 11

gaaattgtgt tgacncagtc tccagccacc ctgtctttgt
60

ctctcctgca gggccagtca gagtgttagc agctacttag
120

ggccaggctce ccaggctcect catntatgat gcatccaaca
180

aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagac ttcactctca
240

gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag cgtagcaact
300

caggggacca agctggagat
324

<210> 12

<211> 108

<212> PRT

Gly Leu Glu

45

Tyr Ala Gln

60

Thr Ser Thr

Ala val Tyr

Tyr Gly Leu

110

ctccagggga

cctggtacca

gggccactgg

ccatcagcag

ggcctccgta

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys
95

Asp Val

aagagccacc

acagaaacct

catcccagcec

cctagagcecct

cacttttggc

Caaa

7/



<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Glu Ile Val Leu Xaa Gln Ser Pro Ala Thr Leu

1 5 10

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln

20 25
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala
35 40

Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile

65 70 75

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg

85 90
Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105

<210> 13

<211> 363

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13

cagctgcagt tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc
60

acctgcgctg tctctgatga ctacatcagc agtaggagtt
120

cagcccceccag ggaaggggct ggagtggatt gggagtatct
180

tacaacccgt ccctcaagag tcgagtcacc atatccgtag
240

tceetgaaag tgagttctgt gaccgccaca gacacggcetg
300

agtggctgga acgggaactg gttcgacccc tggggccagg

Homo sapiens

otras caracteristicas
.. (5)

(3)

Xaa puede ser cualquier aminodcido natural

otras caracteristicas

(48)..(48)
Xaa puede ser cualqguier aminodcido natural

12

360

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ser

Lys

Leu

vVal

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Pro Gly
15

Ser Tyr

Leu Xaa

Ser Gly

Glu Pro

80

Pro Pro
95

cttcggagac cctgtccectce

actactgggg

attatagtgg

acacgtccaa

ctggatccgce

gagcacctac

gaaccagttc

tgtattactg tgcgagagtc

gaaccctggt

cacggtctcc

[0



tca

363

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

14
121
PRT
Homo

14

Gln Leu Gln

1

Thr

Ser

Trp

Leu

65

Ser

Cys

Gln

Leu

Tyr

Ile

50

Lys

Leu

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ser

Tyr

Gly

Ser

Lys

Arg

Thr

115

15
324
ADN
Homo

15

sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Arg

Val

val

100

Leu

Gln

Thr

Gly

Ile

Val

Ser

85

Ser

val

sapiens

Glu
Cys
Trp
Tyr
Thr
70

Ser

Gly

Thr

Ser

Ala

Ile

Tyr

Ile

Val

Trp

Val

Gly

Val

Arg

40

Ser

Ser

Thr

Asn

Ser
120

Pro

Ser

25

Gln

Gly

Val

Ala

Gly

105

Ser

Gly

10

Asp

Pro

Ser

Asp

Thr

90

Asn

Leu

Asp

Pro

Thr

Thr

75

Asp

Trp

Val

Tyr

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Phe

Lys

Ile

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Asp

Pro

Ser

30

Gly

Asn

Asn

vVal

Pro
110

Ser

15

Ser

Leu

Pro

Gln

Tyr

95 -

Trp

Glu

Arg

Glu

Ser

Phe

80

Tyr

Gly

gaaattgtgt
60

ctctcectgcea
120

cctggccagg
180

gacaggttca
240

cctgaagatt
300

tgacgcagtc

gggccagtca

ctcccaggcet

gtggcagtgg

ttgcagtgta

tccaggcacce

gagtgttagc

cctcatctat

gtctgggaca

ttactgtcag

ctgtctttgt

agcagctact

ggtgcatcca

gacttcactc

cagtatggta

ctccagggga

tagcctggta

gcagggccac

tcaccatcag

gctcaccgat

aagagccacc

ccagcagaaa

tggcatccca

cagactggag

caccttcgge

jog’



caagggacac
324
<210> 16
<211> 108
<212> PRT
<213> Homo
<400> 16

Glu Ile Val
1

Glu Arg Ala

Tyr Leu Ala
35

Ile Tyr Gly
50

Gly Ser Gly
65

Pro Glu Asp

Ile Thr Phe

<210> 17
<211> 381
<212> ADN
<213> Homo

<400> 17
caggtccagc
60

tcctgcaaqgg
120

cctggacaag
180

gcacagaagt
240

atggagctga
300

gattactatg
360

accacggtca
381

sapiens

Leu Thr Gln Ser

gactggagat

Pro Gly Thr Leu

10

Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln
25

20

Trp Tyr Gln Gln Lys

40

Pro Gly Gln

Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile

55

Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr

70

75

Phe Ala val Tyr Tyr Cys Gln Gln

85

90

Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile
105

100

sapiens

tggtgcagtc

cttctggagg

ggcttgagtg

tccagggcag

gcggcectgag

gtttggggag

tggggctgag

caccctcagce

gatgggaggg

agtcataatt

atctgaggac

tccettetac

gtgaagaagc
agctatgctt
atcatccctt
accgcggacg
acggccgtgt
tactacggta

ccgtctecte

Ser Leu Ser

Ser Val Ser

30

Ala Pro Arg

45

Pro Asp Arg
60

Ile Ser Arg

Tyr Gly Ser

Lys

ctgggtcctce
tcagctgggt
tctttggaac
aatccaégaa
attattgtgc

tggacgtctg

taaa

Pro Gly
15

Ser Ser

Leu Leu

Phe Ser

Leu Glu
80

Ser Pro

95

ggtgaaggtc

gcgacaggcc

aacaaattac

cacagcctac

gagagacagg

gggccaaggg



<210>
<211i>
<212>
<213>

<400>
Gln Val

1

Ser Val

Ala Phe

Gly Gly

50

Gln
65

Gly

Met Glu

Ala Arg

Gly Met

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

18
127
PRT
Homo
18

Gln

Lys

Ser
35

Ile

Arg

Leu

Asp

Asp
115

19
381
ADN
Homo

18

sapiens

Leu

Val

20

Trp

Ile

vVal

Ser

Arg

100

vVal

Val

Ser

Val

Pro

Ile

Gly

85

Asp

Trp

sapiens

Gln

Cys

Arg

Phe

Ile

70

Leu

Tyr

Gly

Ser

Lys

Gln

Phe

55

Thr

Arg

Tyr

Gln

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Gly

Gly
120

Ala

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Leu

105

Thr

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Glu

Asp

90

Gly

Thr

val

Gly

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Ser

Val

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Pro

Thr

Lys

Leu

Leu

45

Ala

Asn

Val

Phe

Val
125

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr

110

Ser

caggtccagc
60

tcctgcaagg
120

cctggacaag
180

gcacagaagt
240

atggagctga
300

gattattatg
360

tggtgcagtc

cttctggagg

gccttgagtg

tccagggcecag

gcagcctgag

gtttggggag

tggggctgag

caccctcagce

gatgggaggg

agtcacgatt

atctgaggac

tccecctceecac

gtgaagaagc

agctatgctt

atcatccctt

accgcggacyg

acggccgtgt

tactacggtt

ctgggtcctce

tcagctgggt

tctttggaac

aatccacgaa

attactgtgc

tggacgtctyg

Gly Ser

15

Ser Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr Cys

Tyr Tyr

Ser

ggtgaaggtc

gcgacaggcc

agtaaactac

cactgcctat

gagagacagg

gggccaaggg

110



[

accacggtca ccgtetcete
381

<210> 20

<211> 127

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Vval

1 5 ' 10

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly

20 25
Ala Phe Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln
35 40

Gly Gly Ile Ile Pro Phe Phe Gly Thr Val Asn
50 55

Gln Gly Arg vVal Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser

65 70 75

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr

85 90
Ala Arg Asp Arg Asp Tyr Tyr Gly Leu Gly Ser
100 105
Gly Leu Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr val
115 120

<210> 21

<211> 321

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 21

gaaattgtgt tgacacagtc tccagacttt cagtctgtga
60

atcacctgcce gggccagtca gagcattggt agtagcttac
120

gatcagtctc caaagctcct catcaagtat gcttcccagt
180

aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcaccctca
240

gaagatgctg cagcgtatta ctgtcatcag agtagtagtt

300

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Pro

Thr

Lys

Leu

Leu

45

Ala

Asn

vVal

Leu

vVal
125

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

His

110

Ser

ctccaaagga

actggtacca

ccttctcagg

Gly Ser

15

Ser Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

Tyr Cys

Tyr Tyr

Ser

gaaagtcacc

gcagaaacca

ggtccccteg

ccatcaatag cctggaagct

taccgtggac

gttcggccaa



/)2

gggaccaagg . tggaaatcaa a
321

<210> 22

<211> 107

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Asp Phe Gln Ser Val Thr Pro Lys

1 5 10 15

Glu Lys Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Gly Ser Ser

20 25 30
Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Lys Tyr Ala Ser Gln Ser Phe Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Asn Ser Leu Glu Ala

65 70 75 80

Glu Asp Ala Ala Ala Tyr Tyr Cys His Gln Ser Ser Ser Leu Pro Trp

85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 23

<211> 375

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 23

gaggtgcagce tggtggagtc cgggggaggc ttggtccagc ctggggggtc cctgaaactc
60

tcctgtgcag cctcectgggtt caccttcagt ggectcttcta tgcactgggt ccgccaggcet
120

tccgggaaag ggctggactg ggttggccecgt attagaagca aagctaacag ttacgcgaca
180

gcatatgctg cgtcggtgat aggcaggttc accatctcca gagatgattc aaagaacacg
240

gcgtatctgce aaatgaacag cctgaaaacc gaggacacgg ccgtgtatta ctgtactaca
300

tcagtggcta ctacccttac tgactactac ggtatggacg tctggggcca agggaccacg
360

gtcaccgtct cctca

375



®

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

24
125
PRT
Homo

24

Glu Val Gln

1

Ser

Ser

Gly

Ser

65

Ala

Tyr

Asp

Leu

Met

Arg

Val

Tyr

Cys

Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Lys

His
35

Ile

Ile

Leu

Thr

Trp
115

25
324
ADN
Homo

25

sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Gly

Gln

Thr

100

Gly

Val

Ser

vVal

Ser

Arg

Met

85

Ser

Gln

sapiens

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Val

Gly

Ser

Ala

Gln

Ala

55

Thr

Ser

Ala

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Ile

Leu

Thr

Thr
120

Gly Gly

10

Ser
25

Gly
Ser Gly
Ser Tyr
Ser

Arg

Thr
90

Lys

Thr
105

Leu

Val Thr

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp

75

Glu

Thr

Val

Val

Thr

Gly

Thr

60

Asp

Asp

Asp

Ser

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Thr

Tyr

Ser
125

Pro

Ser

30

Asp

Tyr

Lys

Ala

Tyr
110

gaaattgtgt
60

ctctcctgcea
120

ggccaggctce
180

aggttcagtg
240

gaagattttg
300

cctgggacca
324

tgacacagtc

gggccagtca

ccaggctcect

gcagtgggtc

cagtttatta

tccagccacc

gagtgttagc

catctatgat

tgggacagac

ctgtcaacag

ctgtctttgt

agctacttag

gcatccaaca

ttcactctca

cgtagcaact

aagtggatat

ctccagggga

cctggtacca

gggccactgg

ccatcagcag

ggcctccatt

Gly
15

Gly
Gly Ser
Trp Vél
Ala

Ala

Thr
80

Asn

vVal
95

Tyr

Gly Met

aagagccacc

acagaaacct

catcccagcc

cctagagcect

cactttcggc

caaa



Pro
15

Gly

Ser Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Glu Pro

80

Pro Pro

95

ctggggggtc cctgagactc

ccgccaggcet

catatactct

ctcactgtat

gagagtcagt

<210> 26

<211> 108

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser

1 5 10

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser

20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu
'35 40 45

Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu

65 70 75

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Asn Trp

85 90
Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys
100 105

<210> 27

<211> 357

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 27

gaagtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtacacc
60

tcctgtgcag cctectggatt caccttcagt agctttaaca tggactgggt
120

ccagggaagg ggctggagtg ggtttcatcc attagtacta ctagcagaat
180

gcagactctg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca atgccaggaa
240

ctgcaaatga acagcctgag agacgaggac acggctgtat attactgtgc
300

tactatggcc acggatttga ctactggggc cagggaaccc tggtcaccgt ctectca
357

<210> 28

<211> 119

<212> PRT

<213> Homo sapiens

(1o



<400> 28

Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Asn Met Asp

Ser Ile

50

Ser

Lys Gly Arg

Leu Gln Met

Ala Arg Val

Thr Val

115

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

29
321
ADN
Homo

<400> 29
gacatccaga
60

atcacttgtc
120

gagaaagccc
180

aggttcagcg
240

gaagattttg
300

gggaccaagg
321

<210>
<211>
<212>
<213>

30
107
PRT

Leu Val

Leu Ser

20

Trp Val

Ser Thr
Phe

Thr

Ser
85

Asn

Ser
100

Tyr

Thr Val

sapiens

tgacccagtc

gggcgagtca

ctaagtccct

gcagtggatc

caacttatta

Homo sapiens

Glu

Cys

Arg

Thr

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ser Gly

Ala Ala

Gly

Ser

Gly Leu
10

Gly Phe

25

Gln Ala
40

Ser
55

Arg
Ser Arg
Arg

Asp

Gly His

Pro

Ile

Asp

Glu

Gly

Gly Lys

Ile

Tyr

Ala
75

Asn

Asp Thr

90

Phe Asp

105

Ser

tccatcctca

gggtattagc

gatctatgct

tgggacagat

ctgccaacag

ctgtctgcat

agctggttag

gcatccagtt

ttcactctca

tataatagtt

tggagatcaa

Val

Thr

Gly

Ser

60

Arg

Ala

Tyr

His

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Trp

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

ctgtaggaga

cctggtatca

tgcaaagtgg

ccatcagcag

accctctcac

Gly
15

Gly

Ser Phe

Trp Val

Ser Vval

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Gln Gly

cagagtcacc

gcagaaacca

ggtcccatca

cctgcagect

tttcggcgga



A

<400> 30

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp

20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Glu Lys Ala Pro Lys Ser Leu Ile
35 40 45

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Leu

85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 31

<211> 381

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 31

caggtccagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctgggtcctc ggtgaaggtce
60

tcctgcaagg cttctggagg caccctcagc agctatgett tcagetgggt gecgacaggcec
120

cctggacaag ggcttgagtg gatgggagga atcatccctt tctttggaac agcacactac
180

gcacagaagt tccagggcag agtcacgatt accgcggacg aatccacgaa cacagcctac
240

atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggccgtat attactgtgc gagagatagg
300

gactactatg gttcggggag tcccttccac ttctccecggtt tggacgtctyg gggceccaaggg
360

accacggtca ccgtctcectce a
381

<210> 32

<211> 127

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32



Gln

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Gly

Val

vVal

Phe

Gly

Gly

Glu

Arg

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Gln

Lys

Ser
35

Ile

Arg

Leu

Asp

Asp
115

33
369
ADN
Homo

33

Leu

Val

20

Trp

Ile

Val

Ser

Arg

100

Val

vVal

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Asp

Trp

sapiens

Gln

Cys

Arg

Phe

Ile

70

Leu

Tyr

Gly

Ser

Lys

Gln

Phe

55

Thr

Arg

Tyr

Gln

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Gly

Gly
120

Ala

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Ser

105

Thr

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Glu

Asp

Gly

Thr

Val
Gly
Gln
His
Ser
75

Thr

Ser

val

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Pro

Thr

Lys

Leu

Leu

45

Ala

Asn

Val

Phe

Val
125

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyxr

His

110

Ser

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Phe

Ser

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Ser

gaagtacagc
60

tcctgtgcag
120

ccagggaagyg
180

gcggactctg
240

ctgcaaatga
300

gcagcagcetyg
360

gtctcctca
369

<210> 34

<211> 123
<212> PRT
<213>

tggtggagtc
cctctggatt
gcctggagtg
tgaagggccg
acagtctgag

gtgaattcta

Homo sapiens

tgggggaggc

cacctttgat

ggtctcaggt

attcaccatc

agccgaggac

cttcgatatg

ttggtacagc
gattttgcca
attaattgga
tccagagaca
acggccttg£

gacgtctggg

ctggcaggtc

tgcactgggt

atagtggtag

acgccaagaa

attactgtgce

gccaagggac

cctgagactc

ccggcaagct

cataggctat

ctcecctgtat

aaaagatata

cacggtcacc

e



<400> 34

Glu Val Gln

1

Ser Leu

Ala Met

35

Ser Gly

50

Lys Gly

Leu Gln

Ala Lys

Trp Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

35
321
ADN

<400> 35
gaaattgtgt
60

ctctcctgceca
120

ggccaggcetce
180

aggttcagtg
240

gaagattttg
300

gggaccaagc
321

<210>
<211>
<212>
<213>

36
107
PRT

<400> 36

Arg

His

Ile

Arg

Met

Asp

Leu Val

Leu Ser

20

Trp Val

Asn Trp
Phe

Thr

Ser
85

Asn

Ile
100

Ala

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Ala

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Glu
105

Gly
10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Phe

Leu

Phe

Lys

Gly

Ala

75

Thr

Tyr

vVal

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Phe

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Asp

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Met
110

Gln
115

Homo

Thr

sapiens

tgacacagtc

gggccagtca

ccaggctcct

gcagtgggtc

cagtttatta

Homo sapiens

Thr

Val Thr

120

tccagccacc

gagtgttagce

catctatgat

tgggacagac

ctgtcagcag

Val

Ser Ser

ctgtctttgt

agctacttag

gcatccaaca

ttcactctca

cgtagcaact

tggagatcaa

ctccagggga

cctggtacca

gggccactgg

ccatcagcag

ggcctccgac

Gly Arg

Asp Phe

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Asp Val

aagagccacc

acagaaacct

catccecagec

cctagagcecct

ttttggccag



Glu

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

Ala

Asp

50

Gly

Asp

Phe

Val

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

Val

85

Gly

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Arg

Lys

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ser

Leu

Val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

37
369
ADN

<400> 37
gaagtgcagc
60

tcctgtgecag
120

ccagggaagg
180

gcggactctg
240

ctgcaaatga
300

ggggggttcg
360

gtctcctca
369

<210>
<211>
<212>
<213>

38
123
PRT

<400> 38

Homo

sapiens

tggtggagtc

cctctggatt

gcctggagty

tgaagggccg

acagtctgag

gggagtttta

Homo sapiens

tgggggaggc

cacctttgat

ggtctcaggt

attcaccatc

agctgaggac

ctggaacttc

ttggtacagc

gattatgcca

attaattgga

tccagagaca

acggccttgt

ggtctctggg

ctggcaggtc

tgcactgggt

atagtggtgg

acgccaagaa

attactgtgc

gccgtggeac

cctgagactc

ccggcaagct

cataggctat

ctccctgtat

aagagatatg

cctggtcact

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg



1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40

Ser Gly Ile Asn Trp Asn Ser Gly Gly Ile Gly
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala

65 70 75

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr

85 90
Ala Arg Asp Met Gly Gly Phe Gly Glu Phe Tyr
100 105
Trp Gly Arg Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 39

<211> 324

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 39

gaaattgtgt tgacacagtc tccagccacc ctgtctttgt
60

ctctcctgca gggccagtca gagtgttaga agctacttag
120

ggccaggctc ccaggctcecct catctatgat gcatccaaca
180

aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagac ttcactctca
240

gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag cgtagcaact
300

ggagggacca aggtggagat
324

<210> 40

<211> 108

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>

Glu Ile val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1

40

5

10

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Asn

Asp

Glu

Asp

Ser

Tyr

Phe
110

ctccagggga

cctggtacca

gggccactgg

ccatcagcag

ggcctcecggce

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

Gly

aagagccacc

acagaaacct

catcccagcce

cctagagect

cactttcggce

15

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Leu

caaa

/20



Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ser

Lys

Val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Arg

Leu

Phe

Leu

Trp

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro

ctggcaggtc

tgcactgggt

atagtggtac

acgccaagaa

attactgtgce

tctggggceca

cctgagactc

ccggcaagct

cataggctat

ctccectgtat

aaaagaactg

agggaccacg

cctca

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala
35 40

Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile

65 70 75

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg

85 90
Ala Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105

<210> 41

<400> 41

000

<210> 42

<400> 42

000

<210> 43

<211> 375

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 43 :

caggtgcagc tggtgcagtc tgggggaggc ttggtacagce
60

tcctgtgcag cctctggatt cacctttgat gattatgcca
120

ccagggaagg gcctggagtg ggtctcaggt attagttgga
180

gcggactctg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca
240

ctgcaaatga acagtctgag agctgaggac acggccttgt
300

tatatcagtg actgggactc ctactcctac ggtatggacg
360

gtcaccgtct
375

<210> 44

<211> 125

<212> PRT

Z



<213>
<400>
Gln Val

1

Ser Leu

Ala Met
Ser

Gly

Lys
65

Gly

Leu Gln

Ala Lys

Asp Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Homo
44

Gln

Arg

His
35

Ile

Arg

Met

Glu

Trp
115

45
318
ADN
Homo

45

sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Leu

100

Gly

Val

Ser

Val

Trp

Thr

Ser

85

Tyr

Gln

sapiens

Gln

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Ile

Gly

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Ser

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Asp

Thr
120

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Trp

105

val

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Asp

Thr

Leu

Phe

Lys

Gly

Ala

75

Thr

Ser

Val

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Ser

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Ser

Ser
125

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr
110

gaaattgtgt
60

ctctcctgcea
120

cctggccagg
180

gacaggttca
240

cctgaagatt
300

acéaaggtgg
318

<210>
<211>
<212>
<213>

46
106
PRT

tgacgcagtc

gggccagtca

ctcccaggcet

gtggcagtgg

ttgcagtgta

Homo sapiens

tccaggcacc

gagtgttagc

cctcatctat

gtctgggaca

ttactgtcag

ctgtctttgt

agcagctact

ggtgcatcca

gacttcactc

cagtatggta

ctccagggga

tagcctggta

gcagggccac

tcaccatcag

gctcaccttt

Gly
15

Arg

Asp Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Gly Met

aagagccacc

ccagcagaaa

tggcatccca

cagactggag

cggcggaggg

agatcaaa

Vo



<400>

46

Glu Ile Val

1

Glu

Tyr

Ile

Gly

Pro

Phe

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ala

Ala
35

Gly

Gly

Asp

Gly

47
372
ADN
Homo

47

Leu

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Thr

sapiens

Gln Ser Pro

Ser Cys Arg

Gly Thr

Ala

Leu

Ser Gln

25

Gln Gln Lys

40

Ser Arg Ala

55

Thr
70

Asp Phe

Val Tyr Tyr

Lys Val Glu

Pro

Thr

Thr

Cys

Ile

Gly Gln

Ile

Gly

Thr
75

Leu

Gln Gln

90

Lys

105

gaggtgcagc
60

tcctgtgeag
120

ccagggaagg
180

gactacgttg
240

ctgtatctgc
300

tcgtatagcea
360

accgtctcct
372

<210>
<211>
<212>
<213>

48
124
PRT

<400> 48

tggtggagtc

cctctggatt

ggctggaatg

cacccgtgaa

aaatgaacag

gttactggtt

Homo sapiens

tgggggaggc

cactttcagt

ggttggcecgt

aggcagattc

cctgaaaacc

ccectactac

ttggtaaagc

aacgcctgga

attaaaagca

accatctcaa

gaggacacag

tttgactact

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

ctggggggtc

tgagctgggt

aaactgatgg

gagatgattc

ccgtatatta

ggggccaggg

ccttagactc

ccgccaggct

tgggacaaca

aaaaaacacc

ctgtaccaca

aaccctggtce

ca



Glu

Ser

Trp

Gly

Pro

65

Leu

Tyx

Tyr

Val

Leu

Met

Arg

50

vVal

Tyr

Cys

Trp

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
gacatccaga

60

Gln

Arg

Ser
35

Ile

Lys

Leu

Thr

Gly
115

49
321
ADN
Homo

49

atcacttgtc
120

gagaaagccc
180

aggttcagcg
240

gaagattttg
300

gggacacgac
321

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

50
107
PRT

Homo sapiens

50

Leu

Leu

20

Trp

Lys

Gly

Gln

Thr

160

Gln

Val

Ser

Val

Ser

Arg

Met

85

Ser

Gly

sapiens

tgacccagtc

gggcgagtca

ctaagtccct

gcagtggatc

caacttatta

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Tyr

Thr

Ser

Ala

Gln

Thr

55

Thr

Ser

Ser

Leu

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Ile

Leu

Ser

Val
120

tccatcctca

gggtattagc

gatctatgcet

tgggacagat

ctgccaacag

Gly

Ser

25

Pro

Gly

Ser

Lys

Tyr

105

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Gly

Arg

Thr

90

Trp

val

Leu

Phe

Lys

Thr

Asp

75

Glu

Phe

Ser

ctgtctgcat

agctggttag

gcatccagtt

ttcactctca

tataatagtt

tggagattaa

Val Lys Pro

Thr Phe Ser
30

Gly Leu Glu
45

Thr Asp Tyr
60

Asp Ser Lys

Asp Thr Ala

Pro Tyr Tyr
110

Ser

ctgtaggaga

cctggtatca

tgcaaagtgg

ccatcagcag

acccgatcac

Gly Gly
15

Asn Ala

Trp Val

val Ala

Asn Thr
80

vVal Tyr
95

Phe Asp

cagagtcacc

gcagaaacca

ggtcccatca

cctgcagcect

cttcggccaa

/2Y



/2/”

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Glu Lys Ala Pro Lys Ser Leu Ile

35 40 45

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Ile

85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 ' 105

<210> 51

<211> 378

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 51

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtce
60

tcctgcaagg cttctggata caccttcacc agttatgata tcaactgggt gcgacaggcec
120

actggacaag ggcttgagtg gatgggatgg ctgaaccctg acagtggtgt catacgttat
180

gcacagaagt tccagggtag agtcaccatg accagggaca cctccataag cacagcectac
240

atggagctaa gcagcctgag atctgaggac acggccgtgt attactgtgc gagagaatgg
300

ttcggggagt taccctctta ctacttctac tccggtatgg acgtctgggg ccaagggacc
360

acggtcaccg tctcctca
378

<210> 52

<211> 126

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly 'Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1

5

10

15



Ser

Asp

Gly

Gln

65

Met

Ala

Met

Val

Ile

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Asn
35

Leu

Arg

Leu

Glu

Val
115

53
369
ADN
Homo

53

Val

20

Trp

Asn

val

Ser

Trp

100

Trp

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Gly

sapiens

Cys

Arg

Asp

Met

70

Leu

Gly

Gln

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Glu

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Leu

Thr
120

Ser

25

Thr

Val

Asp

Glu

Pro

105

Thr

Gly

Gly

Ile

Thr

Asp

90

Ser

Val

Tyr

Gln

Arg

Ser

75

Thr

Tyr

Thr

Thr

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Tyr

val

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Phe

Ser
125

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr

110

Ser

gaagtgcagc
60

tcectgtgcag
120

ccagggaagg
180

gcggactctg
240

ctgcaaatga
300

ggggggttcg
360

gtctcctca
369

<210>
<211>
<212>
<213>

54
123
PRT

<400> 54

tggtggagtc

cctctggatt

gcctggagtg

tgaagggccg

acagtctgag

gggagtttta

Homo sapiens

tgggggaggc

cacctttgat

ggtctcaggt

attcaccatc

agctgaggac

ctggaacttc

ttggtacagce

gattatgcca

attaattgga

tccagagaca

acggccttgt

ggtctctggg

ctggcaggtc

tgcactgggt

gcagtggtgg

acgccaagaa

attactgtgc

gccgtggcac

Ser Tyr

Trp Met
Lys Phe
Ala

Tyr

Tyr
95

Cys

Ser Gly

cctgagactc

ccggcaagcet

cataggctat

ctcecctgtat

aagagatatc

cctggtcact

iz



Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu

1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe

20 25
Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40

Ser Gly Ile Asn Trp Ser Ser Gly Gly Ile Gly
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala

65 70 75

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr

85 90
Ala Arg Asp Ile Gly Gly Phe Gly Glu Phe Tyr
100 105
Trp Gly Arg Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 55

<211> 321

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 55

gaaattgtgt tgacacagtc tccagacttt cagtctgtga
60 ‘

atcacctgcc gggccagtca gagcattggt agtagcttac
120

gatcégtctc caaagctcct catcaagtat gcttcccagt
180

aggttcagtg gcagtggétc tgggacagat ttcaccctca
240

gaagatgctg caacgtatta ctgtcatcag agtagtagtt
300

gggaccaagg tggaaatcaa
321

<210> 56

<211> 107

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Asp Phe Gln Ser Val Thr Pro Lys

56

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Asn

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Phe
110

ctccaaagga

actggtacca

ccttctcagg

ccatcaatag

taccgtggac

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

gaaagtcacc

gcagaaacca

ggtcccctceg

cctggaagct

gttcggccaa

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Leu

/27



/7%

Glu Lys Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Gly Ser Ser
20 25 30

Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Lys Tyr Ala Ser Gln Ser Phe Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Asn Ser Leu Glu Ala
65 70 75 80

Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys His Gln Ser Ser Ser Leu Pro Trp
85 : 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 57
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 57

Ser Tyr Asp Ile Asn

1 5
<210> 58

<21il> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 58

Trp Met Asn Pro Asp Ser Gly Val Ile Arg Tyr Ala Gln Lys Phe Gln

1 5 10 : 15
Gly

<210> 59

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 59

Glu Trp Phe Gly Glu Leu Pro Ser Tyr Tyr Phe Tyr Ser Gly Met Asp
1 5 10 15

Val



<400> 70

Gly Ile Ile Pro Phe Phe Gly Thr Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln

1 5 10 15
Gly

<210> 71

<211> 18

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 71

Asp Arg Asp Tyr Tyr Gly Leu Gly Ser Pro Phe Tyr Tyr Tyr Gly Met

1 5 10 15
Asp Val

<210> 72

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 72

Gly Ile Ile Pro Phe Phe Gly Thr val Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln

1 5 10 15
Gly

<210> 73

<211> 18

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 73

Asp Arg Asp Tyr Tyr Gly Leu Gly Ser Pro Leu His Tyr Tyr Gly Leu

1 5 10 15
Asp Val

<210> 74

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 74

Gly Ile Ile Pro Phe Phe Gly Thr Ala His Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

/3)



) >

<210> 85
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 85

Asp Tyr Ala Met His

1 5
<210> 86

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 86

Gly Ile Asn Trp Asn Ser Gly Gly Ile Gly Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 87

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 87

Asp Met Gly Gly Phe Gly Glu Phe Tyr Trp Asn Phe Gly Leu

1 5 10
<210> 88

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 88

Gly Ile Ser Trp Asn Ser Gly Thr Ile Gly Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 89

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 89

Glu Leu Tyr Ile Ser Asp Trp Asp Ser Tyr Ser Tyr Gly Met Asp Val
1 5 10 15

<210> 90



<211>
<212>
<213>

<400>

5
PRT
Homo

90

Asn Ala Trp

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

91
19
PRT
Homo

91

Arg Ile Lys

1

Val Lys Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

92
13
PRT
Homo

92

Ser Tyr Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

93
17
PRT
Homo

93

Trp Leu Asn

1

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

94
17
PRT
Homo

- 94

saplens

Met Ser
5

sapiens

Ser Lys Thr Asp Gly Gly Thr Thr Asp Tyr Val Ala Pro
5 10 15

sapiens

Ser Tyr Trp Phe Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr
5 10

sapilens

Pro Asp Ser Gly Val Ile Arg Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
5 10 15

sapiens

Gly Ile Asn Trp Ser Ser Gly Gly Ile Gly Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1

Gly

5 10 15

/35



Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro

1 5
<210> 113

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 113

Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Ile Thr

1 5
<210> 114

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sintetizada quimicamente

<400> 114
Met Leu Leu Val Asn Gln Ser His Gln Gly Phe Asn Lys Glu His Thr

1 5 10 15

Ser Lys Met Val Ser Ala Ile Val Leu Tyr Val Leu Leu Ala Ala Ala
20 25 30

Ala His Ser Ala Phe Ala

35
<210> 115
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencila Artificial

<220>
<223> sintetizada quimicamente

<400> 115

Met Pro Leu Leu Leu Leu Leu Pro Leu Leu Trp Ala Gly Ala Leu
1 5 10 15

Ala Met Asp
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Descripcion de la invencidn

Dibujos de ser estos pertinentes
Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)

L Completa D yan incompleta D

HRREN

PATENTE DE}!'"@NCK’)N ECT MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

[W/ ‘ Indicacion que se solicita una PCT

' opia de la solicitud en espariol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen) ’ o
Dibujos de ser estos pertine

Comprobante de pago @€ las tasas establecidas (de ser-el caso formato*de descuento)

Incompleta ,:]
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Completa
DISENO INDUSTRIAL || (Art. 119 Decision 486/00)
l:l Indicacién que se solicita Disefio industrial
D Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacién grafica y fotogréafica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
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ESQUEMA DE TRAZADO D ' {Art. 92 Decisién 486/00)
’ D Indicacidn que se solicita un esquema de trazado
D Datos de identificacion del solicitante ¢ de la persona que presenta la solicitud
D Representacién grafica de un esquema de trazado |
’ [:l Comprobante de pago de las tasas establecidas
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SUPERINTENDENCIA

Doctor(a)

CADENA SARMIENTO JUAN PABLO
Apoderado(a) y/o Representante de
NOVIMMUNE S.A

- REFERENCIA Radicacion No. 10 152119
Solicitud internacional PCT/1B2009/005796
Fecha inicio fase nacional 19/04/2011

Tramite 11
Evento 378
Actuacion 430
Oficio No.

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decision 486 de la
Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesidn del derecho a la patente del inventor al
solicitante o a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 26 literal k) de {a Decision 486 de la
Comision de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberan
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Cédigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperacion en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segun indiquen claramente una
cesion de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numeral
5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de ‘o dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le requiere para que dentro del término
de dos meses siguientes a la fecha de notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerar6é abandonada y
perdera su prelacion.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

&=
JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ

Director de Nuevas Creaciones (c) g 3 m mf f

El anterior requerimiento fue notificado por fijaciéon en lista de fecha .
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