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PATENTE DE INVENCION [] MODELO DE UTILIDAD (] Art 33 Decision 486/00

Indicacién que solicita una patente
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta [a solicitud
Descripcion de la invencion

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

Completa O Incompleta [

PATENTE DE INVENCION PCT [Xl MODELO DE UTILIDAD PCT [] Art .33 Decisién 486/00, Circular

Unica
A Indicacion que se sollcita una PCT
S0 Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resume}
6d4-A Dibujos de ser estos pertinentes.
2 ¥ Comprobante de pago de las tasas establecidas {de ser el caso formato de descuento)
Completa Incompleta O
DISENO INDUSTRIAL [J (Art. 119 Decisién 486/00)
] Indicacién que se solicita Disefio Industrial
O Datos de identificacidon del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
O Representacién gréfica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que
Incorpora el disefio
d Comprobante de pago de las tasas establecidas
Completa O Incompleta [}
ESQUEMA TRAZADO i (Art. 92 Decislén 486/00)
d Indicacidn que se solicita un esquema de trazado
| Datos de identificacidn del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
] Representacion grafica de un esquema de trazado
1 Comprobante de pago de las tasas establecidas
Completa O Incompleta [
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INVENTOR(ES) Direccion: 1788 Roberta Drive, San Mateo, CA 94403; 734 Bounty Drive, #3402,
(72) Foster City, CA 84404 y 1057 Galley Lane, Foster City, CA 94404,

Nacionalidad o Domicilio: Estados Unidos de América.

@ PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/US2010/029280 Fecha: 30/03/10
Publicacién Internacional No. WO 2010/114859 A1 Fecha: 07/10/10

@ Titulo (54) “TRATAMIENTOQO DE TRASTORNOS RESISTENTES A INSULINA"

@ Clasificacion Internacional (51) A61K 39/395

(33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Namero de Solicitud
Prioridad
us 01/04/09 61/165,677
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ANEXOS \

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.
Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Documento de Representacién Legal.

Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. {(Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Copia del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

Traduccién del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

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

Arte Final 12X12.

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

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

Otros: reporte de busqueda internacional, publicacion, opinién escrita de la autoridad de busqueda
internacional y listado de secuencias.
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. . NOMBRE [AL!CIA LLOREDA RICAURTE
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogota de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMA{{IA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS }!XSUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se estd presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personerfa de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro de‘l presente

expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida.

d)dﬂcm LLOREDA RICAURTE

T.P. No. 53.215



Traduccién Oficial N° 10-31-191

Traduccién Oficial de un documento escrito originalmente en Ingiés, el cual para identificacion lleva el

sello de lIbar A. Espafiol Espafiol, Traductor e Intérprete Oficial, sequn Resolucion # 0920, 1996 del
Ministerio de Justicla, Repiblica de Colombia.

APOSTILLA

(Convencion de la Haya QOctubre 1961)

1. Pais: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA :
t : N‘J}‘I"M CUNTERTA
2. El presente Documento Publico ha sido firmado por: TERFE BT

3. actuando en calidad de:  Notario Piblico, Estado de California

4. lleva el sello y estampilia de TERI LEE, Notario Publico

e w

wi

GERTIFICADO

5. en Sacramento, California ‘
6. el dia tres (3) de Octubre, afic 2005 SR

7. por el Secretario Adjunto de Estado, Estado de California

8. Namero: 258054
9. Sello/Estampilla

10. Firma: (llegible)

Secretario de Estado

Inglés Espaitol Inglés
Resolucién Minjusticia No. 0920
Agosio de 1996
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Estado de California )

Condado de San Mateo }

personalmente TIMOTHY R. SCHWARTZ, a quien personalmente conozcb como la
persona cuyo nombre suscribe el documento, y quien reconacié en mi presencia haber
formalizado el mismo dentro de su investidura, y que mediante su firma en el documento,
la persona o entidad en cuyo nombre actud, formaliz6 el documento.

En TESTIMONIO firmo y sello

Firma (ilegible)

N.del T: hay un sello: TERI LEE, Camisian N° 1514234, Notario Publico, California, Condado d'g_ San Maleo.
OPCIONAL

Descripcion del documento adjunto

Titulo o Clase de Documento: Colombia Power

Fecha: 9/13/2005

Numero de paginas: 1

Firma diferente de la mencionada anteriormente: Ninguna

PODER DE REPRESENTACION LEGAL

Documento escrito en idioma Inglés y Espafol, suscrito por Genentech, Inc., '

con domicilio en 1 DNA Way, South San Francisco, CA 94080, EEUU.

DADO Y FIRMADO EL DIA TRECE (13) DE Septiembre afo 2005
Firma (ilegible) '

. del T.: Hay un sello de tinta: Timothy R. Schwarlz, Ph. D.- Asesor Seccion de Patentss — Genenlech, Inc. -

ILBAR A. ESPANOL ESPAN/% . -

Traductor ¢ Interpetre Oficial g
Inglés Espaiiol Inglés
Resolucidn Minjusticia No. 0920
Agosto de 1996

Signatario Corparalive Autorizado.




Traduccion Oficial N° 10-31-132

Traduccién Oficial de un documento escrito originalmente en Ingiés, el cual para identificacion ileva el
sello de libar A. Espafiol Espafiol, Traductor e Intérprete Oficial, segtin Resolucion # 0920, 1996 del
Ministerio de Justicia, Reptiblica de Colombia.

APOSTILLA
{Convencién de la Haya Octubre 1961)

1. F’ais: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

2. El presente Documento Publico ha sido firmado por: Harriet Smith

Windsor

3. actuando en calidad de:

A b, :I"!;'
4. lleva el sello y estampilta del Despacho del Secretario de Estado

CERTIFICADO

5. en Dover, Delaware

6. el dia siete (7) de Octubre, afio 2005

7. por el Secretario de Estado, Departaménto de Estado

8. Nimero; 0265282

9. Sello/Estampilla

10.Firma: (llegible)

Secretario de Estado

N. del T.: hay un sello dorado, seco, en relieve: "Secretary's Office - Deiaware”

Secretaria de Estado de Delayare &3 ™
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TLBAR A. ESPAROL ESPANOL
Traducter ¢ Interpeire Oficial
Inglés Espaiiol Inglés
Resolucién Minjusticia No. 8920

Aposto de 1996
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YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL ESTADO DE
DELAWARE, POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE “GENENTECH, INC.” ESTA
DEBIDAMENTE INCORPORADO BAJO LAS LEYES DEL ESTADO DE
DELAWARE Y GOZA DE BUENA REPUTACION Y TIENE EXISTENCIA
CORF’ORAT!VA LEGAL, TAL COMO LO MUESTRAN LOS REGISTROS DE

ESTE DESPACHO, EN LA FECHA DEL SIETE (7) DE OCTUBRE, ANO 2005.

Y ADEMAS CERTIFICO QUE DICHO “GENENTECH, INC.” FUE INQORPORADO

EL DIA VEINTITRES (23) DE DICIEMBRE DEL ANO 1986.

Y ADEMAS CERTIFICO QUE LOS REPORTES ANUALES HAN‘ SIDO
RADICADOS HASTA LA FECHA.

Y ADEMAS CERTIFICO QUE LOS IMPUESTOS DE FRANQUICIA HAN SIDO

PAGADOS HASTA LA FECHA.

Firma (ilegible)

Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado

AUTENTICACION: 4212779 FECHA 10-07-05

N. del T.:. Hay un sello dorado, en relieve: "Secretary's Office ~ Delaware” /é

e

ILBAR A. ESPANDL EZPANOL
Traducior ¢ Intepene Oficiat
Inglés Espaicl faghts
Resolucion Minjusticia No. 09208
Agoate de 1996



Traduccion Oficial N° 10-31-193
Traduccién Oficial de un documanto escrito originalmente en Inglés, el cual para identificacién

lieva el sello de libar A. Espaficl Espafiol, Traductor e Intérprete Oficial, segiin Resolucién # 0920,
1996 del Ministerio de Justicia, Reptiblica de Colombia.

APOSTILLA

{Convancion de la Haya Octubre 1961)

1. Pais: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

2. El presente Documento Publico ha sido firmado por: Harriet Smith

Windsor
3. actuando en calidad de: Secretaria de Estado de Delaware

4. lleva el sello y estampilla del Despacho del Secretario de Estado

CERTIFICADO
5. en Dover, Delaware

6. el dia siete (7) de Octubre, afio 2005

e

7. por el Secretario de Estado, Departamento de Estado Delaware
8. Numero: 0265283

9. Sello/Estampilla

10.Firma: (llegible)

Secretario de Estado

N. del T.: hay un selio dorado, seco, en refieve:

ILBAR A. ESPAROL ESPANOL
Traductor ¢ Interpetre Ofioial
Inglés Espafiol [agléa
Resolucién Minjusticia No. 0920

Agoato de 1996
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DELAWARE

EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL ESTADO DE
DELAWARE, POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE EL DOCUMENTO
ADJUNTO ES UNA COPIA FIEL Y VERDADERA DEL CERTIFICADO
REFORMULADO DE “GENENTECH, INC."; REGISTRADO EN ESTE

DESPACHO EL DIA VEINTIDOS DE JULIO DEL ANO 1999, A LAS 9:00 A.M.

Firma (ilegible)

Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado

AUTENTICACION: 4212780 FECHA: 10-07-05

N. del T. Hay un ssllo dorado, en relieve: “Secretary’s Office - Delaware”

ILBAR A. ESPAROL ESPANOL
Traduclor ¢ Interpetre Oficial
Inglés Espafiol inglts
Resolutcion Minjusticia No. 0920
Agosto de 199%
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CERTIFICADO DE INCORPORACION
MODIFICADO Y REFORMULADO
DE GENENTECH, INC.

Genentech, Inc. (la "Corporacién"), una corporacion organizada vy
existente bajo y en virtud de la Ley Corporativa General del Estado de
Delaware, por el presente modifica el Certificado de Incorporacion de la

Corporacién, qué fue registrada originalmente el 23 de diciembre, 1986 bajo el

nombre "Genentech Delaware, Inc.", y posteriormente modificado.

El Certificado de Incorporacion de la Corporacion es por el presente

sigue:

ARTICULO1
El nombre de la Corporacion es: Genentech Inc.

ARTICULO 2
La direccion del domicilio social de la Corporacién en el Estado de Delaware es
Carporation Service Company, 1013 Centre Road, City of Wilmington,
Caondado de New Castle. Delaware 19805. El nombre de su agente registrado
en tal direccion es Corporation Service Company.

ARTICULO 3
El objetivo social de la Corporacién es llevar a cabo cualquier acto o actividad

licita para la cual puedan organizarse las corporaciones bajo la Ley Corporativa

General del Estado de Delaware como la misma existe o cémo pued/?
/
/

modificarse de ahora en adelante ("Ley de Delaware”).

et

ILBAR A. ESPAROL ESPANOL
Yraductor ¢ Interpemre Oficial

Inglés Espafiol Tmglis

Renotucién Minjusticia No. 0920

Agoste de 1996
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ARTICULO 4
SECCION 4.01. Capital Accionario. (a) La Corporacion estid autorizada para

emitir dos clases de acciones a ser denominadas respectivamente, accién

preferencial y

e;cci()n ordinaria. La cantidad total de acciones que la Corporacion esta
autorizada para emitir es de cuatrocientos millones (400.000.000) de acciones.
Cien millones (100.000.000) se denominaran acciones preferenciales, valor
nominal $0.02 por accion ("Accién Preferencial’). Trescientos millones
(300.000.000) se denominaran acciones ordinarias, valor nominal $0.02 por

accion ("Accién Ordinaria®) La Accidn Ordinaria de la Corporacién, sera toda

de una clase.

(b) El nimero de acciones autorizadas de cualquier clase o clases de acciones
se puede aumentar ¢ disminuir (pero no por debajo del nimero de acciones de
las mismas, entonces circulacion) mediante el voto afirmativo de una mayoria
con poder de voto de la acciones en circulacién de la Corpoeracion tituladas
para votar sobre ello, independiente de las disposiciones de la Seccion
242(b)(2) de Ley de Delaware.

SECCION 4.02. Accién ordinaria. (a) Emision y Consideracién. Cualquiera
Accién Ordinaria de tesoreria o no emitida, puede emitirse para tal
consideracién segin puede fijarse de acuerdo con la ley aplicable
periodicamente por la Junta Directiva.

TLBAR A. ES;E'ANOL ESPANOL

Traductor ¢ Inierpetre Oficiat
Inglés Espafiol Inglts

Resolucién Minjusticia No. 0520
Agosio de 1996
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(b) Dividendos. Sujeto a los derechos de los titulares de las Acciones
Preferenciales, los titulares de las Acciones Ordinarias tendran derecho a
recibir, cuando y cémo 1o -déclare la Junta Directiva, dé los recursos de la
Corporacién que por ley estan disponibles para éllo, dividendos pagables o en
dinero en efectivo; o en propiedades, o en acciones y los titulares de Acciones
Preferenciales no tendran derecho a participar de tales dividendos (a menos
que la Junta Directiva lo disponga de otra manera mediante una resolucion,
estipulando la emision de una serie de Acciones Preferenciales).

SECCION 4.03. Acciones Preferenciales

(a) Series y Limites de Variaciones entre las Series. Cualquier accion de
tesoreria o no emitda de Acciones Preferenciales puede emitirse
periddicamente en una o mas series para tal consideracién, segun puede
fijarse periddicamente por la Junta Directiva. Antes de la emision de alguna
serie particular de Acciones Preferenciales, se debe registrar un cettificado
ante la Secretaria de Estado de Delaware manifestando la designacion,
derechos, privitegios, restricciones, y con-diciones'a ser adjuntas a las Acciones
Preferenciales de tal serie y cualesquiera otros asuntos que sean requeridos, y
la Junta Directiva fijara y determinara; y por la presente esta expresamente
facultada para fijar y determinar, en la manera prevista por la ley, los
pormenores de las acciones de tal serie (en tanto que no sean inconsistente
con las disposiciones de este Articulo 4 aplicables a todas las series de
Acciones Preferenciales), incluido, pero ne limitado a lo siguiente:

() la designacién caracteristica de tal serie y el nimero de acciones que

constituiran la misma, cuya cantidad puede aumentarse (excepto cuando la

Junta Directiva lo disponga de otra manera en la creaciggge;(ahagpjﬁbloML

Traductor & Interpetre Oficial
inglés Espaiiol Inglés
Resolucion Minjusticia No. 0920

Agosto de 1996

A2



disminuirse (pero no por debajo del nimero de acciones de las mismas
entonces circulantes) periadicamente mediante accion similar de la Junta
Directiva.

(i) la tasa anual de dividendos pagables sobre acciones de tal serie, las
condiciones sobre las cuales tales dividendos seran pagables y la fecha desde
cuando los dividendos seran acumulativos; en tal evento la Junta Directiva
determinara qué dividendos seran acumulativos;

(iii) si tal serie tendra derecho a voto, ademas de los derechos de votacion
proporcionados por la ley, y si es asli, las condiciones de tales derechos a voto;
(iv) si tal serie tendré privilegios de conversion y, en ese caso, los terminos y
condiciones de tal conversion, incluido, pero no limitado a, disposiciones para
el ajuste de la tasa de conversién en tales eventos y en tal manera cémo lo
determinara la Junta directiva;

(V) si 0 no, las acciones de tal serie seran redimibles y, en ese caso, los
términos y condiciones de tal redencion, incluso la fecha o fechas en o después
de que ellas sean redimibles, y la cantidad pagable por accién en caso de
redencién, cuya cantidad puede variar bajo condiciones diferentes y en fechas
diferentes de redencidn;

(vi) si tal serie tendré un fondo de amortizacién para la redencién o compra de

acciones de esa serie y, en ese caso, las condicicnes y cantidad de tal fondo

de amortizacion;

(vii) los derechos de las acciones de tal serie en caso de liquidacion voluntaria

o involuntaria, disolucién o liquidacién de la Corporacién, y los derechos de

7454
prioridad relativos, si los hay, de pago de acciones de esa serie; y ,44 &S,

ILBAR A. ESPANOL ESPAROL

Teaductor ¢ Interperre Oficial
Inglés Eapaiiol lagléa
Resolucién Minjusticia No. 0920
Agosto de 1996
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(viii) cualesquiera otros derechos relacionados preferencias y limitaciones de tal

serie.
ARTICULO 5

SECCION 5.01. Modificacion de los Estatutos por los Directores. (a.) En apoyo
y na en limitacion a los poderes conferidos por el estatuto, la Junta Directiva
esta autorizada expresamente para formular, maodificar, corregir, derogar, y
rescindir los estatutos de la Corporacién, sujeto a las Secciones 5.01(b) v

5.01(c) del presente.

(b) Las secciones 2.02, 3.02, 3.03(a), 3.03(b), 3.04, 3.05, 3.14, y 5.006, de los
estatutos sélo pueden ser modificados, corregidos, derogados, o rescindidos
mediante el voto afirmativo de los titulares de capital accionario facultados para
votar sobre ello y qué representen mas del 60% de las ‘acciones tituladas para
votacion sobre las mismas.

(c) Las secciones 3.03(c) y 3.15 de los estatutos sélo pueden modificarse,
corregirse, derogarse, o rescindirse, mediante el voto afirmativo de los fitulares
de capital accionario titulados para votar sobre ello, y que representen mas del

90% de las acciones tituladas para votacion sobre las mismas.

SECCION 5.02. Madificacién del Certificado de Incorporacién. La seccién 5.01
(b) de este Certificado de Incorporaciéon sélo puede maodificarse, corregirse,
derogarse, o rescindirse, mediante el voto afirmativo de los titulares de capital

accionario facultado para Votar sobre ella, que representen mas del 60% de
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las acciones tituladas para ser votado sobre ello. La seccion 5.01 (c) y los
Articulos 8 y 9 de este Certificado de Incorporacion. solo pueden modificarse,
corregirse, derogarse, o rescindirse mediante el voto afirmativo de los titulares
de capital accionario facultado para votar sobre ello, que representen mas del
90% de las acciones tituladas para ser votado sobre &llo. ‘
ARTICULO 6

SECCION 6.01 - Eleccién de Directores por los - Titulares de Accfones
Preferenciales.

Durante cualquier perfodo cuando los titulares de alguna Accion Preferencial o
una o mas series de las mismas, votando como una clase, sean titulados para
elegir un nimero especifico de directores, por razén de dividendos vencidos u
otras disposiciones otorgandoles el derecho para hacerlo, entonces y durante
ese periodo de tiempo mientras continte el derecho (i) el entonces autorizado
numero de directores se aumentara por tal nimero especificado de directores,
y los titulares de tales Acciones Preferenciales o tal serie de las mismas,
votando como una clase, se facultaran para elegir a los directores adicionales
previstos, de conformidad con las disposiciones de tal Accion Preferencial o
serie; (ii) cada director adicional desempefiara el cargo durante tal término y
tendra tales poderes de votacion como sea expresado en las disposiciones
relacionadas con las Acciones Preferenciales o serie; y (iii) cuando los titulares
de alguna Accién Preferencial o serie de las mismas son despojados de tales
derechos para elegir un nimero especifico de directores, votando como una
clase, conforme a las disposiciones de tal Accion Preferencial o serie, los

periodos del cargo de todos los directores elegidos por los titulares de

Acciones Preferenciales o serie, votando como una clase conforme a tales

RN
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disposiciones, o eligieron llenar alguna vacante resultante de la muerte,
dimision o remocion de directores elegidos por los titulares de Acciones
Preferenciales o serie, terminara inmediatamente y el nimero autorizado de

directores por consiguiente, se reducira.

SECCION 6.02. Papeletas de votacidn. Las elecciones de directores en una
asamblea anual o especial no necesitan ser mediante papeletas escritas, a

menos que los estatutos de la Corpaoracion lo dispongan de otra manera.

SECCION 6.03. Eliminacién de Cierta obligacion Personal de los Directores. (a.)
Un director de ta Corporacién no sera responsable ante la Corporacién o ante
sus accionistas por los dafios y perjuicios por contravencion de deberes
fiduciarios monetarios como director, hasta el punto maximo permitido por la
Ley de Delaware.

(b} Cada persona (y los herederos, ejecutores o administradores de tal persona)
quién era o es una parie o es amenazada ser hecha una parte a, o esta
involucrada en ailguna amenazé, pendiente o a cumplirse, de accién, demanda
o procedimiento, sea civil, penal, administrativo o investigativo, por causa del
hecho que tal persona es o fue un director de la Corporacién, o es o estuvo
desempenando un cargo a peticion de la Corporaciéon como un director de otra
corporacion, sociedad, empresa conjunta, fideicomiso u otra empresa, sera
indemnizada y sera exonerada de responéabiiidad por la Corporacién, hasta el
punto maximo permitido por la Ley de Delaware - El derecho a indemnizacion
conferida en esta Seccion 6.03 también incluird el derecho a ser pagado por la

Corporacidon por los gastos incurridos en relacién con cualquiera de tales
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procedimientos, anticipadamente a la disposicion final, hasta el maximo punto
autorizado por la Ley de Delaware. El derecho a indemnizacién conferida en
esta Seccion 6.03 sera un dérecho contractual.
(¢} La Corporacién puede, mediante la accion de su Junta Directiva,
proporcionar la indemnizacién a tales funcionarios, empleados y agentes de la
Corporacion hasta el alcance y hasta tal efecto como lo determine ia Junta
Directiva que sea apropiado y autorizado por la Ley de Delaware.
{(d) La Corporacion tendra la facultad para adquirir y mantener seguros en
nombre de cualquier persona que es o fue director, funcionario, empleado o
agente, de la Corporacién o es o estuvo desempefando un cargo a peticion de
la Corporacion como director, funcionario, empleado o agente, de otra
corporacion, sociedad, empresa conjunta, fiduciaria u otra empresa; contra
cualquier gasto, obligacién o pérdida, incurrida por tal persona en cualquier
capacidad o surgida de su status como tal, la Corporacion tuviera o no la
facultad para indemnizarlo contra tal obligacidn bajo la Ley de Delaware.
(e) Los derechos y autoridad conferidés en esta Seccion 6.03 no seran
excluyentes de cualquier otro derecho el cual cualquier persona de otra manera
pudiera tener o adquirir de ahora en adelante.
() Ni la modificacion, correccidn, derogacion o rescision, de esta Seccidn 6.03,
ni la adopcién de cualquier provisién de este Certificado de Incorporacién o los
Estatutos de la Corporacion, tampoco, al alcance maximo permitido por la Ley
de Delaware,'cua|quier modificacion legal, eliminara o reducira el efecté de esta
Seccion 6.03 con respecto de cualesquier actos u omisiones que ocurran antes

de tal maodificacion, correccion, derogacion, rescisién, adopcién o medificacion.
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ARTICULO 7
SECCION 7.01. Seccién 203 de Ley de Delaware. La Corporacion por el

presente, elige no ser regida bor la Seccidn 203 de Ley de Delaware.

ARTiCULO 8
SECCION 8.01. Refacién con Roche. En anticipacion a que la Corporacion deje
de ser una subsidiaria totaimente propiedad de Roche Holdings, Inc., pero que
Roche (como se definid en la Seccion 8.05) siga siendo accionista de la

Corporacion, y en anticipacion a que la Corporacién (como se definié en la

seccion 8.05) y Roche puedan involucrarse en similares o en las mismas

actividades o lineas comerciales y tengan interés en las mismas areas de
oportunidades corporativas, y en reconocimiento de (i) los beneficios a ser
derivados por la Corporacion a través de sus continuas relaciones
contractuales, corporativas y comerciales con Roche (incluyendo el servicio de
funcionarios y directores de Roche como directores de la Corporacién) vy (i) las
dificultades inherentes a cualquier director quien desea y se esfuerza
plenamente para satisfacer tales obligaciones fiduciarias del director, en la
determinar el alcance total de tales obligaciones en una situacién particular, las
disposiciones de este Articulo 8 son expresadas para regular, definir y guiar la
conducta de ciertos negocios de la Corporacién por cuanto ellos pueden
involucrar a Rdche y a sus funcionarios y directores, y las facultades, derechos
obligaciones y responsabilidades de la Corporacién y sus funcionarios,
directores y accionistas en conexién con fas mismas.

SECCION 8.02. Actividades Comerciales Similares. Excepto que

Roche Holdings, Inc - pueda de otro modo aceptar por escrito. .
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(a) Roche no tendra una obligacion de abstenerse, de comprometerse directa o

indirectamente, en las mismas o similares actividades comerciales o lineas

comerciales como la Corporacion, y

(b} ni Roche ni ningun funcionario o director del mismo seran responsables
ante la Corporacién o ante sus accionistas por la trasgresion de cualquier deber
fiduciario por causa de cualquiera de iales actividad de Roche o de ia
participacion en ello de tal persona.

En caso que Roche tengar conocimiento de una transaccion potencial o materia
que pueda ser una oportunidad corporativa para Roche y la Corporacién;

Roche no tendra el deber de comunicar u ofrecer tal oportunidad corporativa a
la Corporacién y no serad responsable ante la Corporacién o ante sus
accionistas por la trasgresién de cualquier deber fiduciario como accionista de
la Corporacién o persona controladora de un accionista por el hecho que
Roche prosiga 0 adquiera tal oportunidad corporativa para st misma, dirija tal
oportunidad corporativa a otra persona o entidad o no comunique la

informacion referente, o no ofrezca tal oportunidad corporativa a la Corporacion.

SECCION 8.03. Oportunidades Corporativas. En caso que un director,
funcionario o empleado de la Corporacién que también es director, funcionario

o empleado de Roche, tenga conocimiento de una transaccion potencial o

material que pueda ser una oportunidad corporativa para la Corporacion y

Roche (si tal transaccion potencial o material es propuesta por un tercero o es
concebida por tal director, funcionario o empleado de la Corporacién), tal
director, funcionario o empleado tendra el privilegio de ofrecer tal oportunidad

corporativa a la Corporacién o a Roche, segun tal director, funcionario o
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empleado, lo juzgue apropiado bajo las circunstancias y a su entera discrecion;
y ningldn director, funcionario o empleado, serd responsable ante la
Corporacidn o ante sus Accionistas por la infraccién de cualquier deber
fiduciario o deber de lealtad o falta de actuar en (o no opu'esto a) los mejores
intereses de la Corporacién o la derivacion de cualquier beneficio personal
impropio por causa del hecho que (i) tal director, funcionaric o empleado,
ofrecid tal oportunidad corporativa a Roche (en lugar de la Corporacion) o no
comunicé la informacion referente a tal oportunidad corporativa a la
Corporacion o (ii) Roche prosigue o adquiere tal oportunidad corporativa para si
mismo o dirige tal oportunidad corporativa a otra persona o no comunica la

informacién referente a tal oportunidad corporativa a la Corporacion.

SECCION 8.04. Consentimiento Implicito de los Accionistas. Cualquier persona
o entidad comprando o adquiriendo algin interés en cualquier accion del capital
accionario de la Corporacion sera considerada que ha tenido aviso de y ha

consentido a las disposiciones de este Articulo 8.

SECCION 8.05. Definiciones. Para los propositos de este Articulo 8 y Articulo 9
solamente, (i) el término "Corporacion” significara la Corporacion y todas las
corporaciones, sociedades, empresas conjuntas, asociaciones y otras

entidades en las cuales la Corporacion posea beneficiosamente (directa o

=
O
indirectamente) cincuenta por cienta o mas de las acciones votantes en E
' m
circulacion, poder de voto o intereses de votacién similares, y (i) el término 3
"Roche" significara Roche Holdings, Inc. y todas las corporaciones, sociedades, £
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Corporacion, definida de acuerdo con la clausula (i) de esta Seccion 8.05) que
son las "afiliadas" (como se definid en la Norma 12b-2 bajo las Leyes de la
Bolsa de Valores (Securities Exchange) de 1934, (segin enmienda) de Roche

Holdings. Inc.

SECCION 8.06._ Terminacion: Efeclo Vinculante. No obstante algo al contrario
en este Certificado de Incorporacién, las disposiciones anteriores de este
Articulo 8 expiraran en la fecha cuando Roche deje de poseer Acciones
Ordinarias que' representen por lo menos el 5% del numero de acciones
circulantes de Acciones Ordinarias de la Corporacion y ninguna persona que
siendo director o funcionario de la Corporacidén, sea también director o
funcionario de Roche. Tampoco tal expiracion, ni fa modificacién, correccion,
cambio o derogacion, de cualquier provisién de este Articulo 8, tampoco la
adopcion de cualquier provision de este Certificado de Incorporacion
Enmendado y Reformulado, inconsistente con cualquier provision de este
Articulo 8, eliminard o reducira e! efecto de este Articulo 8 con respecto de
cualquier asunto que ocurra o cualquier causa de accidn, demanda o
reivindicacion que, pero para este Articulo 8, se acumulara o surgiera, antes
de tal expiracién, modificacion, correccidn, revocacion o adopcion.

-

SECCIGN 8.07. Articulo 9. Las disposiciones de este Articulo 8 son adiciones a
las disposiciones del Articulo 9.

ARTICULO 9
SECCION 9.01. Acuerdos no Invalidados. Ningun contrato, acuerdo, arreglo o

transaccién {o cualquier correccion, modificacién o terminacién de ellos) entre
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la Corporacion y Roche sera invélido, nulo o anulable, solamente por la razén
gque Roche es una de las partes de ellos o solamente porque algunos
directores o funicionarios de la Corporaciéh quienes estan afiliados con Roche,
estan presentes en o participan en la asamblea de la Junta Directiva o comité
de los mismos, lo cual autoriza el contrato, acuerdo, arreglo, transaccion,
correccién, madificacion o terminacion, o solamente porque su o sus votos se
cuentan para tal propdsito; pero tal contrato, acuerdo, arreglo o transaccion (o
cualquier correccion, maodificacién o terminacion de los mismos) se regira por
las disposiciones de estos Estatutos de la Corporacién Modificados vy
Reformulados, los Estatutos de la Corporacién, la Ley de Delaware y alguna
otra ley aplicable. Para los propésitos de este Artlculo 9, las expresiones la

“Corporacion" y "Roche" tienen los significados manifestados en la Seccién

8.05.

SECCION 9.02. Quérum. Los Directores de la Corporaciéon que también son
directores o funcionarios de Roche pueden ser contabilizados en la
determinacion de la presencia de un quérum en una asamblea de la Junta
Directiva o de. un comité que autoriza o aprueba algun contrato, acuerdo,
arreglo o transaccion (o correccion, modificacién o terminacién del mismo).
Las Acciones Circulantes Ordinarias poseidas por Roche pueden contabilizarse
para la determinacién de la presencia de un quérum en una asamblea de
accionistas que autoriza o aprueba cualquier contrato, acuerdo, arreglo o

transaccion (o correccion, modificacion o terminacién del mismo),
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SECCION 9.03 - Ninguna Responsabilidad Por ‘Actividades de Buena Fe.
Roche ni cualquier funcionaric o director sera responsable ante la Corporacién
o ante los accionistas para la infraccién de cualquier deber fiduciario o deber de
lealtad o falta para actuar en.(o no opuesto a) los mejores intereses de la
Corporacién o la derivacién de cualquier beneficio personal impropio por el
hecho de que Roche o algin funcionario o director del mismo, emprende
cualquier accién o ejerce algunos derechos o entrega o retiene ;ie buena fe
cualquier aprobacién en relacion con cualquier acuerdo o contrato entre Roche
y la Corporacién. Ningun voto sufragado u otra accion tomada por alguna
persona que es director, funcionario u otro representante de Roche, cuyo voto
es sufragado o tal persona emprende una accién en su capacidad como
director de esta Corporacién, constituira una accién de o el gjercicio de un

derecho por o un consentimiento de Roche para los efectos de algun acuerdo o

contrato.

SECCION 9.04. Consentimiento Implicito de los Accionistas. Cualquier persona

o entidad comprando o adquiriendo algtin interés en cualquier accién del capital -

accionario de la Corporacion sera considerada que ha tenido aviso de y ha

consentido a las disposiciones de este Articulo 9.

SECCION 9.05 - Contratos Protegidos. Para los propésitos de este Articulo 9,
cualquier contrato, acuerdo, arreglo o transaccién con la Corporacion o con
cualquier corporacion, sociedad, empresa conjunta, asociacion u otra entidad

en la cual la Corporacion posea beneficios (directa o indirectamente) del
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voto o intereses de votacion similares, se juzgara ser un contrato, acuerdo,

arreglo o transaccion con la Corporacion.

SECCION 9.06. Efecto Vinculante. Ni la madificacién, correccién, cambio o

derogacion de cualquier provision de este Articulo 9, tampoco la adopcion de
cualquier provisién inconsistente con cualquier provision de este Articulo 9,
eliminara o reducira el efecto de este Articulo 9 con respecto de cualquier
asunto que ocurra o cualquier causa de accién, demanda o reivindicacion que,

pero para este Articulo 9, se acumulara o surgiera, antes de tal alteracion,

modificacién, cambio, revocacién o adopcion.

SECCION 9.07. Articulo 8. Las disposiciones de este Articulo 9 son en adicion

alas disposiciones del Articulo 8.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, este Certificado de Incorporacién Modificado y
Reformulado, habiendo sido debidamente adoptado de acuerdo con las
Secciones 242 y 245 de la Ley Corporativa General del Estado de Delaware y
por el consentimiento escritc del Unico accionista de la Corporacion de acuerdo
con la Seccidon 228 de la Ley Corporativa General del Estado de Delaware, ha

sido otorgado este dia veintidas (22) de Julio, 1999.

GENENTECH, INC.

Por: /s! Stephen G. Juelsgaard
Nombre: Stephen G. Juelsgaard
Titulo; Vicepresidente Senior,

Asesor General y Secretario. TLBAR A. ESPANOL ESPANOL
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Traduccién Oficlal N® 10-31-194

Traduccién Oficial de un documento escrito originalmente en Inglés, el cual para Identificacién Heva el
sello de libar A. Espafioi Espafiol, Traductor e Intérprete Oficlal, segiin Resolucién # 0920, 1996 del
Ministario de Justicia, Reptiblica de Colombia.

APOSTILLA

(Convencion de la Haya Qctubre 1961)

1. Pais: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

R Py
2. El presente Documento Publico ha sido firmado por: .Harriet “Smith
' Galh LD -

Windsor

3. actuando en calidad de: Secretaria de Estado de Delgx}ﬁre b

4. lleva el sello y estampilla del Despacho del Secretario de ﬁ’étédo J

JEL.T
LA TEN

CERTIFICADO

5. en Dover, Delaware
6. el dia siete (7) de Octubre, afio 2005

7. por el Secretario de Estado, Departamento de Estado Dg}gﬁé}e

A imi=yl
STE

F e byl

Lo e
Srpdit e

8. Numero: 0265284 - ST

o T

9. Sello/Estampilla

10.Firma: (llegible)

Secretario de Estado

N. del T.: hay un sello dorado, seco, en relieve: “Secretary’s Office - Detaware”
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DELAWARE

EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL ESTADO DE
DELAWARE, POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE EL DOCUMENTO
; ADJUNTO ES UNA COPIA FIEL Y VERDADERA DEL CERTIFICADO DE
| MODIFICACION DE “GENENTECH, INC.", REGISTRADO EN ESTE DESPACHO
" »3 EL DIA QUINCE (15) DE MAYQ DEL ANO 2000, A LAS 5:00 P.M.
' Firma (ilegible)
Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado

AUTENTICACION: 4212781 FECHA: 10~07;Q5

N. del T. Hay un sello dorado, en relieve; “Secretary’s Office, Delaware”
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ESTADO DE DELAWARE
SECRETARIA DE ESTADO
DIVISION DE CORPORACIONES
ARCHIVADO 05:00 PM 05/15/2000
001245251 — 2112548

CERTIFICADO DE MODIFICACION
DEL CERTIFICADO DE INCORPORACION MODIFICADO Y REFORMULADO

Genentech, Inc. una corporacion organizada y existente bajo y en virtud de la Ley

Corporativa General del Estado de Delaware.

POR LA PRESENTE CERTIFICA:

PRIMERO: Que en una asamblea de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron debidamente las resoluciones expresando una propuesta modificacion
al Certificado de incorporacion Modificado y Reformulado de dicha corporacion,
declarando que dicha modificacién era aconsejable y convocando una asamblea
de los accionistas de dicha corporacion para la consideracién de ello. La
resolucién expresando la propuesta modificacion es la siguiente: i
/
RESUELTO, que el Certificado de Incorporacién Modificado y Reformulado de
esta corporacién se modifique cambiando "Seccion 4.01 (a)" del Articulo nimero
“4" para que una vez modificada dicha Seccion y dicho Articulo se lea como sigue:
“Seccion 4.01. Capital Accionario. (a) La Corr;oracién esta autorizada para
emitir dos clases de acciones a ser denominadas: accién preferencial y
accién ordinaria, respectivamente. La cantidad total de acciones que la

Corporacién estd autorizada para emitir es de setecientos millones
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(700.000.000) de acciones. Cien millones (100.000.000) se denominaran
acciones preferenciales, con un valor nominal de $0.02 por accion (*Accion
Preferencial"). Seiscientos millones (600.000.000) se denominaran acciones
ordinarias, con un valor nominal de $0.02 por accion ("Accién Ordinaria").

{_a Accion ordinaria de la Corporacién sera toda de una clase."

SEGUNDO: Que posteriormente, de acuerdo con la resolucion de su Junta
Directiva, la asamblea regular de los accionistas de la corporacion fue
debidamente convocada y notificada de acuerdo con la Seccién 222 de la Ley
Corporativa General del Estado de Delaware, en cuya asamblea el ndmero

necesario de acciones requeridas por los estatutos votd a favor de la modificacion.

TERCERO: Que dicha modificacién se adopté debidamente de acuerdo con las
disposiciones de la Secciéon 242 de la Ley Corporativa General del Estado de

Delaware.

CUARTO: Que el capital de la corporacion no se reducira bajo o por causa de
dicha maodificacidn.
EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicho Genentech, inc. ha ordenado que este
Certificado de Modificacién sea suscrito por Stephen G. Juelsgaard, un
Funcionario Autorizado, este dia quince (15) de Mayo, afio 2000.

GENENTECH, INC.

Por: (firma ilegible)

Titulo: Vicepresidente Senior, Asesor General y Secretario.
ILBAR A. ESPAROL ESPANOL
Traductor ¢ Interpetre Oficial
Inglés Espaiiol Inglés
Resolucion Minjusticia No. 0920

Agnsio de 1956

Nombre: Stephen G. Juelsgaard /
- / -

! e



Traduccion Oficial N° 10-31-195

Traduccion Oficlal de un documento esctito originalmente en inglés, el cual para identificacién leva el
sello de libar A. Espafiol Espafiol, Traductor e Intérprete Oficial, seqiin Resolucion # 0920, 1996 def

8.

9.

10.Firma: (llegible)

Ministerio de Justicia, Reptiblica de Colombia.

APOSTILLA
(Convencién de la Haya Octubre 1961)

Pais: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

E! presente Documento Pulblico ha sido firmado por: Harriet Smith

Windsor
) . 1
actuando en calidad de: Secretaria de Estado de Delayare i
w0

lleva el sello y estampilla det Despacho del Secretario de Eét.ado e

.

<
CERTIFICADO
en Dover, Delaware
el dia siete (7) de Octubre, afio 2005 ca id w

Numero: 0265285

Sello/Estampilla

Secretario de Estado

N. del T.: hay un sello dorado, seco, en relieve: "Secretary’s Office - Delaware”

ILBAR A. ESPANOL ESPANOL
Traductor e Interpeire Oficial
©* Inglés Espailol Tnglés
Resolucién Minjusticia No. 0920
Agpato de 1996
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DELAWARE

EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL ESTADO DE
DELAWARE, POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE EL DOCUMENTO
ADJUNTO ES UNA COPIA FIEL Y VERDADERA DFEL CERTIFICADO
MODIFICADO DE “GENENTECH, INC.", REGISTRADO EN ESTE DESPACHO
EL DIA DIEZ (10) DE MAYO DEL ANO 2001, A LAS 2:05 P.M.

Firma: Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado

AUTENTICACION: 4212782 FECHA: 10-07-05

N. del T. Hay un sello dorado, en relieve: “Secretary’s Office — Delaware”

i

[l N l
& ILBAR A. ESPANOL ESPANOL.
i Traductor ¢ Interpetre Oficial

I Inglés Espaiiol Inglés

| Resolucion Mirjusticia No, 0920

l Agosto de 1996

|




ESTADO DE DELAWARE
SECRETARIA DE ESTADRO
DIVISION DE CORPORACIONES
ARCHIVADO 02:05 PM 05{10/2001
010226224 - 2112549

CERTIFIGADO DE MODIFICACION
DEL CERTIFICADO DE INCORPORACION MODIFICADO Y REFORMULADO
Genentech, Inc. una corporacién organizada y existente bajo y en virtud de la Ley

Corporativa General de! Estado de Delaware.

POR LA PRESENTE CERTIFICA;

PRIMERO: Que en una asamblea de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron debidamente las resoluciones expresando una propuesta modificacion
al Certificado de Incorporacion Madificado y Reformulado de dicha corporacion,
declarando que dicha modificacién era aconsejable y convocando una asamblea
de los accionistas de dicha corporacion para la consideracion de ello. La

resolucion expresando la propuesta maodificacion es la siguiente:

RESUELTO, que el Certificado de Incorporacion Modificado y Reformulado de
esta corporacidon se modifique cambiando "Seccion 4.01 (a)" del Articulo nimero

“4" para que una vez modificada dicha Seccién y dicho Articulo se lea como sigue:

"Seccion 4.01. Capital Accionario. {a) La Corporacién esta autorizada para
emitir dos clases de acciones a ser denominadas: accién preferencial y
accion ordinaria, respectivamente. La cantidad total de acciones que la
Corporaciéon estd autorizada para emitir es de mil trescientos pmillones

Ingiés Espailol Ingits

Agosto de 1996
T

Resolucién Minjusticia No. 0920

(

7
N
TLBAR A. ESPANQL ESPANOL

Traductor & Interpeire Oficial

/
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{1.300.000.000) de acciones. Cien millones (100.000.000) se denominaran
acciones preferenciales, con un valor nominal de $0.02 por accién ("Acci6n
Preferencial”). Un mil doscientos millones (1.200.000.000) se denominaran
acciones ordinarias, con un valor nominal de $0.02 por accién ("Accion

Ordinaria"}. La Accidn Ordinaria de la Corporacion sera toda de una clase."

SEGUNDOQO: Que posteriormente, de acuerdo con la resolucién de su Junta
Directiva, la asambiea regular de los accionistas de la corporacién fue
debidamente convocada y notificada de acuerda con la Seccién 222 de la Ley
Corporativa General del Estado de Delaware, en cuya asamblea el numero

necesario de acciones requeridas por los estatutos voté a favor de la modificacién.

TERCERO: Que dicha modificacién se adopté debidamente de acuerdo con las
disposiciones de la Seccion 242 de la Ley Corporativa General del Estado de
Delaware. |
CUARTO: Que el capital de la corporacién no se reducird bajo o por causa de
dicha maodificacion.
EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicho Genentech, Inc. ha ordenado que este
Certificado de Modificacion sea suscrito por Stephen G. Juelsgaard, un
Funcionario Autorizado, este dia diez (10) de Mayo, afio 2001.

GENENTEGH, INC. a

Por: {firma ilegible)

Nombre: Stephen G. Juelsgaard %/;2/

Titulo: Vicepresidente Senior, Asesor General y Secretario.

ILBAR A. ESPANOL ESPANOL

Traductor e Interpetre Oficial

Inglés Espadiol Tagiés

Resolclos Minjusticia No. 0920
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Traduccion Oficlal N° 10-31-196

Traduccién Oficial de un documento escrito originalmente en Inglés, el cual para identificacién lleva el
sello de libar A. Espafiol Espafiol, Traductor e Intérprete Oficial, segiin Resolucion # 0920, 1996 del
Ministerio de Justicia, Repiiblica de Colombia.

APOSTILLA
{Convencitn de la Haya Oclubre 1961)

1. Pals: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

2. El presente Documento Pablico ha sido firmado por: Harriet Smith

! Windsor

3. actuando en calidad de: Secretaria de Estado de Delaware

P )
4. lleva el sello y estampilla del Despacho del Secretario de Estado’ =

! CERTIFICADO
' 5. en Dover, Delaware

6. el dia siete (7) de Octubre, afio 2005

: 7. por el Secretario de Estado, Departamento de Estado Dg!gwa:re _

e Loy T

.3. 8. Nimero: 0265286 iy ‘

i 9. Sello/Estampilla
- 10.Firma: (llegible)

Secretario de Estado

N. del T.: hay un sello dorado, seco, en relieve: "Secretary’s Office - Delaware"

| ILBAR A. ESPANOL ESP»}NOL
| Traductor ¢ Interpese Oficial
i

Inglés Eapaitol Ingiés
Resolucién Minjusticia No. 0920
Agoslo dd 1996

e et C—
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DELAWARE

EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL ESTADO DE
DELAWARE, POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE EL DOCUMENTO
ADJUNTO ES UNA COPIA FIEL Y VERDADERA DEL CERTIFICADO
MODIFICADO DE “GENENTECH, INC.", REGISTRADO EN ESTE DESPACHO
EL DIA DIEZ Y SEIS (16) DE ABRIL DEL ANQ 2004, A LAS 7:39 P.M.

Firma: Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado

AUTENTICACION: 4212783 FECHA: 10-07-05

N. del T. Hay un sello dorado, en relieve: “Secretary’s Office — Delaware”

ILBAR A, ESPANOL ESPANOL
Traductor ¢ Interpetre Oficial
Inglés Espatie] Inglés
Redolucion Minjusticia No. 0920
Agosto de 1986
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ESTADO DE DELAWARE
SECRETARIA DE ESTADO
DIVISION DE CORPORACIONES

© ARCHIVADO 07:39 PM 04/16/2004
040281669 — 2112549

CERTIFICADO DE TERCERA MODIFICACION
DEL CERTIFICADO DE INCORPORACION MODIFICADO Y REFORMULADO

Genentech, Inc. una corporacién organizada y existente bajo y en virtud de la Ley

Corporativa General del Estado de Delaware.

POR LA PRESENTE CERTIFICA:

PRIMERO: Que en una asamblea de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron debidamente las resoluciones expresando una propuesta modificacion
aI‘Certiﬁcado de Incorporacion Modificado y Reformulado de dicha corporacion,
declarando que dicha modificacién era aconsejable y convocando una asamblea
de los accionistas de dicha corporacién para la consideracion de ello. La

resolucion expresando la propuesta modificacién es la siguiente:

RESUELTO, que el Certificado de Incorporacion Modificado y Reformulado de

esta corporacian se madifique cambiando "Seccién 4.01 (a)" del Articulo nimero

‘4" para que una vez modificada dicha Seccion y dicho Articulo se lea como sigue:
"Seccion 4.01. Capital Accionario. (a) La Corporacion esta au_t_orizada para
emitir dos clases de acciones a ser denominadas: accién preferencial y

accion ordinaria, respectivamente. La cantidad total de acciones que la

ILBAR A. ESPAROL ESPANOL
Traductor e Interpetre Oficial
Inglés Espaitol Inglés
Reselucién Minjusticia No. 0920
Agoato de 1996
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(3.100.000.000) de acciones. Cien millones (100.000.000) se denominaran
acciones preferenciales, con un valor nominal de $0.02 por accién ("Accién
Preferencial"). Tres mil millones (3.000.000.000) se denominaran acciones

ordinarias, con un vator nominal de $0.02 por accion ("*Accién Ordinaria”).

La Accién QOrdinaria de la Carporacién sera toda de una clase.”

SEGUNDO: Que posteriormente, de acuerdo con la resolucién de su Juntg
Directiva, la asamblea regular de los accionistas de la corporacién fue
debidamente convocada y notificada de acuerdo con la Secciéon 222 de la Ley
Caorporativa General del Estado de Delaware, en cuya asamblea el numero

necesario de acciones requeridas por los estatutos votd a favor de la madificacion.

TERCERO: Que dicha modificacién se adopté debidamente de acuerdo con las
disposiciones de la Seccién 242 de la Ley Corporativa General del Estado de

Delaware.

CUARTO: Que el capital de la corporacion no se reducira bajo o por causa de

dicha maodificacion.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicho Genentech, Inc. ha ordenado que este

Certificado de Modificacion sea suscrito por Stephen G. Juelsgaard, un

Funcionario Autorizado, este dia diez y seis (16) de Abril, afio 2004.
GENENTECH, INC. "

Por: (firma ilegibte)

Nombre: Stephen G. Juelsgaard

Titulo: Veépremdente Senior, Asesor General y Secretario.

ILBAR A. ESPANOL ESPAROL
Tepdupset & Interpeire Oficial

Inglés Espaiol Inglés
Resolucién Minjusticia No. 0920
_Agosto d:u 1996
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MP-24 A (REV. 4-05)
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SECRETARY OF STATE

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

. Country: United States of America

This public document
has been signed by TERI LEE

acting in the capacity of Notary Public, State of California

bears the seal/stamp of TERI LEE, Notary Public,
State of California

D _pd' e P
l- C ’if !]ia F "

the 3rd day of October 2005

by Deputy Secretary of State, State of California
No. 258054

Seal/Stamp:

10. Signature

oo H ener

Secretary of State

BY

OsP o5 sor72 &
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CALIFORNIA ALL-PURPOSE ACKNOWLEDGMENT
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State ot California )

s8s. )

County of \SOLV_\ \)\Qé\uﬁ
. il /:q N N :

Cn q l ) .QLDID before me, \.Q/Q/ 1\ kee , MO’\M Q,jﬂ @k [O\f . 5

Daila Nama,nQdTllI ol Qfficer {a.g., “Jane Ooa, Motary uble™) i

personally appeared /ld\_“mb‘\m_l_% QN~ “\-_E(\ﬂt)/\l LGy &‘{' e 2

ame{s) of Signers, A

persenally known to me 1

{0 proved to me on the basis of satisfactory
evidence

DO

lo be the person}é{ whose name(;)/isla;e_
NeRLIEE i subscribed to the within instrument and
acknowledged to me thal hefshefthey executed
Commisilon # 1514234 the same in  histherfthei- authorized
Notary Public - Califomia § sar e,
$an Mateo County r capacityliesy and that by hi LT
My Camm. Expires Sep 18, 2008 signalurg{syon the instrument the personisy, or
- ' the entity upon behalt of which the person(s}—"

.'mﬁﬂefﬂ:’_' 2

T N S )

B

OPTIONAL %
Though the fiformation below is nol required by law, It may prova valuabla to persons relying on the decumant and could prevent
Ffravcfulent ramoval and reaitachment of this form fo anothar document. )ﬁ

Description of Attached Document

Title or Type of Document: CD\B\/V\\O e @C}L e

. k)
g
Documeant Date: CN ‘ 3\ QDD 0 Number of Pages: { ‘
o)
Signer(s) Other Than Named Above: LA :
;
Capacity(ies) Claimed hy Signer ;{
Signer’s Name: 2
RIGHT THUNMBPRINT 5
. OFSIGNEFI %
O individual ‘Top of thumb here )
O Corporate Officar — Title(s): ()
O Pariner — O Limited 0O General
[ Attorney-in-Fact
O Trustee . . ?'
O Guardian or Conservator
O Qther: %)
Signer Is Representing: ,
1
R R T R S T S O R e R IR R O T I O O CTheR &9

4

© 1598 malignal Notary Assaciadun - 9350 De Sola Ava., P.O. Bax 2402 - Chatswoiih, CA 81313:2402 » www.nBlionaliotasy.urg Prod, Na, 5007 Raarder: Call Toll-Frao 1-000-876-6827
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Pt - R FROM : JOSE LLOREDR CAMRCHN,. PHOME NO. : 6B6I763 ( JUL. 14 2885 B85:159PM PS

' T e

IL.os abajo firmados,

GENENTECH, INC.

Una sociedad organizada y existente
bajo las leyes del Estiado de Dalaware
. .., Estados Unidos de America.

i con domicilio en

The undersigned,

Genentech, Inc
A Corporate organized and existing under
domiciled at laws od State of Delaware "7, E.U.A

.

1 DNA way

South San Yrancisco, CA 94080, USA

nombramos por el prasente a-ALICIA LLOREDA yio
GUSTAVO TAMAYO vio. IGHACID SANTAMARIA
ylo ENMRIQUE ALVAREZ, domicillados en Bogots,
Calombia, con oflcinas en dicha-ciudad, Calte 72 No.
5-83, piso 60., nuestos representantes legales y
verdaderos en Bogotd, con facultades para recible
notificaciones y nombrar apoderades judicigles o
extrajudiclaes, con el fin de dar cumplimlenta al
paragrafo 1o. del articulo 543 del decreto 410 de
1671. .

Los doclores ALICIA LLOREDA ylo GUSTAVO
TAMAYQ ylo IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apdderados que cualqulera dé ellos
designe, quedan especiwimesite facultados para
representarncs ante las auloridades colornbianas,
adminisirativas, judiciales o de policia, en lodos los
tramites relatives a la propledad Indusirial, a cuyo
efecto les facultamos para dar anie dichas
auloridades todes los pasos nécesarlos al objelo
indicado; elevar sollsitudes, deglaraciones, reclamos,
recuraos  y presentar  desislimientos;  formular
descrlpciones, enmiendas, limiiar &l alcancs de las
solicitudes, preseniar oposiclones y apelaciones,
inslaurar  cancelaciones, renunclar total o
parciaimente & los registros, abonar todos los
impuestos vy cuotas y efecivar todo ofro pago
determinado por la ley: reclbir todos los dogumentos
y valores, danda el descargo respectivo; flenar
cualesquiera ofros raguisitos y torar, &n fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nueslros ntereses; y en caso de producirse
oposicién, pasando los  antecedenies a los
tribunales, quedan fagultados para  tomar
Intervencion como demandantes o demandados ants
los jueces gue sean compatentes, pudlendo transar,
someter & érbitros, desistir, percibir y apetar, con
{odas las demés facultades que resulten necesarlas,
y por el presente declaramos desde ahora vélido y
bueno cuanto dichos represenianies  ylo  los

apoderados qua cualquiera de ellos nombre hicieran
en nusstro beneficlo,

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA v/ GUSTAVO TAMAYQ vio IGNAGIO
SANTAMARIA  ylo EMRIQUE ALVAREZ, para
sdlicltar en la Oficina de Propledad Indusirial la
pratocolizacion de esle’ documento y de cualquier

poder que cualqulera de ellos otorgua a nombra
nuestro.

Dadoyfitnado g los 13 dias de Sep. 2005

Timothy R. Schwartz, Ph.D.

Seclion Paient Counsel
Genentech, Inc.

Authonized Corporate Signatory

PAGE 516" RCVD AT 714412008 3:36:02 P [Pacific Daylight Time) * SVR:SVCS0110* DNIS:6657 * CS1D:6060703

1 DNA Way

South San Francisco, CA %4080, USA

hareby appoint, ALIGIA LLOREDA andlor
GUSTAVO TAMAYO andfor IGNACIO
SBANTAMARIA andfor ENRIQUE ALVAREZ, of
Bagota, Colombla, with offices in said town, Calle 72
No. 6-83, Sixh Floor, our bue and legal
répresentalives in Bogotd, with power to receive
nolifications and to appolnt judicial or extrajudicial
agenls, 5o as to comply wilh paragraph 1¢. of atticle
543 of decrea 410 of 1971,

Doctars ALICIA LLOREDA andfor GUSTAVO
TAMAYQ andfor 1GNACIO SANTAMARIA andfor
ENRIGUE ALVAREZ, or lhe agents by any ane of
them appointed, are especially empowered {0
represent us before the administrative, ludictal or
polica authorilies of Golombia, in afl procesdings
pertaining to Industrisl properly, for which purpase
we authorize them to laka before the sald authorities
all the necessary steps for tha sald end; to file
petiions, dectarations. clalms, recoursas and
wlhdrawals, to draw up specifications; to flle
amendments, to limit the scope of applications, file
oppositions; file cancellatlons totel or partially walve
registrations, fo pay all installments and effect ah
other payments prescribed by law, to recelve proper
receipls, 1o comply with al! other requirements and, In
short, lo take ail those messures which they may
deem fit for the protection of our inferests; and in
case of opposition, where the proceedings be passed
over to the courla, we alithorize satd agents 1o act on
our behalf, 85 complainanis as well as defendants,
befare tha competent judges, with full powers lo
meke arrangements, 1o submil to arbitrators, (o
desist, 1o collact, lo appeal and, in short, wilh all such
further powers as may be required, and we hereby
declare from now on as valld and gooed all thal said
represantatives and/or the aganis by any one of ihem
appointed may do for our benefit,

We also authorize doctors ALIGIA LLOREDA
andlor GUSTAVO TAMAYO endfor IGNACIO
SANTAMARIA andior ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protacolizatlon of this decument and of any power
of altomey by any one of them conferred in our
name, before the Office of ihdustrial Property.

" 2 5 & :/
Given and signed this /3 S“]‘v{_ =

/o8

NOTA RY SHOULD EXECUTE OTHER SIDE
See Cxtachedd
™ 1\
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{(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)

Country: United States of America

This public document:
has been signed by Harriet Swmith Windsor

acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

Tertitied

at Dover, Delaware
the . seventh day of October, A.D. 2005

by Secretary of State, Delaware Department of State

"“\J'I R
No. 0265282 | E!-ﬁ-' - Moy,

By
Seal/Stamp:j' }

SS
S

18. Signature:
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elaware ...

The First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY "GENENTECH, INC." IS DULY
INCORPORATED UNDER THE LAWS OF THE STATE OF DELAWARE AND IS IN
GOOD STANDING AND HAS A LEGAL, CORPORATE EXISTENCE SO FAR AS THE
RECORDS OF THIS OFFICE SHOW, AS OF THE SEVENTH DAY OF OCTOBER,
A.D. 2005.

AND I DO HEREBY FURTHER CERTIFY THAT THE SAID "GENENTECH,
INC." WAS INCORPORATED ON THE TWENTY-THIRD DAY OF DECEMBER, A.D.

1986.

AND I DO HEREBY FURTHER CERTIFY THAT THE ANNUAL REPORTS HAVE
BEEN FILED TO DATE.

AND I DO HEREBY FURTHER CERTIFY THAT THE FRANCHISE TAXES
HAVE BEEN PAID TO DATE.

\ﬂﬁl&bubb xfnmptAJg%IkM¢44*J
Harriet Smith Windsor, Secretary of State

AUTHENTICATION: 4212779

21125490

i
050823723 DATE: 10-07-05

'?‘/I



Apostille
(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
Country: United States of America
This public document:
has been signed by Harriet Smith Windsor

acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

(Texrtitien

at Dover, Delaware
the seventh day of October, A.D. 2005

by Secretary of State, Delaware Department of State

No. (0265283

10. Signature:

/L?j
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Delaware ...

The First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE RESTATED CERTIFICATE OF "GENENTECH, INC.", FILED IN

THIS OFFICE ON THE TWENTY-SECOND DAY OF JULY, A.D. 1999, AT 9
O'CLOCK A.M.

" Harriet Smith Windsor, Secretary of State

AUTHENTICATION: 4212780

DATE: 10-07-05

13



AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION -
GENENTECH, INC.

Gencatech, Inc. (the “Corporation™), a corporation organized and existing
under and by vinue of the General Corporation Law of the State of Delaware,

_does hereby amend the Certificate of Incorporation of the Covporation, which was

originally filcd on December 23, 1986 under the name “Genentech Delaware,
Inc.”, and yubsequently amended.

" The Certificate of Incorporation of the Corporation is hereby restated and
further amended to read in its entirety as follows:

ARTICLE1

The name of the Corporation is: Genentech, Inc.

ARTICLE2

The address of the registered office of the Corporation in the Statc of
Delaware is Corporation Service Company, 1013 Centre Road, City of
Wilmington, County of New Castle, Delaware 19805, The name of its registered
agent at such address is Corporation Service Company.

-

ARTICLE 3

The purpose of the Corporation is to engage in any lawful act or activity
for which corporations may be organized under the General Corporation Law of

the State of Delaware as the same exists or may hereafter be amended (“Delaware
Law™).

STATE OF DELAWARE

A SECRETARY OF STATE
R PIVISION OF CORPORATIONS
T FILED 09:00 AM 07/22/1999
991302331 - 2112549

44



ARTICLE 4

SECTION 4.01. Capital Stock. (s) The Corporation is authorized to issue
two classes of slock to be designated, respectively, proferred stock and common -
stock. The total number of shares which the Corporation is authorized to issue is
four hundred million (400,000,000) shares. One hundred million (100,000,000)
shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 per share (“Preferred
Stock™). Three hundred million (300,000,000) shares shall be designated

common stock, par value $0.02 per share (“Common Stock™) The Common
Stock of the Corporation shall be all of one class.

(b) The number ol anthorized shares of any class or classcs of stock may
be increased or decreased (but not below the number of shares thereof then
outstanding) by the affirmative vate of a majority in voring power of the
outstanding stock of the Corporation erititled ta vote thereon irreapective of the
provigions of Section 242(b)(2) of Delaware Law.

SecTioN 4.02. Conmon Stock. (a) Issuance and Constderation. Any
unissued ox ircasury shares of the Common Stack may be issued for such

consideration a3 may he fixed in accordance with applicable law from time to
ume by the Board of Directors.

(b) Dividends. Subject to the rights of holders of the Preferred Stock,
the holders of the Common Stock shalt be entitled to receive, when and as

declaved by the Board of Directors, out of the assets of the Corporation which are
by law available therefor, dividends payable sither in cash, in property, orin
shares of stock and the holders of the Preferred Stock shall not be entitled to
participate in any such dividends (unless otherwise provided by the Board of
Directors in any resolution providing for the issue of a series of Preferred Stock).

SECTION 4.03. Preferred Stock,

(a) Series and Limits of Variations between Serles. Any unissued or
treasury shares of the Preferred Stock may be issued from time to time in one or
more series for such consideration as may be fixed from time to time by the Board
of Directors, Before any shares of Preferred Stock of any particular series shall be

 issued, a certificate shall be filed with the Sacretary of State of Delaware setting

forth the designation, rights, privileges, restrictions, and conditions to be attached
to the Preferred Stock of such series and such other matters as may be required,
and the Board of Directors shall fix and determine, and is heyeby expressly
empowered to fix and determine, in the manner provided by law, the particulars of
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the sharcs of such series (so far as not inconsistent with the provisions of this

Article 4 applicable to all series of Preferred Stock), including, but not Jimited to,
the following: '

(1) the distinctive designation of such series and the number of
shares which shall constitate such scries, which number may be increased
(axcept where otherwise provided by the Board of Directors in creating
such series) or decreased (but not below the number of shares thereof then
outstanding) from time to time by like acion of the Board of Ditectors;

(if) the annual rate of dividends payable an shares of such series,
the conditions upon which such dividends shall be payable and the date
from which dividends shall be cumulative in the event the Board of
Directors determines that dividends shall be cumulative;

(iii) whether such series shall have voting rights, in addition to the
voting rights provided by law and, if so, the terms of such voting rights:

(iv) whether such series shall have conversion privileges and, if
50, the texmns and conditions of such conversion, including, but not limited
to, provision for adjustment of the conversion rate upon such events and in
such manner as the Board of Directors shall determine;

(v) whether or not the sharcs of such series shall be yedeemable
and, if so, the terms and conditions of such redemption, including the date
ot dates upon or after which they shall be redeemable, and the amount per
share payable in case of redemption, which amount may vary under
different conditions and at differant redemption dates;

(vi) whether such series shall have a sinking fund for the

redemption or purchase of shares of thal series and, if so, the terms and
amount of such sinking fund;

(vii) the rights of the shares of such series in the event of

* voluntary or involuntary liquidation, dissolution or winding up of the

Corporation, and the relative rights of priority, if any, of payment of shares
of that series; and

(viii) any other relative rights, preferences and limitations of such
series.
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ARTICLE S

SECTION 5.01. Amendment of Bylaws by Direclors. (2) Tn furtherance and
nolin limitatton of the powers conferred by statune, the Board of Directors is
exprassly authorized to make, alter, amend, repeal and rescind the bylaws of the
Corporation, subject to Sections 5.01(b) and 5.01(c) hereof. .

(b) Sectdons 2.02, 3.02, 3.03(a), 3.03(b), 3.04, 3.08, 3.14, and 5.05 of the
bylaws may only be aitered, amended, repealed, or rascinded by the affirmative

vote of holders of capital stock entitled to vote thereon representing more than
60% of the shares entitled to be voted thereon.

(c) Sectlons 3.03(c) and 3.15 of the bylaws may only be altered,
amended, repealed, or rescinded by the affirmative vote of holders of capital stock

entitled to vote thereon representing more than 0% of the shares entitled to be
voted thereon, '

SECTION 5.02. Amendment of Certificate of mcorperation. Section
5.01(b) of this Certificate of Incorporation may only be altercd, amended,
repealed, or rescinded by the affirmative vote of holders of capital stock entitled
to vote therzon representing more than 60% ol the shares entitled to be voted
thereon. Seciion 5.01(c) and Articles & and 9 of this Certificate of Incorporation
may only be altered, amended, repealed, or rescinded by the affirmative vote of

holders of capital stock entitled to vote thereon representing more than 90% of the
shares entitled to be voted thereon.

ARTICLE6

SECTION 6.01. Election of Directors by Holders of Preferred Stock.

_Duoring any period when the holders of any Preferred Stock or any one or more

series thereof, voting as a class, shall be entitled to elect a specified number of
directors, by reason of dividend arrearages or other provisions giving them the
right 1o do s0, then and during such time as such right continues (i) the then
otherwise authorized number of directors shatl be increased by such specified
number of directors, and the holders of such Preferred Stock or such series
thereof, voting as a class, shall be entitled to elect the additional directors so
provided for, pursuant to the provisions of such Preferred Stock or series; {ii) cach
such additional director shall serve for such tenm, and have such voting powers, as
shall be stated in the provisions pertaining to such Preferred Stock or serfes; and
(iit) whenever the holders of any such Preferred Stock or series thereof are
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divested of such rights to elect a specified number of divectors, voling as a class,
pursuant to the provisions of such Preferved Stock or scries, the terms of office of
all dirccrors elected by the holders of such Preferved Stock or seties, voting as a
class pursuant 10 such provisions or elected to fill any vacancies resulting from the
death, resignation or removal of directors so eleoted by the holders of such

Preferred Stock or series, shall forthwith teominate and the authorized number of
dirsctors shall be reduced accordingly.

SECTION 6.02. Ballots. Elections of directors at an annual or special

meeting of stockholders need not be by written ballot unless the bylaws of the
Corporartion shall provide otherwise.

SECT\ON 6.03. Elimination of Certatn Personal Liability of Direetors. (a)
A dircctor of the Corporation shall not be liable to the Corporation or its

stockholders for monetary damages for breach of fiduciary duty as a director to
the fullest extent permitied hy Delaware Law.

(b) Each person (and the helrs, executors or administrators of such
person) who was or is a party or is threatened to be made a party to, or is involved
in any threatened, pending or completed acton, suit or proceeding, whether civil,
criminal, administrative or investigative, by reason of the faer that such person is
or was a director of the Corporation or is or was setving at the request of the
Corporation us a director of another corporation, partnership, joint venture, trust
or other entetprise, shall be indemnified and held harmtess by the Corporation to
the fullcst extent permitted by Delaware Law. The right to indemnification
conferred in this Section 6.03 shall also include the right to be paid by the
Corporation the expenses incurred in connection with any such proceeding in
advance of its final disposition to the fullest extent authorized by Delaware Law.

The right 10 indemnification conferred in this Section 6.03 shall be a contract
right.

(¢) The Corporation may, by action of its Bosrd of Divectors, provide
indemnification to such of the officers, employees and agents of the Corporation
1o such extent and to such effect as the Board of Directors shall determine to be
appropriate and authorized by Delaware Law.

(d) The Corporation shall have power to purchase and matntain
insurance on behalf of any person who is or was a director, officer, employee or
agent of the Corporation, or is or was serving at the request of the Corporation as
a director, officer, employee or agent of another comporation, partnership, joint
venture, trust or other entesprise against any expense, liability or loss incurred by
such persun in any such capacity or arising out of his status as such, whether or sy




not the Corporation would have the power to indemnify him against such liability
ander Deiaware Law.

(e) Therights and iiu"rhnrity conferred in this Section 6.03 shall not be

exelugive of any other right which any person may otherwise have or hereafier
acquare.

(f) Neither the alteration, amendment, repeal or recission of this Section
6.03, nor the adoption of any provision of this Certificate of Incorporation or the
bylaws of the Corporation, nor, to the fullest extent pennitted by Delaware Law,
any modification of law, shall climinate or reduce the effect of this Section 6.03 in

respect of any acts or omissions occurring prior to such alteration, amendment,
repeal, recission, adoption or modification.

ARTICLE7

SECTION 7.01, Section 203 of Delaware Law. The Corporation hereby
elects not {0 be governed by Section 203 of Delaware Law.,

ARTICLE S

SecTion 8,01, Relationship With Rocke. n anticipation that the :
Corporation will cease to be a wholly owned subsidiary of Roche Holdings, Inc.,

. but that Roche (as defined in Section 8.05) will remnain a stockholder of the

Corporation, and in anticipation that the Corporation (as defined in Section 8.05)
and Roche may engage in the same or similar activities or lines of business and
have an interest in the same areas of corporale opportunities, and in recognition of
(1) the benefits w0 be derived by the Corporation through its continued contractual,
corporate and business relations with Roche (including service of officers and
directors of Roche as directors of the Corporation) and (ii) the difficulties
attendant to any director, who desires and endeavors fully to satisfy such
ditector’s fiduciary duties, in determining the full scope of such duties in any .
particular situation, the provisions of this Article 8 are set forth to regulate, define _,-"""&w‘




of the Corporation and its officers, directors and stockholders in connection therewith.

SECTION 8.02. Simi!ilfﬁus!ness Activities. Except as Roche Holdings,
Inc. may otherwise agree in witing,

(a) Roche shall not have a duty to refrain from engaging directly or
indirectly in the same or similar business activities or lines of business as the
Corporation, and

(b) meither Roche nor any officer or director thereof shall be liable to the
Corporation or its stockholders for breach of any fiduciary duty. by reason of any
such activities of Roche or of such person's participation therein.

In the event that Roche acquires knowledge of a potential transaction or
maiter that may be a corporate opporinnity for both Roche and the Corporation,
Roche shall have no duty to communicate or offer such corporate opportunity to
the Corporation and shall not be liable 10 the Corporation or its stockholders for
breach of any fiduciary duty as a stockholder of the Corporation or controlling
person of a stockholder by reason of the fact that Roche pursues or acquires such
corporate opportunity for itself, directs such corporate opportunity to another
person or entity, or does not communicate information regarding, or offer, such
cotporate opportunity to the Corporation.

Section 8.03. Corporate Opportunities. In the event that a director,
officer or employee of the Corporation wha is also a director, officer or employes
of Roche acquires knowledge of a potential transaction or mateer that may be a
corporate opportunity for the Corporation and Roche (whether such potential
transaction or matter is proposed by a third-parry or is conceived of by such
director, otticer or employee of the Corporation), such director, officer or
employee shall be entitled to offer such corporate opportunity to the Corporation”
or Rocha as such director, officer or employee deems appropriate under the
circumstances in his sole discretion, and no such director, officer or employee
shall be Lliable to the Corporation or its stockholders for breach of any fiduciary
duty or duty of layalty or failure to act in (or not opposed to) the best interests of
the Corporation or the derivation of any improper personal benefit by reason of
the fact that (i) such director, officer or employee offered such corporate
opportunity to Roche (rather than the Corporation) or did not communicate
information regarding such corporate opportunity to the Corporation or (i) Roche
pursues or acquires such carporate opportunity for itself or directs such corporate

opportunity to another person or does not communicate information regarding
such corporate opportunity to the Corporation.




SECTION 8.04. Deemed Consent of Stockholders. Any person or entity
purchasing or otherwise acquixing any interest in any shares of capital stock of the
Corporation shall be deemied to have notice of and to have consented to the
provisions of this Article 8.

SECTION 8.05. Deflnitlons. For purposes of this Article 8 and Article 9
only, (i) the texm “Corporation” shall mean the Cotporation and all corporations,
parinerships, joint ventures, associations and ather entities in which the
Corporation beneficially awns (directly or indirectly) fifty percent or more of the
outstanding voting stock, voting power or similar voting interests, and (i) the
term “Roche” shall mean Roche Holdings, luc. and all corporations, partnerships,
joiat ventures, associations and other entities (other than the Cotporation, defined
in accordance with clausc (i) of this Section 8.05) that are “affiliates” (as defmed

in Rule 12b-2 under the Securitics Exchange Act of 1934, as amended) of Roche
Holdings, Inc.

SECTION 8.06. Termination: Binding Effect. Notwithstanding anything in
this Certificate of Incorporation to the contrary, the foregoing provisions of this
Article 8 ghall expire on the date that Roche ceascs to own beneficially Common
Stock representing at least 5% of the number of outstanding shares of Common
Stock of the Corporation and no person who is a director or officer of the
Corporation is also a director or officer of Roche. Neither such expiration, nor the
alteration, amendment, change or repeal of any provision of this Article 8 nor the
adoption of any provision of this Amended and Restated Certificate of
Incorporation inconsistent with any provision of this Article 8 shall eliminate or
reduce the effect of this Article 8 in respect of any. matter occurring, or any cause
of action, suit or claim that, but for this Article 8, would ascrue or arise, prior to
such expiration, alteration, amendment, repeal or adoption.

SECTION 8.07. Ariicle 9. The provisions of this Article 8 are in addition to
the provisions of Asticle 9.

ARTICLEY .

SECTION 9.01. Contracts Not Vold, No contract, agreement, arvangement
or transaction (or any amendment, modification or termination thereof) between
the Corporation and Roche shall be void or voidable solely for the reason that
Roche is a party thereto, or solely because any directors or officers of the
Corporation who are affiliated with Roche are present at or participate in
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meeting of the Board of Directors or committee thereof which anthorizes the
contract, agresment, arrangemem, transaction, amendment, modification or
termination or solely because his or their votes are counted for such purpose, but
any such contract, agreement, arrangement of transaction (or any amendment,
modification or termination thersof) shall be governed by the provisions of this
Amended and Restated Certificate of [ncoyporation, the Corporation’s Bylaws,
Delaware Law and other applicable law. For purposes of this Article 9, the terms
the “Corporation” and “Roche have the meanings set fotth in Section 8,05,

SrCTION 9.02. Quorum. Directors of the Corporation who are also
dircctors or officers of Roche may be counted in detenmining the presence of a
quovum ai 4 meeting of the Board of Directors or of a committee that authorizes
or apptoves any such contract, agresment, arrangement or transaction (or

amendment, modification or termination thereof). Outstanding shares of Common

Stock owned by Roche may be counted in determining the presence of a quorum
at a meeting of stockholders that authorizes or approves any such contract,

agreement, arrangement or transaction (or amendment, modification or
termination thercof).

SecionN 9.03. No Liability For Good Faith Actions, Neither Roche nor
any officer or director thereof shall be lisble to the Corporation or its stockholders
for breach of any fdaciary duty or duty of loyalty or failure to act in (or not
opposed (o) the best interests of the Corporation or the derivation of any improper
personal benefit by reason of the fact that Roche or an officer of director thereof
In good faith takes any action or exercises any rights or gives or withholds any
consent in conncction with any agreement or contract between Roche and the
Cormoration, No vote cast or other action taken by any person who is an officer,
director or other representative of Roche, which vote is cast or action is taken by
such person’in his capacity as a divector of this Corporation, shall constitate an

actlon of or the exercise of & right by or a consent of Roche for the purpose of auy
such agreement or contract.

SECTION 9.04. Deemed Consent by Stackholders. Any person or entity
purchasing or otherwise acquiring any interest in any shares of capital stock of the

Corporation shall be deemed to have notice of and to have consented to the
provisions of this Article 9.

Secvion 9.05. Coniracts Covered. For purposes of this Acticls 9, any
contract, agresment, arrangement or transaction with the Corporation or any
corporation, partuership, joint venture, association or other entity in which the
Corporation beneficially owns (directly or indirectly) fifty percent or more of the

outstanding voting stock, voting power or similar veling interests shall be deemed
to be a contract, agreement, arrangement or transaction with the Corporatjoity
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SECTION 9.06. Bmdmg Effect. Neither the alteration, amendment, change
or repeal of any provision of this Article 9 nor the adoption of any provision
inconmstant wuh any prowsmn of tlus Atticle 9 shall ehmmate or reduce thu

suit or claim that, but for this Altlclc 9, would accrue ar arise, prior to such
alteration, amendment, change, repeal or adoption.

SECTION 9.07. Article 8. The provisions of this Article 9 are in addition to
the provigions of Article 8.

10
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N WITNESS WHEREOF, this Amended and Restated Certificate of
Incorporation, having been duly adopted in accordance with Sections 242 end 245
of the Gencral Corporation Law of the State of Delaware and by the written
consent of the sole stockhalder of the Corporation in accordance with Section 228

of the General Corporation Law of the State of Delaware, has been executed this
22nd day of July, 1999.

GENENTECH, INC.

By: {s/ Stephen G. Juelagaard
Name: Stephen G. Yuclsgaard
Title: Senior Vice President,
General Counsel and Secretary
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STAYE UF UELAWARE
. E SECRETARY OF STATE
DIVISION OF' CORPORATIONS
FILED 05:00 PM 0571572000
001245251 ~ 211254%

CERTIFICATE OF AMENDMENT
OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORTORATION

Genentech, Inc. a corporation orgdriized and existing under and by virtue of the General
Corporalion Law of the State of Delaware.

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That at a meeting of the Board of Directors of Genentech, Inc. resolutions were duly
adopted setting forth a proposed amendment of the Amended and Restated Certificate of
Incorporation of said corporation, declaring said amendment to be advisable and calling 2

meeting of the stockholders of said corporation for consideration thereof. The resolution setting
forth the proposed amendment is as follows:

RESOLVED, that the Amended and Restated Certificate of Incorporation of this corporation be

amended by changing “Section 4.01(a)” of the Article thereof numbered “4” so that, as amended,
said Section of said Article shall be and read as follows:

“Section 4.01. Capital Stock. (a) The Corporation is avthorized to issue
two classes of stock to be desipnated, respectively, preferred stock and common
stock. The total number of shares which the Corporation is duthorized to issue is
seven hundred million (700,000,000} shares. One hundred million (100,000,000)
shares shall be designated preferred stock, par valus $0.02 per share (“Preferred
Stock™). Six hundred million (600,000,000) shares shall be designated common

stock, par value $0.02 per share (“Commen Stock™). The Common Stock of the
Corporation shall be all of one ¢lass,”

SECOND: That thereafler, pursuant to resolution of its Board of Directors, the regular meeting
of the stockholders of said corporation was duly called and held upon notice in accordance with
Section 222 of the General Corporation Law of the State of Delaware at which meeting the
necessary number of shares as required by statute were voted in favor of the amendment.

THIRD: That said amendment was duly adopled in accordance with the provisions of Section
242 of the General Corporalion Law of the State of Delaware.

FOURTH: ‘I'hat the.capital of said corporation shall not be reduced under or by reason of said
amendment.

IN WITNESS WHEREOF, said Genentech, Inc. has caused this Cerlificate of Amendment to be
signed by Stephen G. Juelsgaard, an Authorized Officer, this 15th day of May, 2000.

GENENTECH, INC.

By: )W“\’&'WM‘M
Name: Stephen G. Juelsgaard
Title: Senior Vice President, Genera! Counsel

and Sceretary
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CERTIFICATE OF AMENDMENT v
OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE QF INCORPORATION

Genentech, Ine. a corporation organized and existing under and by virmee of the General
Corporation Law of the State of Delaware.

DOES HEREBY CERYIFY:

FIRST: That at a meeting of the Board of Direciors of Genentech, Inc. resolutions were duly
adopted seuting forth a proposed amendment of the Amended and Restated Centificate of
Incarporalion of said corporation, declaring said amendment o bk advisable and calling a

meeting of the stockholders of said corporation for consideraiion thereof. The resolution seuing
forth the proposed amendment is as follows:

RESOLVED, thar the Amended and Restuted Cenificate of Incorporation of ihis corparation be

amended by changing "Section 4.01(a)” of the Article thereof numberad “4” so that, as amended,
suid Scction wul suid Atticle shall be aud read as follows:

“Section 4.01. Capiral Stock. (a) The Corporartion is authorizad 1o issue

two classes of siock 1o be designated, respecnvely, preferred stock and common
stock. The total number of shares which the Corporation is authorized 1o issué is
oné billion three huadred million (1,300,000,000) shares. One hundred million
(100,000,000) shares shall be designated preferred siock, par value $0.02 per
share (“Preferred Stock™). One billion two hundred million (1,200,000,000)
sharcs shall be designaced common stock, par value $0.02 per share {"Cammon
Stock™). The Common Siock of the Corporation shall be all of one class.”

SECOND: Thart thereafter, pursuant 10 resolution of ity Bourd of Directors. (he regular meetdng
of the stockhaolders of said corporation was duly called and held upon nerice in accordance with
Secrion 222 of the General Corporation Law of the State of Delaware at which mecling the
necessary number of shares as required by sratute were voled in favor of the amendment.

THIRD: That suid umendment was duly adopred in accordance with the provisions of Section
242 of the General Carporation Law of the State of Deluware.

FOURTH: That the cupital of said carparation shall not be reduced under or hy reason of said
smendment.

l]_\l WITNESS WHEREOF, said Genentech, Inc. has caused this Cerificate of Amendment 10 be
signed by Stephen G. Juelsgaard, an Auhorized Officer, this 10th day of May, 2001.

GENENTECH, INC,

By: )hﬁr{’\l‘af\xl“‘d‘&%

. Name: Stephen G Juelsgaard '
9 Tule. Secnior Vice President, General Counsel
and Secretary

A6787
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State of Delaware
Secretary of State
, Division of Corporations
| Deliveraed 07:44 PM 04/16/2004

FILED 07:39 PM 04/16/2004
CERTIFICATE OF THIRD AMENDMENI5RV 040281669 - 2115545 FILE

OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION

Genentech, Inc., u corporation organized and existing under and by virtue of the General
Corporation Law of the State of Delaware,

DOQES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That at a meeting of the Board of Directors of Genentech, Inc. resolutions were duly
adopted setting forth a proposed amendment of the Amended and Restated Cexlificate of
Incorporation of said corporation, declaring said amendment to be advisable and calling a

meeting of the stockbolders of said corporation for consideration thereof. The resolution setting
forth the proposed amendment is as follows:

RESOLVED, that the Amended and Restated Certificate of Incorporation of this corporation be

amended by changing “Section 4.01(a)” of the Article thereof numbered 4" so that, as amcnded
said Seciion of said Article shall be and read as follows;

Section 4.01. Capital Stock, (a) The Corporation is authorized to issue two classas of stock to be
designated, respectively, preferred stock and common stock. The total anmber of shares which the
Corporation is authorized 10 issue is three billion one hundred millioo (3,100,000,000) shares. One hundred
miklion (1040,000,000) shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 per share ("Praferred
Stock™). Tlree billian (3,000,000,000) shares shalk be designated comunon stock, par velue $0,02 per share
("*Common Slack"). Yhe conumon stock of the Corporatiun shall be all of one class.

SECOND: That thereafter, pursuant to resolution of its Board of Rirectors, the regular meeting
of the stockholders of said corporation was duly called and held upon notice in accordance with
Section 222 of the General Corporation Law of the State of Delaware @t which meeting the
necessary number of shares as required by statme were voted in favor of the amendment.

THIRD: That said amendment was duly adopted in accordance with the provisions of Section
242 of the General Corporation Law of the State of Delaware.

FOURTH: That the capital of said corporation shall not be reduced under or by reason of said
amendment,

IN WITNESS WHEREOQV, said Genentech, Inc. has caused this Third Certificate of Amendment
1o be signed by Stephen G. Juelsgaard, an Authorized Officer, this 16th day of April, 2004.

GENENTECH, INC.

o ST O

Nume: blcpher%elsgaard
Title: Exeecu _,&VILE, President, Genera} Counsel

I ;c?%wrﬁi:é

#153087
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SUPERINTENDENCLA

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
EXTRACTO PARA PUBLICAGION
SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT

{21) N* de solicitud:

{51) Int Cl:

AB1K 39/385

(22) Fecha de solicitud: 24-08-11 {71) Solicitante(s): GENENTECH, INC.
(30) Prioridad ~ {31) No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais
61/165 677 01-04-09 us
{72) Inventor{es):  KOLUMAM, Ganesh, A,; HU, Yan (Helen} y
QUYANG, Wenjun,
{74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 01-11-11 (87}  Publicacién internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 07-10-10
Fecha de presentacion de Ia solicitud: 30-03-10 N° publicacidn: WO 2010/114859 A1
No. de solicitud: PCT/US2010/029280
{54) Titulo: TRATAMIENTO DE TRASTORNOS RESISTENTES A INSULINA

Resumen - Reivindicacion(es):

Sector: Anticuerpos monoclonales o policlonales que actiian conlra citoguinas, linfoquinas o interferones.

Resumen.-

La invencion se refiere al tratamiento de tratamientos resistentes a insulina. En particular, la invencién se refiere al tratamiento de

trastornos resistentes a insulina por administracién de IL-17, tales como antagonistas de IL-17A ylo 1L-17F, tales como anticuerpos

anti-IL-17A yfo IL-17F yfo IL-17Rc, o fragmentos de anticuerpos.




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS ]
SUFERINTENDENGCIA  PATENTEDEINVENCION __ PCT _X_ WMODELO DE UTILIDAD __ DISERO INDUSTRIAL __
(21) N® de solicitud: (22) Fecha de solicitud: 24-08-11

51) Clasificacion internacional: AG1K 39/395

(71) Solicitante(s): GENENTEGCH, INC.

{72) inventor{es): KOLUMAM, Ganesh, A.; HU, Yan (Helen) y OUYANG, Wenjun.

(74) Apoderade: ALICIA LLOREDA RICAURTE

{30) Prioridad {31}  No. Pricridad (32) Fecha {33} Pais
61165,677 01-04-09 us
(85} Fecha limite inicio fase nacional: 01-11-11 {87} Publicacién intemacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 07-10-10
Fecha de presentacion de |a solicitud: 30-03-10 N® publicacién: WO 2010/114859 A1

No. de solicitud: PCT/US2010/029280

(54) Titule:  TRATAMIENTO DE TRASTCRNOS RESISTENTES A INSULINA




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO )
SUPERINTENDENCIA  PATENTE DE INVENGION PCT _X_ MODELO DE UTILIDAD ___ DISENO INDUSTRIAL __
{21) N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud: 24-08-11

51} Clasificacion Intemacional: AB1K 39/395
71) Solicitante(s): GENENTECH, INC.
{72) Inventor{es): KOLUMAM, Ganesh, A.; HU, Yan (Helen) y OUYANG, Wenjun.

74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE

R ISTICA
{30} Prioridad {31)  No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais FIGURAGC : 6 ‘:gER s
61165677 01-04-09 us

{85) Fecha limite inicio fase nacional: 01-11-11 (87} Publicacién intemacional:
{86) Datos relativos a la presentacion de la solic. PCT Fecha: 07-10-10

Fecha de presentacidn de la solicitud: 30-03-10 No. Publicacidn: WO 2010/114859 A1

No. de soficitud: PCT/US2010/029280
{54) Titulo:

TRATAMIENTO DE TRASTORNOS RESISTENTES A INSULINA

{57) Resumen:
Sector; Anticuerpos monoclonales o policlonales que actian contra citoquinas, linfogquinas o interferones.
Resumen.-
La invencion se refiere al tratamiento de tratamientos resistentes a insulina, En particular, la invencion se refiere al tratamiento de trastomos

resistenles a insulina por administracion de IL-17, tales como antagonistas de IL-17A y/o IL-17F, tales como anticuerpos anti-IL-17A ylo IL-17F
ylo IL-17Rc, o fragmentos de anticuerpos.




PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Anrticle 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent's fils reference FOR FURTHER see Form PGT/SAR220

GNE-0344 DCT ACTION as well as, wherg applicable, [tem 5 belaw.
International application No. international fiting date (day/month/year) (Earllest) Priority Date (day/monthyear)
PCT/US2010/029280 30/03/2010 01/04/2009
Applicant

Genentech, Inc.

This international search report has been prepared by this Intemational Searching Authority and is transmitted to the applicant
acgording to Article 18. A copy Is being transmitiad to the Intemational Bureau.

This international search report consistsof atotatot ___ S sheaets.
Itis also accempaniad by a copy of each prior ant document cited In this raport.

1. Basls of the report
a. WIth ragard to the language, tha intemational search was carried out on the basis of:
IE the international application In the language in which it was filed
D a transiation of the Intemationat application into . which is the language
of a transiation fumished for the purposes of interational seanch (Rules 12.3(a} and 23.1{b))

b. D This intemational search report has been established taking Into account the rectificaion of an obvious mistake
authorized by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43.6b/sa)).

c¢. [X] Withregard to any nucleotide and/or amino acld saquence disciosed in the Intemational application, see Box No. |.
2, [[] Certain claims were found unsearchable (See Box No. Ilj
3, [[]  unity of invention is lacking (sea Box No i}

4, With regard to the titte,

[X] thetextis approved as submitted by the appticant
[C] e texthas been established by this Authortty to read as follows:

5. With regard to the abstract, .
[X] thetextis approved as submitied by the applicant

the text has been established, aceording to Rule 38.2{(b), by this Authority as it appears In Box No. IV. The applicant
may, within ong month from the gata of malling of this Intemational search report, submit comments to this Authorlty

6. With regard to the drawings,
a. thefigure of the drawings to be published with the abstract is Figure No.
[] assupgested by the appicant
[] assalacted vy this Authority, because the appiicant falled to suggest a figure

[T] . assatected by this Authority, because tis figure batter characterizes the invention
b. none of the figures Is to be published with the abstract

Form PCT/ISA/210 (first sheet) (July 2009)
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International application No.

INTEFINA_TIONAL SEARCH REPORT PCT/US2010,/029280

Box No. | Nucleotide and/or amino acid sequence(s) (Continuation of item 1.b of the first sheet)

1. With regrrd to any nucleotide andor aming acid sequence disclosed in the International application and necessary to the claimed
Invention, the intgrnational search was carried out on the basis of:

a. (means)

D on paper

E In glectronic form

b, ({time)
E in the international application as filed
D togathar with the infemational application in elactronic form
D subsaquently to this Authority for the purpese of search

2. D In addition, in the casa that mare than one verslon ar copy ol a sequence listing and/or table relating thereto has been filed
or furnished, the required statements that the information In the subsequent or additional coples is identical to thatin the
" application as filed or doas not go beyond the application as filed, as appropriats, were fumished.

3. Additional comments:

Form PCT/iSA/210 {continuation of first shaet (1}) {July 2009)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

international application No

PCT/US2010/029280

A CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
INV. A61K39/39% C07K16/24 C07K16/28

ADD. -

According to Intamational Patent ClassHicatlon (IPC) or to boih national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentatiyn searched {dassification system followed by dasslfication symbols)

A61K CO7K

Documantation searched other than minimum documantation 1o the axtent that such documents are includes! (n the flslds searched

EPO-Internal, BIOSIS, WPI Data

Electronic dals base consulied during the internalional search (name ¢f data basa and, where pradlical, search tarms usad)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Gategory® | Clation of documen, with indication, whare approprtala, of tha relavant passages

Relevant {0 catm No.

X OUYANG WENJUN ET AL: "Novel therapeutic
targets along the Thl7 pathway."
EUROPEAN JOURNAL OF IMMUNOLOGY MAR 2009
LNKD- PUBMED:19283720,

vol. 39, no. 3, March 2009 (2009-03),
pages 670-675, XP002587112

ISSN: 1521-4141

the whole document

A W0 2008/067223 A2 (GENENTECH INC [US];
GURNEY AUSTIN L [US]; BALAZS MERCEDES
[UST; GHILAR) 5 June 2008 (2008-06-05)
* abstract

-f—

14-19,21

1-21

m Further documents ara listed In the continualion of Box C. E See paten! family annex.

* Special categories of cited documents ;

*T* latar document published atter the Infemational filing date

aw or priority date and ol in conflict with the application but
A document defining the general slate of the an which is not
considered 1o bo of particular relev. ﬁve: r;:::’ :ndersmnd the principte or theory undertying the
'E’ e;a“riﬂet g;cumn1 bul published on or afler the Intemational *X* document of particular relevance; the claimed invention
ng date .

cannol be considered novel or cannot be considared to
‘L' documen! which may Ihrnow doubts on priorty claim(s) or Involve an invaniive slep when the document s taken alone

European Paten Office, P.B. 5816 Palenilaan 2
NL — 2280 HV Rijswilk
Tel, (+31-70) 3402040,

which is clied to astablish the publication date of anolher “¥* document of .
particular retavance; the claimed vention

ctiation or ather spedal reason (as speclliod) cannot be considerad to involve an invenlive slap when tho
'O document relerring ko an oral discosuna, use, axhibilion or document is combined with one or more other such docu-

other means menis, such combination baing obvious to & parson skilad
*P* dacument published prior to the international filing date but inthe an.

tater Ihan tho priorty date clalmed *&' documen! mambser ol the rama patent tamily
Date of the actual compiglion of the tntematlonal search Dato of mating ol the Inlamational saanch report

15 June 2010 07/07/2010

Nams and malling address of the ISA/ Authortzed officer

Fax: (+31-70) 380-3016 Kalsner, Inge

Forn PCTASAR210 (second shesl) (April 2005}

page 1 of 2
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

tntarnational application No

PCT/US2010/029280

Ci{Continuation), DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calegory*

Chatian of document, with indication, where appropfiate, of ihe relovant passages

Retevani to claim No.

A

AP

AP

KNEBEL B8 ET AL: "Increased low grade
infiammatory serum markers in patients
with Polycystic ovary syndrome (PCOS) and
their relationship to PPARgamma gene
variants" o

EXPERIMENTAL AND CLINICAL ENDOCRINCLOGY
AND DIABETES, JOHANN AMBROSIUS BARTH, DE,
vol. 116, no. 8,

1 August 2008 (2008-08-01), pages 481-486,
XP009134755

ISSN: 0947-7349

the whole document

PAPPU RAJITA ET AL: "The IL-17 family
cytokines in immunity and disease.”
JOURNAL OF CLINICAL IMMUNCLOGY MAR 2010
LNKD- PUBMED:20177959,

vol. 30, no. 2, March 2010 (2010-03),
pages 185-195, XP19791216

ISSN: 1573-2592

WINER SHAWN ET AL: "Obesity predisposes
to Thl7 bias."

EUROPEAN JOURNAL OF IMMUNOLOGY SEP 2009
LNKD- PUBMED:19662632,

vol. 39, no. 9, September 2009 (2009-09),
pages 2629-2635, ¥P002587114

ISSN: 1521-4141

1-21

1-21

1-21

Form PCTASA/210 [pntinution of socond shaet) (Aprl 2005)

page 2 of 2
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

information on patent femily members

Internetional applicaton No

PCT/US2010/029280
Patent document Publication Patent tamity Publication
cited In search report date member(s) date
WO 2008067223 A2 05-06-2008 AR 064032 Al 04-03-2009
AU 2007325316 Al 05-06-2008
CA 2666549 Al 05-06-2008
CL 34392007 Al 18-07-2008
CN 101563098 A 21-10-2009
CR 10824 A 12-08-2009
EC SP099401 A 31-07-2009
EP 2056860 A2 13-05-2009
JP 2010511086 T 08-04-2010
KR 20090087934 A 18-08-2009
US 2007160576 Al 12-07-2007

Fom PCTASAR10 {paterd lamdly armex) (Apri! 2005)

H
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{12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property Organization I’ >
International Burcau : /

(43) International Publication Date
7 October 2010 (07.10.2010)

0 0. 5000 0 001 R O O A

(10) International Publicatinn Number

WO 2010/114859 Al

(51) Internatlonal Patent Classification;
A61K 39/395 (2006.01) CO7K 16/28 (2006.01)
CO7K 16724 (2006.01)

(21} International Application Number:
PCT/US2010/029280

(22) Intermational Filing Date:
30 Muarch 2010 (30.03.2010}

English
English

(25) Filing Language:
(26} Publication Language:

(30) Priority Data:

61/165,677 1 April 2009 (01.04.2009) Us

(71) Applicant (for all designated States except USH
GENENTECH, INC. [US/US]: 1 DNA Way, South San
Francisco, CA 94080 (US).

{72) Inventors; and

(75 Inventors/Applicants (for US omh): KOLUMAM,
Ganesh, A. [IN/US], 1788 Roberta Drive, San Mateo,
CA 94403 (US). HU, Yan (helen) [US/US]; 734 Bounty
Drive, #3402, Foster City, CA 94404 (US). QUYANG,
Wenjun [US/US], 1057 Galley Lanc, Foster City, CA
54404 (US).

(74) Agents: DREGER, Ginger, R. et al; Amold & Porter,
LLP, 1400 Page Mill Road, Palo Alio, CA 94303-1124
(US).

(81) Designated States (unless otherwise indicaied, for every
kind of national protection available). AE, AG, AL, AM,
AQ, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ,
CA, CH, CL, CN, CQ, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DO,
DZ, EC, EE, EG, ES, FL GB, GD, GE, GH, GM, GT,
HN, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP,
KR, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD,
ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, N,
NO, NZ, OM, PE, PG, PH, PL, PT, RO, RS, RU, SC, 8D,
SE, SG. SK, SL, SM, ST, §V, §Y, TH, T, TM, TN, TR,
TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.

(84) Dcsignated States (unless otherwise indicated, for every
kind of regional protection available). ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, 8D, SL, 8Z, TZ, UG,
ZM, ZW), Eurasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ,
TM), European (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE,
ES, FL, FR, GB, GR, HR, HU, I, I8, IT, LT, LU, LV,
MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, SE, 81, SK, SM,
TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW,
ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Puhlished:
—  with international search report (Art. 21(3})
—  with sequence listing part of description (Rule 3.2(a))

(54) Title: TREATMENT OF INSULIN-RESISTANT DISORDE

RS

{57y Abstract: The invention concerns the treatment of insulin-resistant disorders. In particular, the invention concems the treat-
ment of insulin-resistam disorders by administration of IL-17, such as IL-i7 A and/or IL- |7F antagonisis, such as anti-IL-17A

and/or IL- 17F and/or IL- 17Rc antibodies, or antibody fragments,

42—



'ATENT COOPERATION TR. .TY

From the
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

PCT

WRITTEN OPINION OF THE
see form PCTASAZ20 INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

(PCT Rule 43bis.1}

Date af n;a-iﬁng. ’ .
{daytnonthyezr)- seo form PCTASAZ10 {second shaet)

L. .- - . e -
“Applicant's or agent's file raforence ' ' " | FOR FURTHER ACTION |
see form PCTASA220 Sea paragraph 2 below
_I;';!ern_a‘l-i‘on:;].;appﬁdk;.r; No. T Intemational ﬁﬁnE date -}'day};;':th&;;r} - Pn';ri.ty d;iu (da'}.;n'o};rnyorir)

PCTAJS2010020280 30.03.2010 01.04.2009

“ytsmarional Patent Clasalficalion {IPC) or both national lassification and (PG
INV, AB1K39/395 CO7TK16/24 COTK1628
Applicant

Genentech, Inc.

1. This opinion contains indications relating to the following items:

Box No. | Basis of the opinion

Box Ne. I Priority

Box No. Il Mon-establishment of opinien with regard to navalty, Inventive step and industrial applicabitity
Box No. IV Lack of unity of invention

RO0ORKX

Box No.V  Reasoned slatement under Rule 43bis.1{a)(i) with regard to novetty, inventive step and industrial
applicability: citations and explanations supporting such statement

Bex No. VI Certain documents cited
Box No, Vil Certain defects in the international application

i

= Oa

Box Ne. VIl Certain observations on the International application
2. FURTHER ACTION

If a demand for international preliminary examination is mada, this opinion will usually ba considered to ba a
written opinion of the Infernational Preliminary Examining Authority ("IPEA™) excep! that this does not apply where
the applicant chooses an Autharity other than this one to be the iPEA and the chosen IPEA has notifad the
International Bureau under Rule 66.1bis(b) that written opinions of this International Searching Authority

wilt not be so considered.

Il this opinion is, as provided above, considered to be a writlen opinian of the IPEA, the applicant is invited to
submil to tha IPEA a written reply logether, whare appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months
from the date of mailing of Form PGTASA/220 or before the expiration of 22 months trom the priority date,
whichever expires later.

For further options, see Ferm PCTASAR20.
3. For further details, see notes to Form PCTASAZ20.

" Name and ma-i-'ﬁr;g address of the 1SA;

Dajle of completion of Authorized Officar
this apinion f ey
European Paten Office S0 form . "'4‘
PCTASAZ1O Kalsner, inga 4 _0) H
—— D-80298 Munich %
Tel. +49 59 2299 - 0 Telephona No. +49 §3 2399-8708 e

. X Fax; +49 83 2399 - 4465
Form PCTASAR37 (Cover Sheat) {July 2009)




WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAS2010029280

Box No.1 Basis of the opinion

1. With regard to the tangiuage, this opinion has been established on the basis of:
& the intarnational application in the language in which it was filed

O a transiation of the International application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

2. O This opinion has been establishaed taking into account the rectification of an obvious mistake authorized
by or notified to this Autharity under Rule 91 (Rule 43bis.1(a})

3. With regard to any nucleotide andior aming acid sequence disclosed in the international appiication, this
opinion has besn established on the basis of a sequance listing fited or furnished:

a. (means)
1 on paper
B in electronic form
b. (time)
B in the international application as filed
O 1ogether with the international application in electronic form
O subsequently 10 this Authority for the purposes of search
4, O In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been fited or furnished,

the required statements that the information in the subsequent ar additional copies is identical to that in the
application as filed or does not go beyand the application as filed, as appropriate, were furnished.

5. Additional comments:

Box No. !l Priority

1. The validity of the priority ciaim has not been considered bacause the International Searching Authority
does not have in its possession a copy of the earlier application whose priority has been claimed or, where
required, a transtation of that earlier application. This opinion has nevertheless been established on the
assumption that the refevant date {Rules 43bis.1 and 64.1) is the claimed priority date.

2. O This apinion has been established as if no priority had been claimed due to the fact that the priority claim
has been found invalid (Rules 43bis.1 and 64.1). Thus for the purposes of this opinion, the international
filing date ingicated above is considared to be the relevant date.

3. Additional obgenvations, if necessary:

Form PCTASA/237 {Apsil 2007)



WRITTEN OPINION OF THE

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

International application No.
PCTAIS2010029280

Box No.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a){1) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicabilily; citations and explanations supparting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims
No:  Claims
Inventive step (I1S) Yes: Claims
No:  GClaims
Industrial applicability (1A) Yes: Claims
MNo:  Claims

2, Citations and explanations

see separate sheet

1-13.20
14-19, 21

' Box No. VI Certain documents cited

1. Certain published documents {Rules 43bis.1 and 70.10)

and {or
. 2. Non-written disclosures (Rules 43bis.1 and 70.9)

see form 210

Box No. Vill Certain observations on the international applicalion

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the

claims are fully supported by the description, are made:

see separate sheet

Form PGTASA/237 {April 2007)



WRITTEN OPINION OUF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/1)82010/029280

Ad Section V: Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or
industrial applicabllity

1 Documents
D1...Quyang et al.(2009) Eur. J. tmmunoclogy 39: 634-675
2 Novelty and inventive step (Art. 33(2){(3) PCT)

The present application relates to the treatment of insulin resistance related
disorders. Applicants show that knock out mice which lack [L-17Rc did not
develop insulin resistance upon high fat diet, while wild-type littermate contro!
mice showed significant weight gain and insulin resistance.

Claims 14-19 are directed to a pharmaceutical composition comprising an
IL-17A andfar IL-17F antagonist, claim 21 is directed to a kit comprising such
antagonist.

Anti IL-17 antibodies are known in the art. D1 discusses that an IL-17
neutralising antibody is use din clinical trials for Crohn's Disease and
psoriasis. This antibody is considered suitable for the treatment of an insulin-
resistance disorder. The antibody disclosed in B1 is thus considered novelty
destroying for claims 14-19 and 21,

Claims 1-13 are directed to a method of treating an insulin resistant disorder
comprising administering to a mammal in need thereof an IL-17A and/or an
IL-17F antagonist, claim 20 is directed to the use of such antagonist for the
treatment of an insulin-resistance disorder.

The prior art discusses involvement of IL-17 in various autoimmune disorders
and obesity, None of the available prior art seems to suggest that diseases
linked to insulin resistance could be treated with IL-17A and/or IL-17F
antagonists.

Farm PCTASA/237 {Saparate Sheet] (Sheet 1) (EPO-Apri 2005}



WRITTEN OPINION UF THE Internationai application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2010/029280

The application, however, does not provide evidence, that it is actually
possible to treat an insulin resistance disorder with an IL-17A or IL-17F
antagonist. Given the complex mechanisms and the involvement in multiple
reactions of IL-17, IL-17 receptors, etc. an inventive step cannot be
acknowledged for claims directed to treatment of specific diseases.

3 Patentability (Rule 39.1(lv) and 67.1{iv) PCT)

Claims 1-13 relate to subject-matter considered by this Authority to be
covered by the provisions of Rule 39.1(iv) and 67.1(iv) PCT. The patentability
can be dependent upon the formulation of the claims. The EPQ, for example,
does not recognise as patentable claims to the use of a compound in medical
treatment, but may allow claims to a product for use in a first or further
medical treatment.

Ad Sectlon VIiI; Certain observations on the international application

Claims 1-4, 14, 20 and 21 refer to IL-17A and/or IL-17F antagonists. No
particular compounds which may act as antagonists are disclosed in the
application. The mere definition of an antagonist by its activity as can be found
in the general part of the description does not enable the skilled person to
define without undue burden the scope of the claims. The claims are thus
abjected to under Art. 6 PCT.

A similar objection applies to claim 10 which refers to a "insulin-resistance-
treating agent™.

Form PCTASAI237 (Separate Sheel) {Sheet 2) (EPO-Apdl 2005)



Possible steps after receipt of the international search report (I SR) and
written opinion of the International Searching Authority (WQ-ISA)
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(International Preliminary Report on Patentability) at 30 months from the
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transform the WO-ISA or, if a demand was filed, tha written opinion of the
IPEA into the [PRP, which will then be transmitted together with possible
informal comments to the designated Offices. The |PRP replaces the former
tPER {international preliminary examination report).
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Attorney Docket No.: GNE-0344PR (PR4274)

TRATAMIENTO DE TRASTORNQOS RESISTENTES A INSULINA

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La invencién se refiere al tratamiento de tratamientos
resistentes a insulina. En particular, la invencidn se
refiere al tratamiento de trastornos resistentes a insulina
por administracién de IL-17, tales como antagonistas de IL-
172 y/o IL-17F, tales como anticuerpos anti-IL-17A y/o IL-

17F y/o IL-17Rc, o fragmentos de anticuerpos.

SECTOR: Anticuerpos monoclonales o policlonales que actian

contra citoquinas, linfoquinas o interferones.
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TRATAMIENTO DE TRASTORNOS RESISTENTES A INSULINA

CAMPO DE LA INVENCION

La invencidén se ocupa del tratamiento de trastornos
resistentes a insulina. En particular, la invencién se
ocupa del tratamiento de trastornos resistentes a insulina
por la administracién de IL-17, tales como antagonistas de
IL-17A y/o IL-17F, tales como anticuerpos anti-IL-17A y/o
IL-17F y/o IL-17Rc, o fragmentos de anticuerpo.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
La familia IL-17

La interleuqguina-17Aa (IL-17A) es una molécula
proinflamatoria derivada de células T que estimula las
células epitelial, endotelial y fibroblasticas para
producir otras citoquinas inflamatorias y quimiocinas que
incluyen IL-6, IL-8, G-CSF, y MCP-1 (ver, Yao, Z. et al.,
J. Immunol., 122(12):5483-5486 (1995); Yao, 2Z. et al,
Immunity, 3(6€):811-821 (1%%5); Fossiez, F., et al., J. Exp.
Med., 183(6): 2593-2603 (1996); Kennedy, J., et al., J.
Interferon Cytokine Res., 16(8):611-7 (1996); Cai, X. Y.,
et al., Immunol. Lett, 62(1):51-8 (1998); Jovanovic, D.V.,
et al., J. Immunocl., 160(7}:3513-21 (1998}; Laan, M., et
al., J. Immunol., 162(4):2347-52 (1999); Linden, A., et
al., Eur Respir J, 15(5):973-7 (2000):; y BAggarwal, S. y
Gurney, A. L., J Leukoc Biol. 71(1):1-8 ({2002)). IL-17

también actia sinérgicamente con otras c¢itogquinas incluso
TNF-0. vy IL-1B para inducir aun més la expresidén de la
quimiocina {Chabaud, M., et al., J. Immunol. 161(1):409-14
(1998)). IL-17A exhibe actividades biolégicas pleiotrépicas

sobre diversos tipos de células. IL-17A también tiene la
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capacidad para inducir la expresion de superficie de ICAM-
1, la proliferacién de células T, y el crecimiento y la
diferenciacién de progenitores CD34" humanos a neutréfilos.
IL-17A también ha sido relacionada con el metabolismo éseo,
y se ha sugerido que juega un papel importante en las
condiciones patoldgicas caracterizadas por la presencia de
células T activadas y la produccidén de TNF-a tales como
artritis reumatoide y aflojamiento de implantes éseos ({Van
Bezecoijen et al., J. Bone Miner. Res., 14: 1513-1521
{1999]). Se hallé que las células T activadas del tejido
sinovial derivadas de pacientes con artritis reumatoide
secretan mayores cantidades de IL-17A que las derivadas de
individuos normales o pacientes con osteocartritis (Chabaud
et al., Arthritis Rheum., 42: 963-970 (1999)}. Se sugirid
que esta citoquina proinflamatoria contribuye activamente a
la inflamacién sinovial en artritis reumatoide. Ademas de
su papel proinflamatorio, IL-17A parece contribuir a la
patologia de artritis reumatoide por alguin otro mecanismo.
Por ejemplo, se ha demostrado que IL-17A induce la
expresién del mARN del factor de diferenciacidén de
osteoclastos (ODF) en osteoblastcos {Kotake et al., J. Clin.
Invest., 103: 1345-1352 (1899} . opr estimula la
diferenciacién de células progenitoras en osteoclastos, las
células que intervienen en la resorcién ésea. Dado que el
nivel de IL-17A estd significativamente incrementado en el
liquido sinovial fluid de pacientes con artritis
reumatoide, en apariencia la formacién de osteoclastos
inducida por IL-172& juega un papel esencial en la resorcién
6sea en artritis reumatoide. También se cree que IL-17A
juega un papel c¢lave en cilertos otros trastornos

autoinmunes tales como esclerosis maltiple (Matusevicius et
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al., Mult. Scler., 5: 101-104 (1999); Kurasawa, K., et al.,
Arthritis Rheu 43(11):2455-63 {2000)) Yy psoriasis
{Teunissen, M. B., et al., J Invest Dermatol 111(4):645-8
{19%8); Albanesi, C., et al., J Invest Dermatol 115(1):81-7
(2000); y Homey, B., et al., J. Immunol. 164(12:6621-32
{20C0)) .

También se ha demostrade ague IL-17A, a través de
sefiales intracelulares, estimula el influjo de Ca® y una
reduccién de [cAMP]; en macrdéfagos humanos (Jovanovic et

al, J. Immunol., 160:3513 (1998)). Los fibroblastos

tratados con IL-17A inducen la activacidén de NFxB, (Yao et
al., Immunity, 3:811 (1995), Jovanovic et al., supra),
mientras que los macréfagos tratados con ella activan NF-xB
¥y las proteina quinasas activadas por mitégeno (Shalom-
Barek et al, J. Biol. Chem., 273:27467 (1998)). Ademas, IL-
178 también comparte similitud de secuencia con factor
simil citosina 7 de mamifero que interviene en el
crecimiento de hueso y cartilage. Otras proteinas con las
cuales los polipéptidos de IL-17A comparten similitud de
secuencia son el factor relacionado <c¢on interleuquina
derivade de embrién humano (EDIRF) e interleugquina-20.

En concordancia con el amplic rango de efectos de IL-
177, se halldé que el receptor de superficie celular de IL-
1782 estd ampliamente expresado en muchos tejidos y tipos
celulares (Yac et al., Cytokine, 2:794 (1997)). Si bien la
secuencia de amincd&cidos del receptor de IL-17A humano (IL-
R} (866 amincacidos) predice una proteina con un unico
dominic transmembrana y un largeo dominic intracelular de
525 amincacidos, la secuencia del receptor es singular y no
es similar a la de ninguno de los receptores de la familia

de receptores de citogquinas/factores de crecimiento. Esto,
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acoplado con la falta de similitud de la propia IL-17A a
ctras proteinas conocidas indica que IL-17aA y su receptor
podrian ser parte de una nueva familia de proteinas vy
receptores de sefiales. Se ha demostrado que la actividad de
IL-172 es mediada a través de la unién a su exclusivo
receptor de superficie celular (designado en la presente
com¢ IL-17R  human}, en donde estudios previos han
demostrade que el contacto de las células T con una forma
soluble del polipéptido de receptor IL-17A inhibe la
proliferacién de las c¢élulas T y 1la produccidén de IL-2
inducida por PHA, concanavalina A y anticuerpo monoclonal
anti-TCR {Yao et al., J. Immunol., 155:5483-5486 ({1995)).
Como tal, hay significativo interés por identificar vy
caracterizar nuevos polipéptidos que tienen homelogia con
los receptores de ¢itoquina conocidos, especificamente los
receptores de IL-17A.

En la actualidad se reconoce gque la interleuquina 17A
es el elementoc prototipo de una familia emergente de
citoguinas. La determinacién a gran escala de la secuencia
del genoma humano y otros vertebrades ha revelado 1la
presencia de genes adicionales gue codifican proteinas
claramente relacionadas con IL-17A, por loc que se define
una nueva familia de c¢itoguinas. Hay al menos 6 miembros de
la familia IL-17 en humanos y ratones incluso IL-17A, IL-
178, IL-17C, IL-17D, IL-17E y IL-17F asi comc nuevos
receptores IL-17RH1, IL-17RH2, IL-17RH3 y IL~17RR4 (ver el
documento WO01/46420 publicado el 28 de junio de 2001). Se
ha demostrade que uno de dichos miembros de IL-17
{designado IL-17F) se fija al receptor de IL-17 humano (IL-
17R}) (Yac et al., Cytokine, 9{11):794-800 (1997)). La

caracterizacidn inicial sugiere que, al igual que IL-173,
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varias de estas moléculas recientemente identificadas
tienen capacidad para modular la funcién inmunolégica. Las
potentes acciones inflamatorias gque se han identificado
para varios de estos factores y las asociaciones emergentes
con importantes enfermedades humanas sugieren que estas
proteinas pueden tener significativos papeles en los
procesos inflamatorios y pueden ofrecer oportunidades para
la intervencién terapéutica.

El gen que codifica 1IL-17F humane estd ubicado
adyacente a IL-17A (Hymowitz, 8. &G., et al., Embo J,
20(19):5332-41 (2001)}). IL-17A ' IL-17F comparten
aproximadamente 44% de identidad de aminoécidos, mientras
que los demas miembros de la familia IL-17 comparten un mas
limitado 15-27% de identidad de aminodcidos, 1lo cual
sugiere gque IL-17A y IL-17F forman un subgrupo diferenciado
dentro de la familia IL-17 {Starnes, T., et al., J Immuncl.
167(8):4137-40 (2001}; Aggarwal, S. y Gurney, A, L., J.
Leukoc Biol, 71{(1):1-8 (2002})). IL-17F parece tener
accicnes bioldgicas similares a IL-17A, y es capaz de
promover la produccién de IL-6, IL-8, y G-CSF a partir de
una amplia variedad de células. De modo similar a IL-17A,
es capaz de inducir la liberacidén de matriz de cartilago ¥
de inhibir la sintesis de nueva matriz de cartilago (ver el
documente U. 8. 2002-0177188-A1 publicado el 28 de
noviembre de 2002). En consecuencia, al igual gue IL-17A,
IL-17F posiblemente contribuya a la patologia de los
trastornos inflamatorios. Se ha informado que tanto IL-17A
como IL-17F son inducidos en las células T por la accién de
interleuquina 23 (IL-23) (Aggarwal, S., et al., J. Biol.
Chem., 278(3):1910-4 (2003)). Mas especificamente, tanto

IL-172 como IL-17F han sido implicadas como agentes
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contribuyentes de la progresioén y la patologia de diversas
enfermedades inflamatorias vy autoinmunes en humanos VY
modelos murinos de enfermedades humanas. De hecho, IL-173,
y en menor grado IL-17F, han side implicadas como
citoquinas efectoras que desencadenan las respuestas
inflamatorias y asi contribuyen a numerosas enfermedades
autoinflamatorias (autoinmunes), inclusc esclerosis
maltiple (MS), artritis reumatoide (RA), y enfermedades
inflamatorias intestinales (IBD). Este 1linaje ha sido
denominade Thi;; y la <cantidad de estas <c¢élulas se
correlaciona claramente con la progresidén de la enfermedad
y la severidad en modelos murinos de enfermedades
autoinmunes humanas. $i bien el compromiso de IL-17A y IL-
17F en las enfermedades inflamatorias parece ser claro, las
células objetivoe para estas citoquiras no se  han
identificado, debido en parte al hecho de que no se ha
detectado el receptor de IL-17F. Recientemente se informd
que IL-17Rc es un receptor de IL-17A y IL-17F (Presnell, et
al., J. Immunocl., 179(8):5462-73 (2007)).

Inflamacidn y obesidad

Un importante desarrollo reciente de nuestro
conocimiento de la obesidad es la emergencia del concepto
de gue la inflamacidén y la diabetes se caracterizan por un
estado de inflamacién crénica de grado bajo. La base de
esta visién es gque los niveles elevados circulantes de
varios marcadores de inflamacién, tanto de c¢itoguinas
proinflamatorias como de proteinas de fase aguda, estan
elevados en los obesos; estos marcadores incluyen IL-6, el
sistema TNFx, la proteina C reactiva (CRP} y haptoglobina.

Sin embargo, las implicaciones en términos del propio sitio
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de la inflamacidn, vya sea sistémica o local, no estén
definidas.

La resistencia a insulina, definida como una respuesta
biolégica inferior a la esperada ante una dosis determinada
de insulina, es un correlato ubicuo de la obesidad. De
hecho, se cree gue muchas de las consecuencias patclédgicas
de la obesidad incluyen la resistencia a insulina. Estas
incluyen hipertensién, hiperlipidemia y, mas notablemente,
diabetes mellitus no insulinodependiente  (NIDDM). La
mayoria de los pacientes de NIDDM son obesos, Yy un
componente muy central y temprano del desarrollo de NIDDM
es la resistencia a insulina (Moller et al., New Eng. J.
Med., 325: 938 {1991)). Se ha demostrado que se desarrolla
una anomalia posreceptor durante el curso de la resistencia
a insulina, ademas de la regulacidén hacia abajo del
receptor de insulina durante las fases iniclales de esta
enfermedad (Olefsky et al., en Diabetes Mellitus, Rifkin y
Porte, Jr., Eds. (Elsevier Science Publishing Co., Inc.,

Nueva York, ed. 4, 1990), pp. 121-153).

SINTESIS DE LA INVENCION

La presente invencidn se basa, al menos en parte, en
el descubrimiento de que los miembros de la familia IL-17,
v en particular IL-17A y IL-17F, juegan un papel importante
en la obesidad, la resistencia a insulina y otros
trastornos asociados con la chesidad, tales como
hiperlipidemia y el sindrome metabdlico, y que 1los
antagonistas de IL-17, especialmente los antagonistas de
IL-174 vy IL-17F, se pueden usar para tratar estas
condiciones patolédgicas.

En un aspecto, la invencién se ocupa de un método para
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tratar un trastorno de resistencia a insulina en un
mamifero que comprende administrar a un mamiferc gque 1lo
necesite una cantidad efectiva de un antagonista de IL-17A
y/o IL-17F.

En otro aspecto, la invencidén se ocupa de una
composicién farmacéutica gue comprende un antagonista de
IL-17A y/o IL-17F en mezcla con un excipiente
farmacéuticamente aceptable, para el tratamiento de un
trastorno resistente a insulina.

En otro aspecto, la invencién se ocupa del uso de un
antagonista de IL-17A y/o IL-17F en el tratamiento de un
trastorno de resistencia a insulina.

En aun otro aspecto, la invencién se ocupa de un kit
para tratar un trastorno de resistencia a insulina, en
donde dicho kit comprende: (a) un contenedor gue comprende
un antagonista de IL-17A y/o IL-17F; y (b} un rétuloc o
instrucciones para administrar dicho anticuerpo para tratar
dicho trastorno.

En todos los aspectos, en una forma de realizacidn, el
trastorno es seleccionado del grupo gque consiste de
diabetes mellitus no insulinodependiente (NIDDM), obesidad,
hiperandrogenismo ovarico, e hipertensidén. En otra forma de
realizacién, el trastorno es NIDDM u obesidad.

En aun otra forma de realizacién, el mamiferc es
numanco y la administracién es sistémica.

En aun otra forma de realizacién, el antagonista IL-
17n y/0 IL-17F es un anticuerpo ¢ unc de sus fragmentos,
tales como un anticuerpo seleccionado del grupo que
consiste de anticuerpos anti-IL-17A, anti-IL-17F, anti-IL-
178/F, y anti-IL-17Rc, © uno de sus fragmentos.

Con preferencia, el anticuerpo es un anticuerpo
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monoclonal, incluso anticuerpos guiméricos, humanizados ©
humanos, anticuerpos biespecificos, multiespecificeos o con
reacciones cruzadas.

En aun otra forma de realizaciodn, el métoedo incluye la
administracién de una cantidad efectiva de un agente para
tratar la resistencia a insulina, tal come insulina, IGF-1,
o una sulfonilurea.

En otra forma de realizacién, el método incluye la
administracién de una cantidad efectiva de otro agente
capaz de tratar dicho trastorno de resistencia a insulina,
tales como Dickkopf-5 (Dkk-5).

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 nmuestra una secuencia de nucleétidos (SEQ ID
NO:1) de una secuencia nativa de cADN de IL-17A humana.

La FIG. 2 muestra la secuencia de amincacidos (SEQ 1ID
NO:2) de una secuencia nativa de IL-17A humana derivada de
la secuencia codificadora de SEQ ID NO:1 mostrada en la
FIG. 1.

La FIG. 3 muestra una secuencia de nucledtidos (SEQ ID
NO:3) de una secuencia nativa de cADN de IL-17F humana.

La FIG. 4 muestra la secuencia de aminocacidos (SEQ ID
NC:4) de una secuencia nativa de IL-17F humana derivada de
la secuencia codificadora de SEQ ID NQO:3 mostrada en la
FIG.3.

La FIG. 5 muestra una secuencia de nucledtidos (SEQ ID
NO: 5} que codifica la secuencia nativa del polipéptido
receptor de IL-17 humana C (IL-17Rc}, es cual también se
conoce como un clon designado “ADN164625-2890".

La FIG. 6 muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID

NO: 6) del la secuencia nativa del polipéptido IL-17Rc
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humano (también denominado receptor IL-17RH2).

FIG. 7 Disefic experimental de un estudio de modelo de
dieta rica en grasas (HFD) que utiliza ratones IL-17Rc KO.

FIG. 8 Resultados a la semana 8 de un estudio de
modelo de dieta rica en grasa (HFD) usando ratones IL-17Rc
KO.

FIG. 9A y 9B Niveles de glucosa en ratones de tipo
silvestre y IL-17Rc KO en el grupo contrel y el grupo de
dieta rica en grasas. Los ratones IL-17Rc KG son
resistentes a la resistencia a insulina inducida por 1la
dieta rica en grasas (HFD).

FIG. 10 Area bajo la curva a la semana 10.

FIG. 11 Resultades de peso corporal.

FIG. 12 Efecto de mAb anti-IL-17 y anti-IL-17F sobre
el modelo de dieta HF resistente a insulina.

FIG. 13 Prueba de tolerancia a glucosa (GTT) en el
periodo de dosis posterior a la semana 9.

FIG. 14 Expresién ectdbpica de IL-17 A debida a la
inyeccién de ADN de plasmido seguida de la prueba de
tolerancia a glucosa {(GTT). Efecto de la sobreexpresioén de
I1L-17 sobre el estado de resistencia a insulina evaluado

mediante GTT.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

A. Definiciones
El término “IL-17” se usa para referirse en general a
miembros de la familia IL-17, incluso IL-17A, IL-17, IL-
178, I1L.-i7¢, I1L-17D, IL-17E, IL-17F, y IL-17A/F. Los IL-17
preferidos en la presente son IL-17A, IL-17F, y IL-17A/F.
Un “polipéptido de secuencia nativa de IL-17"

comprende un polipéptido que tiene la misma secuencia de
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aminoacidos que el correspondiente polipéptido IL-17
derivado de la naturaleza. Dicho polipéptido de secuencia
nativa de IL-17 se puede aislar de la naturaleza o puede
ser producido por medios recombinantes o de sintesis. El
término “polipéptido de secuencia nativa de IL-17” abarca
especificamente las formas truncadas o secretadas que se
encuentran en la naturaleza del polipéptide IL-17
especifico {(por ejemplo, una secuencia de dominio
extracelular), formas variantes que se encuentran en la
naturaleza {por ejemplo, formas empalmadas
alternativamente) y variantes alélicas del polipéptido que
se encuentran en la naturaleza. En diversas formas de
realizacién de la invencién, los polipéptidos de secuencia
nativa de IL-17 descritos en la presente son polipéptidos
maduros ¢ de longitud total de secuencia nativa humana IL-
178, IL-17F, y IL-17A/F que comprenden la longitud total de
las secuencias de aminoacidos mostrada en las Figuras 2 y 4
(SEQ ID NOs: 2 y 4). Los codones de inicio y de detencidn
se muestran en fuente negrita, y subrayados en las figuras.

El término “polipéptido de secuencia nativa IL-17Rc” o
“secuencia nativa IL-17Rc” se refiere a un polipéptido que
tiene la misma secuencia de aminodcidos gue el
correspondiente polipéptido IL-17Rc derivado de la
naturaleza. Dichos polipéptidos de secuencias nativas IL-
17Rc pueden ser aislados de la naturaleza o© pueden ser
producidos por medios recombinantes o de sintesis. El
término “polipéptido de secuencia nativa IL-17Rc” abarca
especificamente las formas truncadas o secretadas del
polipéptido especifico IL-17Rc gque se& encuentran en la
naturaleza, las formas variantes que se encuentran en la

naturaleza {por ejemplo, formas empalmadas
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alternativamente) y las variantes alélicas del polipéptido
gque se encuentran en la naturaleza. En diversas formas de
realizacién de la invencién, el polipéptido de secuencia
nativa IL-17Rc descrito en la presente es de longitud total
de la secuencia nativa humana IL-17Rc que comprende la
longitud total de aminodcidos mostrada en las Figuras 6
(SEQ ID NO: &).

“Aislado”, cuando se usa para describir los diversos
polipéptidos descritos en la presente, significa un
polipéptido gque ha sido identificado y separado y/o
recuperado de un componente de su ambiente natural. Los
componentes contaminantes de su ambiente natural son
materiales que generalmente interferirian con los usos de
diagnéstico o terapéuticos para el polipéptido, y pueden
incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteindceos o no
proteinaceos. En formas preferidas de realizacidn, el
polipéptido serd purificado (1) hasta un grado suficiente
para obtener al menos 15 residuos de secuencia de
aminoadcidos N-terminal o interna mediante el uso de un
secuenciador de copa giratoria, o© (2) hasta homogeneidad
por SDS-PAGE en condiéiones no reductoras o reductoras
mediante el wuso de tincién de azul Coomassie o, con
preferencia, de plata. El polipéptido aislado incluye
polipéptido en situ dentro de células recombinantes, dado
gue al menos un componente del ambiente natural del
polipéptido 1IL-17 no estard presente. En condiciones
ordinarias, sin embargo, se preparard el polipéptido
aislado mediante al menos una etapa de purificacién.

Tal como se usa en la presente, “obesidad” se refiere
a una condicién por la cual un mamifero tiene un Indice de

masa corporal (IMC}, el cual se calcula por el peso (kg)
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por la altura? (metros), de al menos 25,0.
Convencicnalmente, las personas con peso normal tienen un
IMC de 19,9 a menos de 25,9. La obesidad asociada con
resistencia a insulina se incluye especificamente dentro de
esta definicidn.

“Resistencia a insulina” o un “trastorno de
resistencia a insulina” o wuna T“actividad resistente a
insulina” es una enfermedad, condicién patoldgica o©
trastorno gque resulta de wuna falla de la respuesta
metabdlica normal de los tejidos periféricos
(insensibilidad) a la accién de insulina exogena, es decir,
es una condicién en la cual la presencia de insulina
produce una respuesta bioldgica subnormal. En términos
clinicos, hay resistencia a insulina cuando los niveles de
glucosa en sangre normales o elevados persisten frente a
niveles normales o elevados de insulina. Representa, en
esencia, una inhibicién de la sintesis de glucégeno, por lo
cual la sintesis de glucégeno basal o estimulada por la
insulina, o ambas, se reducen por debajo de los niveles
normales. La resistencia a insulina Jjuega u papel
importante en la diabetes tipo 2, tal como se demuestra por
el hecho de que la hiperglucemia presente en la diabetes
tipo 2 en ocasiones se puede revertir con la dieta o la
pérdida de pesoc suficiente, en apariencia, pare restablecer
la sensibilidad de los tejidos periféricos a la insulina.
El término incluye la tolerancia anormal a la glucosa, asi
como los muchos trastornos en los cuales la resistencia a
insulina juega un papel clave, tales como obesidad,
diabetes mellitus, hiperandrogenismo ovarico e

hipertensioén.
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“Diabetes mellitus” se refiere a un estado de
hiperglucemia crénica, es decir, exceso de azucar en la
sangre, como consecuencia de una falta relativa o absoluta
de accién de 1la insulina. Hay tres tipos béasices de
diabetes mellitus, tipo I o diabetes mellitus dependiente
de insulina {IDDM), tipo II o diabetes mellitus no
insulinodependiente (NIDDM), y tipe A de resistencia a
insulina, si bien el tipo A es relativamente infrecuente.
Los pacientes con diabetes de tipo I o de tipo II pueden
hacerse insensibles a los efectos de la insulina exégena z
través de diversos mecanismos. La resistencia a insulina de
tipo A es el resultado de mutaciones en el gen receptor de
insulina o de defectos en los sitios posteriores al
receptor de accién critica para el metabolismo de la
glucosa. Los sujetos diabéticos pueden ser facilmente
reconocidos por el médico, y se caracterizan por la
hiperglucemia, el deterioro de la tolerancia a la glucosa,
la hemoglobina glucosilada vy, en algunas Iinstancias,
cetocacidosis asociada con traumatismo o enfermedad.

“Diabetes mellitus no insulinodependiente” o “NIDDM”
se refiere a diabetes tipe II. Los pacientes con NIDDM
tienen una concentracién anormalmente elevada de glucosa
sanguinea en ayunas y retraso de la captacién celular de
glucosa después de las comidas o después de una prueba de
diagnéstico denominada prueba de tolerancia a glucosa. La
NIDDM se diagnostica sobre la base de criterios reconocidos
(American Diabetes Association, Physician's Guide to
Insulin-Dependent (Type 1) Diabetes, 1988; American
Diabetes Association, Physician's Guide to no Insulin-

Dependent (Type II) Diabetes, 1988).
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Los sintomas y las complicaciones de la diabetes que
se desea tratar como trastorno definide en la presente
incluyen hiperglucemia, control insatisfactorio de la
glucemia, cetoacidosis, resistencia a insulina, niveles
elevados de hormona de crecimiento, niveles elevados de
hemoglobina glucosilada y productos finales de avanzada
glucosilacién (AGE), fenémeno del amanecer, perfil lipidico
insatisfactorio, enfermedad vascular (por ejemplo,
aterosclerosis), enfermedad microvascular, trastornos de la
retina (por ejemplo, retinopatia diabética proliferativa),
trastornos renales, neuropatia, complicaciones del embarazo
{por ejemplo, terminacién prematura y defectos de
nacimiento) y similares. Se incluyen en la definicidén de
tratamiento los puntos finales tales como, por ejemplo,
incremento de sensibilidad a la insulina, reduccién de la
dosis de insulina con mantenimiento del control de la
glucemia, disminucién de HbAlc, mejoramiento del control de
la glucemia, reduccién de las complicaciones vasculares,
renales, neurales, retinianos, y otros de la diabetes,
prevencién o reduccién del “fendémeno del amanecer”,
mejoramiento del perfil lipidico, reduccidén de las
complicacicnes del embarazo, y reduccién de la
cetoacidosis.

Una “composicién terapéutica” o “composicién”, tal
como se usa en la presente, se define en que comprende Dkk-
5 y un portador farmacéuticamente aceptable, tal como agua,
minerales, proteinas, y otros excipientes conocidos por los
expertos en la teécnica.

El término “mamifero” a los fines del tratamiento se
refiere a cualquier animal clasificado como mamifero,

incluso sin limitaciones, humanos, roedores, animales
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deportivos, de zooldgico, mascotas y domésticos o de granja
tales como perros, gatos, vacas, ovejas, cerdos, caballos,
y primates no humanos, tales como meonos. Con preferencia
los roedores son ratones o ratas. Con preferencia, el
mamifero es un humaneo, también dencminado en la presente
paciente.

Tal como se usa en la presente, “tratar” describe el
manejo y la atencién de un mamifero con el fin de combatir
cualquiera de las enfermedades o condiciones patolégicas
dirigidas de acuerdo con la presente invencidén, incluso,
sin limitacién, resistencia a insulina, diabetes mellitus,
hiperinsulinemia, hipoinsulinemia, u obesidad e incluye la
administracién para prevenir el inicio de los sintomas o
complicaciones, aliviar los sintomas o complicaciones, o
eliminar las enfermedades o condiciones patolégicas a las
cuales estd dirigida.

A los fines de la presente invencidn, el “tratamientc”
clinico beneficioso o deseado da por resultado la reduccidn
de resistencia a insulina que incluye, sin limitaciones,
alivio de sintomas asociados con resistencia a insulina,
disminucién del grado de los sintomas de resistencia a
insulina, estabilizacién {(es decir, no agravamiento) de los
sintomas de resistencia a insulina (por ejemplo, reduccidn
de requisito de insulina), incremento de la sensibilidad a
insulina y/o la secrecidén de insulina para impedir la falla
de las células de los islotes, y el retraso o freno de la
progresién de la resistencia a insulina, por ejemplo, la
progresidn de la diabetes.

Respecto de la obesidad, el “tratamiento” generalmente
se refiere a reducir el IMC del mamifero a menos de

aproximadamente 25,9, y mantener el peso durante al menos 6
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meses. El tratamiento de preferencia da por resultado una
reduccidén de la ingesta de alimentos o caldrica por parte
del mamifero. RAdemds, el tratamiento en este contexto se
refiere a impedir que ocurra la obesidad si el tratamiento
se administra antes del inicio de la condicidon obesa. El
tratamiento incluye la inhibicién y/o la completa supresidn
de la lipogénesis en mamiferos obesos, es decir, la
excesiva acumulacién de lipidos en las células grasas, la
cual es wuna de las principales caracteristicas de la
obesidad human y animal, asi como la pérdida del peso
corperal total.

Aquellos “en necesidad de tratamiento” incluyen
mamiferos que va padecen el trastorno, asi como los que
tienen tendencia a tener el trastorno, incluso aquellos en
los cuales se desea prevenir el trastorno.

Un “agente para tratar la resistencia a insulina” es
un agente distinto del antagonista de IL-17 gue se usa para
tratar la resistencia a insulina, tales como, por ejemplo,
Dickkopf-5 (Dkk-5} {ver, por ejemplo, la Publicacidn de la
solicitud de los Estados Unidos N.° 2005/0170440), vy
agentes hipoglucemiantes. Los ejemplos de dichos agentes de
tratamiento incluyen insulina (una 0 mas insulinas
diferentes); insulinomiméticos tales como una insulina de
molécula pequefia, por ejemplo, L-783,281; anédlogos de
insulina (por ejemplo, insulina HUMALOG® (Eli Lilly Co.),
insulina Lysgzs, insulina Progrs, © insulina Asppzr © las
descritas, por ejemplo, en las patentes de los Estados
Unidos N.° 5. 149.777 y 5.514.646), o sus fragmentos
fisicldégicamente activos; péptidos relacionados con
insulina (péptide C, GLP-1, f£factor de crecimiento simil

insulina -I (IGE-1), o complejo IGF-1/IGFBP-3) © sus
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andlogos o fragmentos; ergoset; pramlintida; leptina; BAY-
27-9955; T-1095:; antagonistas de inhibider tirosina quinasa
de receptor de insulina; antagenistas de la funcién de TNF-
o; un agente liberador de hormona de crecimiento; amilina o
anticuerpos contra amilina; un sensibilizador de insulina,
tal como compuestos de la familia de glitazonas, incluso
los descritos en la patente de los Estados Unidos N.°
5.753.681, tales como troglitazona, piocglitazona,
englitazona, y compuestos relacionados; Linalel solo o con
Vitamina E (patente de los Estados Unidos N.° 6£.187.333);
mejoradores de la secrecién de insulina tales como
nateglinida {AY-4166), (28)-2-bencil-3-{cis-hexahidro-2-~
isoindolinilcarbonil)propionato de calcio dihidrato
(mitiglinida, KAD-1229), y repaglinida; farmacos de
sulfonilurea, por ejemplo, acetohexamida, clorpropamida,

tolazamida, tolbutamida, glucopiramida y su sal de amonio,

glibenclamida, glibomurida, gliclazida, 1-butil-3-
metanililurea, carbutamida, glipizida, gligquidona,
glisoxepida, glibutiazol, glibuzol, glihexamida,
gliymidina, glipinamiaqa, fenbutamida, tolciclamida,

glimepirida, etc.:; biguanidas ({tales como denformina,
metformina, bufeormina, etc.); inhibidores de a-glucosidasa
(tales como acarbosa, voglibosa, miglitol, emiglitato,
etc.), y tratamientos no tipicos tales como trasplante de
pancreas o reactivos autoinmunes.

Un “agente de pérdida de peso” se refiere a una
molécula de utilidad para el tratamientec o la prevencién de
la obesidad. Dichas moléculas incluyen, por ejemplo,
hormonas (catecolaminas, glucagén, ACTH, y hormona de
crecimiento combinada con  IGF-1); la proteina Ob:

clofibrato; halogenato; cincocaina; clorpromazina; farmacos
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supresores del apetito gque actuan sobre neurctransmisores
noradrenérgicos tales como mazindol y derivados de
fenetilamina, por eiemplo, fenilpropanolamina,
dietilpropiona, fentermina, fendimetrazina, benzfetamina,
anfetamina, metanfetamina y fenmetrazina; farmacos que
actllan sobre neurotransmisores de serotonina tales como
fenfluramina, triptéfano, 5-hidroxitriptéfano, fluoxetina,
y sertralina; faArmacos de accién central tales como
naloxona, neuropéptido-Y, galanina, hormona liberadora de
corticotropina y colecistocinina; un agonista colinérgico
tal comc poridostigmina; un esfingolipido tal como un
liscesfingolipido o sus derivados; farmacos termogénicos
tales como hormona tiroidea; efedrina:; agonistas beta-
adrenérgices; farmacos gue afectan el tracto
gastrointestinal tales como inhibidores de enzimas, por
ejemplo tetrahidrolipostatina, alimentos indigeribles tales
como poliéster de sacarosa, e inhibidores de vaclamiento
géstrico tales como A&cido treoclorocitrico o sus derivados;
agonistas beta-adrenérgicos tales como isoproterenol vy

yohimbina; aminofhilina para incrementar los efectos simil

beta adrenérgicos de yohimbina, un farmacoe blogqueador dz-
adrenérgico tal como clonidina sola ¢ en combinacidén con un
a péptido liberador de hormona de crecimiento; fadrmacos que
interfieren con la absorcién intestinal tales como
biguanidas tales como metformina y fenformina; rellenos de
masa tales como metilcelulosa; farmaces blogqueadores
metabélicos tales comoe  hidroxicitrato; progesterona;
agonistas de <colecistocinina; moléculas pequenas que
simulan cetoacidos; agonistas de hormona liberadora de
corticotropina; un compuesto inhibidor de prolactina

relacionado con ergot para reducir los depdsitos de grasa
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del organismo (patente de los Estados Unidos N.° 4.783.46%
emitida el 8 de noviembre de 1988); beta-3-agonistas;
bromocriptina; antagonistas péptidos opicides; antagcnistas
de neuropéptido Y antagonistas de receptor de
glucocorticoides; agonistas de hormona del crecimiento; sus
combinaciones; etc.

Tal como se usa en la presente, “insulina” se refiere
a cualquiera y todas las sustancias que tienen accidn de
insulina, y se ejemplifican, por ejempio, animal insulina
extraida de péancreas bovino o© porcino, insulina humana
semisintética que es sintetizada enzimdticamente a partir
de insulina extraida de pancreas porcino e insulina humana
sintetizada por técnicas de ingenieria genética gue
generalmente usan E. coli o levaduras, etc. Ademas, la
insulina puede incluir un complejo de insulina-zinc que
contiene aproximadamente 0,45 a 0,% (p/p)% de =zinc,
protamina-insulina-zinc producida a partir de cloruro de
zinc, sulfato de protamina e insulina, etc. La insulina
puede estar en la forma de sus fragmentos o derivados, por
ejemplo, INS-1. La insulina también puede incluir
sustancias simil insulina tales comc L83281 y agonistas de
insulina. Si bien la insulina estd disponible en diversos
tipos tales como de accién superinmediata, de accidn
inmediata, de accién bimodal, de accidn intermedia, de
accién prolongada, etc., estos tipos se pueden seleccionar
en forma adecuada de acuerdo con la condicién del paciente.

Una “composicidn terapéutica”, tal como se usa en la
presente, se define por comprender un antagonista de IL-17
(incluso antagonistas IL-17A y IL-17F) y un portador

farmacéuticamente aceptable, tal como agua, minerales,
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proteinas, y c¢tros excipientes conocidos por los expertos
en la teécnica.

Las expresiones, “antagonista”, “antagonistas de IL-17
(A y/o F)”, “antagonistas de IL-17 (A y/o F)” y similares
dentro del alcance de la presente invencién se entienden
con inclusién de cualquier molécula que interfiere con la
funcién de IL-17, tal comc IL-17A y/o IL-17F, © gque bloguea
0 neutraliza una actividad relevante de IL-17 (tal como IL-
178 y/o F), por cualguier medio, segin la indicacidén
tratada. Puede prevenir la interaccidén entre IL-17 {incluso
IL-17 y IL-17F) y uno o m&s de sus receptores. Dichos
agentes logran este efecto de diversas maneras. Por
ejemplo, la clase de antagonistas gque “neutralizan” una
actividad de IL-17 se fijan a IL-17, o a un receptor de IL-
17, con suficiente afinidad y especificidad para interferir
con IL-17 tal como se define més adelante. Un anticuerpo
“que fija” IL-17, ¢ un receptor de IL-17 ({por ejemplc IL-
17Rc), es una capaz de fijar dicho antigeno suficiente
afinidad para que el anticuerpc sea Util como agente
terapéutico dirigido contra una célula que expresa el
receptor IL-17 o IL-17. El término “antagonista de IL-17"
se usa en referencia a cualgquiera y todos los antagonistas
de TL-17A, IL-17F y IL-17A/F.

Se incluyen en este grupo de antagonistas, por
ejemplo, los anticuerpos dirigides contra IL-17 o sus
porciones, reactivos con IL-17, o un receptor de IL-17 o
sus porciones, con inclusién especificamente de los
anticuerpos contra IL-17A y/o IL-17F y IL-17Rc. El término
también incluye cualquier agente que pueda interferir con
la sobreproduccién de IL-17A y/o IL-17F o antagonizar al

menos un receptor de IL-17 (por ejemplo IL-17A y/¢ IL-17F),
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tal como IL-17Rc. Dichos antagonistas pueden estar en la
may forma de hibridos quiméricos, de utilidad para combinar
la funcién del agente con una proteina portadora a fin de
incrementar la vida media sérica del agente terapéutico o
conferir tolerancia cruzada de especies. En consecuencia,
los ejemplos de dichos antagonistas incluyen moléculas
bicorganicas (por ejemplo, peptidomiméticos), anticuerpos,
proteinas, péptidos, glucoproteinas, glucopéptidos,
glucolipidos, polisacaridos, oligosacaridos, acidos
nucleicos, agentes farmacolégicos y sus metabolitos,
secuencias de control de transcripcién y traduccién, vy
similares. En una forma de realizacion preferida, el
antagonista es un anticuerpo dque tiene las propiedades
deseadas de fijacién de IL-17A y/o IL-17F, y de prevencion
de su interaccién con un receptor, con preferencia IL-17Rc.

£l término “anticuerpo” se usa en el sentido més
amplio y cubre especificamente, por ejemplo, anticuerpos
monoclonales aislados anti-IL-17A/F o anti-IL17A o anti-IL~-
17F {incluso anticuerpos agonistas, antagonistas y
neutralizantes), las correspondientes composiciones de
anticuerpc con especificidad poliepitépica, anticuerpos
policlonales, anticuerpos de cadena unica, y fragmentos de
anticuerpo (ver mas adelante) siempre gque exhiban la
actividad biolégica o inmunolégica deseada.

La unidad béAsica de anticuerpo de cuatro cadenas es
una glucoproteina heterotetramérica compuesta por dos
cadenas idénticas livianas (L) y dos cadenas idénticas
pesadas (H) (un anticuerpo IgM consiste de 5 de las
unidades basicas heterotetraméricas junto con un
polipéptido adicional denominado cadena J, y en

consecuencia contiene 10 sitios de fijacidn del antigeno,
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mientras gque los anticuerpos IgA secretados se pueden
polimerizar para formar ensamblados polivalentes due
comprenden 2-5 de las unidades bdsicas de cuatro cadenas
junto con la cadena J). En el caso de IgG, la unidad de
cuatro cadenas es de general aproximadamente 150.000
dalton. Cada cadena L estd ligada a una cadena H mediante
un enlace disulfuro covalente, mientras que las dos cadenas
H estdan ligadas entre si por uno o mas enlaces disulfuro
segin el isotipo de cadena H. Cada cadena H y L también
presenta puentes disulfuro Iintracatenarios a espacios
regulares. Cada cadena H tiene en el terminal N un dominio
variable (Vy) seguido de tres dominios constantes (Cy) para

cada una de las cadenas a v ¥ y cuatro dominios Cy para los

isotipos p y &. Cada cadena L tiene en el N terminal, un
dominio variable (Vi) seguido de un dominio constante (Ci)
en el otro extremo. El V, se alinea con el Vy y el Cp se
alinea con el primer dominio constante de la cadena pesada
(Cy1). Se cree que residuos particulares de aminoAcidos
forman una interfaz entre los dominios variables de las
cadenas livianas y las cadenas pesadas. El apareamiento de
Vy v Vi forma en conjunto un sitioc Unico de fijacién del

antigeno. Para la estructura y las propiedades de las

diferentes clases de anticuerpos, ver, por ejemplo, Basic

and Clinical Immunology, B° edicidén, Daniel P. Stites, Abba

I. Terr y Tristram G. Parslow (eds.), 2appleton & Lange,
Norwalk, Conn., 1994, pagina 71 y Capitulo 6.

La cadena L proveniente de cualquier especie de
vertebrado se asigna a uno de dos tipos claramente
diferenciados, denominados kappa y lambda, scobre la base de
las secuencias de aminodcidos de sus dominios constantes.

Segin la secuencia de aminoécidos del dominio constante de
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sus cadenas pesadas (Cy), las inmunoglobulinas se pueden
asignar a diferentes clases o isotipos. Hay cinco clases de
inmunogliobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG, e IgM, gque tienen
cadenas pesadas designadas o, 3, E, Y, Y H,

respectivamente. ZLas clases ¥ y o estén subdivididas en
subclases sobre la base de diferencias relativamente
menores de la secuencia y la funcién de Cy, por ejemplo,
los humanos expresan las siguientes subclases: IgGl, IgGZ,
IgG3, IgG4, IghAl e Igh2Z.

El término “variable” se refiere al hecho de que
ciertos segmentos de los dominios variables difieren
extensamente en secuencia entre los anticuerpos. El dominio
Vv media la fijacién al antigeno y define la especificidad
de un anticuerpo particular por su antigenc particular. Sin
embargo, la variabilidad no est4 distribuida en forma
uniforme a través del espectro de 110 aminocédcidos de los
dominios variables. En cambio, las regiones V consisten de
porciones relativamente invariables denominadas regiones
marco {FR) de 15-30 aminodcidos, separadas por regiones mas
cortas de extrema variabilidad denominadas “regiones
hipervariables” gue miden cada una 9-12 aminodcidos de
longitud. Los dominios variables de las cadenas pesadas vy
livianas nativas comprenden cada uno cuatre FR, que por lo
general adoptan una configuracién de lamina beta,
conectadas por tres regiones hipervariables, las cuales
forman giros que conectan, y en algunos casos forman parte
de la estructura de lémina beta. Las regiones
hipervariables de cada cadena se mantienen unidas en
estrecha proximidad mediante las FR y, con las regiones
hipervariables provenientes de la otra cadena, contribuyen

a la formacién del sitio de fijacién del antigeno de los
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anticuerpos (ver Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5° Ed. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)). Los
dominios constantes no intervienen directamente en la
fijacidén de un anticuerpc a un antigeno, pero exhiben
diversas funciones efectoras, tales como la participacién
del anticuerpo en la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo (ADCC).

El término “regién hipervariable” cuando se usa en la
presente se refiere a los residucs de amincacidos de un
anticuerpo gque son responsables de la unidén con el
antigeno. La regidn hipervariable generalmente comprende
residuos de aminodcidos provenientes de una “regién
determinante de complementariedad” o “CDR” (por ejemplo
alrededor de aproximadamente los residuos 24-34 (Ll), 50-56
{LZ) y 89-97 (L3) en V., y alrededor de aproximadamente 1-
35 (H1}, 50-65 (H2) y 95-102 (H3) en Vs; Kabat et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5° Ed.
Public Health Service, National Institutes of ﬁealth,
Bethesda, Md. (1991)) vy/o 1los residuos de un “giro
hipervariable” (por ejemplo los residuos 26-32 (L1), 50-52
(L2} y 91-96 (L3) en Vi, y 26-32 (H1l), 53-55 (H2) y 96-101
(H3} en Vy; Chothia y Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917
(1987)) .

La expresidn “anticuerpo monoclenal” tal como se usa
en la presente se refiere a un anticuerpo obtenido de una
poblacidon de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es
decir, los anticuerpos individuales gque comprenden la
poblacién son idénticos excepto respecto de posibles
mutaciones que ocurren naturalmente, Jue pueden estar

presentes en cantidades menores. Los anticuerpos
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monoclonales son altamente especificos, vy estan dirigidos
contra un unico sitio antigénico. Ademds, en contraste con
las preparaciones de anticuerpos policlonales, gque incluyen
diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes
determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal esta
dirigido contra un unico determinante en el antigeno.
Ademis de su especificidad, los anticuerpos monoclonales
son ventajosos en cuanto a que se pueden sintetizar sin
contaminaciones de otres anticuerpos. Dicho anticuerpo
monoclonal generalmente incluye un anticuerpo que comprende
una regidén variable gue se fija a un blanco, en donde el
anticuerpoc se obtiene por un proceso gque incluye la
seleccidén del anticuerpo de una pluralidad de anticuerpos.
Por ejemplo, el proceso de seleccidén puede ser la seleccién
de un clon singular dentro de una pluralidad de clones,
tales como un pool de clones de hibridoma, clones de fago o©
clones de ADN recombinante. Se debe entender que el
anticuerpc seleccionade también se puede alterar, por
ejemplo, para mejorar la afinidad por el objetivo, para
humanizar el anticuerpo, para mejorar su produccién en
cultivos celulares, para reducir su inmunogenicidad in
vivo, para c¢rear un anticuerpo multiespecifico, etc., y que
un anticuerpo que comprende la secuencia alterada de la
regidén variable es también un anticuerpo monoclonal de la
presente invencidén. Ademads de su especificidad, las
preparaciones de anticuerpo monoclonal son ventajosas en
cuanto a que generalmente no estan contaminadas con otras
inmunoglobulinas. El1 modificador “monoclonal” indica el
cardcter del anticuerpe por ser obtenido de una poblacién
de anticuerpos sustancialmente homogéneos, y no se debe

interpretar como que requiere la produccidén del anticuerpo
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por cualguier método particular. Por ejemplo, los
anticuerpos monoclonales usados de acuerdo con la presente
invencién se pueden fabricar por diversas técnicas, incluso
el método del hibridoma (por ejemplo, Kohler et al.,
Nature, 256:495 (1975); Harlow et al., Antibodies: A
Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2°
ed. 1988); Hammerling et al., en: Monoclonal antiobodies
and T-Cell Hybridomas 563-681, (Elsevier, N. Y., 1981),
métodos de ADN recombinante (ver, por ejemplo, la patente
de los Estados Unidos N.° 4.816.567), tecnologias de
disposicién de fagos (ver, por ejemplo, Clackson et al.,
Nature, 352:624-628 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol.,
222:581-597 (1991); Sidhu et al., J. Mol. Biol. 338B(Z2):29%9-
310 (2004); Lee et al., J. Mol. Biecl. 340(5):1073-1093
(2004); Fellouse, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 101(34):12467-
12472 (2004); y Lee et al. J. Immunol. Methods 284(1-
2):119-132 (2004) vy tecnologias para la produccidén de
anticuerpos humanos o simil human de animales que tienen
partes ¢ la totalidad de los loci de las inmunoglobulinas
humanas 0 genes que codifican secuencilas de
inmunoglobulinas humanas (ver, por ejemplo, los documentos
WO 98/24893, WO/963409¢6, WC/9633735, y  WO/9110741,
Jakobovits et al., Proc. WNatl. Acad. Sci. UsSa, 90:2551
(1993); Jakobovits et al., WNature, 362:255-258 (1%893);
Bruggemann et al., Year in Immuno., 7:33 (1983):; las
patentes de los Estados Unidos N.° 5.545.806. 5.569.825.
5.591.669 (todas de GenPharm); 5.545.807; el documento WO
87/17852, las patentes de los Estados Unidos N.° 5.545.807;
5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; y 5.661.016, y
Marks et al., Bio/Technology, 10: 778-783 (1992); Lonberg
et al., Nature, 368: B56-859 (1994); Morrison, Nature, 368:
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B12-813 (1994); Fishwild et al., Nature Bilotechnology, 14:
845-851 {1996}); Neuberger, Nature Biotechnology, 14: 826
(1996); vy Lonberg y Huszar, Intern. Rev. Immunol., 13: 65-
83 (1995).

Los anticuerpos menoclonales en la presente incluyen
anticuerpos “quiméricos” en los cuales una porcidén de la
cadena pesada v/o la cadena liviana es idéntica u hombéloga
a las correspondientes secuencias en anticuerpos derivados
de una especie particular o pertenecientes a un anticuerpo
de una clase o subclase particular, mientras gue el resto
de la{(s) cadena (s) es idéntica u homdéloga a las
correspondientes secuencias en anticuerpos derivados de
otra especie o pertenecientes a un anticuerpo de otra clase
o subclase particular, asi como fragmentos de dichos
anticuerpos, siempre que exhibkan la actividad bioldgica
deseada (ver la patente de los Estados Unidos N.°
4.816.567; y Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
81:6851-6855 (1984)). Los anticuerpos gquiméricos de interés
en la presente incluyen anticuerpos “primatizadeos” gue
comprenden secuencias de dominio variable fijadoras de
antigeno derivadas de un primate no humano (por ejemplo
mono del viejo mundo, simio etc.), y las secuencias de la
regidén constante humana.

Un anticuerpe “intacto” es aguel gque comprende un
sitio fijador del antigenc asi c¢omo una Cp ¥ al menos
dominios constantes de la cadena pesada, CH1l, CH2 y CH3.
Los dominios constantes pueden ser dominios constantes de
la secuencia nativa (por ejemplo dominios constantes de la
secuencia nativa humana) o la secuencia variante de
aminoacidos correspondiente. Con preferencia, el anticuerpo

intacto tiene una © mas funciones efectoras.
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Los “fragmentos de anticuerpo” comprenden una porcidn
de un anticuerpo intacto, con preferencia la regién
fijadora de antigenc o variable del anticuerpo intacto. Los
ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen Fab, Fab',
Flab'),, v los fragmentos Fv; diacuerpos:; anticuerpos
lineales (ver la patente de 1los Estados Unidos WNW.°
5.641.870, Ejemplo 2; Zapata et al., Protein Eng. 8(10):
1057-1062 [1995]); moléculas de anticuerpo monecatenarias;
y anticuerpos multiespecificos formados a partir de
fragmentos de anticuerpe. En una forma preferida de
realizacién, el fragmento es “funcional”, es decir, retiene
cualitativamente la capacidad del correspondiente
anticuerpe intacte para fijar los polipéptidos IL-17A y IL-
17F objetivos y, si el anticuerpo intacto también inhibe la
actividad biolégica o funcién de IL-17A/F, también retiene
cualitativamente dicha propiedad inhibitoria. La retencién
cualitativa significa gque se mantiene el tipo de la
actividad, pero el grado de afinidad de unidén y/o actividad
puede diferir.

La digestién con papaina de los anticuerpos produce
dos fragmentos fijadores de antigeno idénticos, denominados
fragmentes “Fab”, y un fragmento residual ™“F¢”, una
designacién gque refleja la capacidad para cristalizad
facilmente. E1l fragmento Fab consiste de toda una cadena L
ademas del dominio de la regién variable de la cadena H
(Vg), v el primer dominio constante de una cadena pesada
(Ca1) . Cada fragmento Fab es monovalente con respecto a la
fijacién del antigeno, es decir, posee un unice sitio
fijador del antigeno. El tratamiento con pepsina de un
anticuerpo produce un unico fragmentco grande F(ab'); que a

groso modo se corresponde con dos fragmentos Fab unidos por
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enlaces disulfuro que tienen actividad fijadora de antigeno
divalente y aun es capaz de formar enlaces cruzados con el
antigeno. Los fragmentcs Fab' difieren de los fragmentos
Fab por tener pocos residuos adicionales en el terminal
carboxilo del dominio Cy; incluso una 1 mas c¢isteinas
provenientes de la regién bisagra del anticuerpo. Fab'-SH
es la designacién en la presente para Fab’', en donde el ({os)
residuo({s) de cisteina de los dominios constantes portan un
grupo ticl libre. Los fragmentos F(ab'); de anticuerpo
originalmente se producian como pares de fragmentos Fab'
que tenian cisteinas de bisagra entre ellos., También se
conocen otros acoplamientos de fragmentos de anticuerpo.

El fragmento Fc comprende las porciones
carboxiterminales de ambas cadenas H gque se mantienen
unidas mediante disulfuros. Las funciones efectoras de los
anticuerpcs se determinan mediante las secuenclas de la
regién Fc, en donde dicha regién también es la parte
reconocida por los receptores Fc (FcR) que se encuentra en
ciertos tipos de células.

“Fv” es el minimo fragmento de anticuerpo que contiene
un sitio de reconocimiente y de fijacién del antigeno
completo. Este fragmento consiste de un dimero de un
dominio de regién variable de cadena pesada y un dominio de
regidn variable de cadena liviana en estrecha asociacién no
covalente. Del plegamiento de estos dos dominios emanan
seis giros hipervariables {3 giros de cada una de las
cadenas H y L) que contribuyen con los residuos de
aminoécidos en la fijacién del antigeno y <confieren
especificidad de fijacién del antigeno al anticuerpc. Sin
embargo, incluso un dominio variable aislado (o la mitad de

un Fv gue comprende s6lo tres CDR especificos para un
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antigeno) tiene capacidad para reconocer y fijar el
antigenc, aungue con menor afinidad que la totalidad del
sitic de unién.

“Fv monocatenario” también abreviado “sFv” o “scFv”
son fragmentos de anticuerpo gue comprenden los dominios Vg
y V. de anticuerpo conectados en una unica cadena de
polipéptidos. Con preferencia, el polipéptido sFv también
comprende un ligador de polipéptido entre los dominios Vy ¥y
V., lo cual permite al sFv formar la estructura deseada
para la fijacién del antigeno. Para una revisién de sFv,
ver Pluckthun en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies,
vol. 113, Rosenburg y Moore eds., S3pringer-Verlag, Nueva
York, pp. 269-315 (1994); Borrebaeck 1295, infra.

El términoc “diacuerpos” se refiere a pequefios
fragmentos de anticuerpo preparadas al construlr fragmentos
sFv (ver el parrafo precedente) con ligadores cortos
(aproximadamente 5-10 residuos) entre los dominios Vg y Vi
de manera tal gue se logra el apareamiento intercatenario
pero no intracatenario de los dominios V, lo cual da por
resultado un fragmente bivalente, es decir, un fragmento
gque tiene dos sitios fijadores de antigeno. Los diacuerpos
blespecificos son heterocdimeros de dos fragmentos sFv “de
cruzamiento” en los cuales los dominios Vy y Vi de los dos
anticuerpos se encuentren en diferentes cadenas de
polipéptidos. Los diacuerpos se describen mas
completamente, por ejemplo, en los documentos EP 404,097;
WO 93/11161; vy Hollinger et al., Proc. NWatl. Acad. 3ci.
USA, ©90:6444-6448 (1993).

Las formas “humanizadas” de los anticuerpes no humanos
{por ejemplo, roedores) scon anticuerpos quiméricos que

contienen minimas secuencias derivadas del anticuerpo no
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humano. En su mayor parte, los anticuerpos humanizados son
inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor}) en el cual
los residuos provenientes de una regidén hipervariable del
receptor estdn reemplazados por residuos provenientes de
una regidn hipervariable de una especie no humana
(anticuerpo donante} tal como ratdén, rata, conejo o primate
no humanc gue tiene la especificidad, 1la afinidad y la

capacidad adecuada del anticuerpo. En algunas instancias,

los residuos de la regidén de marco {FR) de 1a
inmunoglobulina humana 50n reemplazados por los
correspondientes residuos no humanos. Ademas, los

anticuerpos humanizados pueden comprender residuos gue no
se encuentran en el anticuerpo del receptor o en el
anticuerpo del donante. Estas modificaciones se realizan
para refinar aun mas el desempefic del anticuerpe. En
general, el anticuerpc humanizado comprende sustancialmente
la totalidad de al menos uno, y generalmente dos dominios
variables, en los cuales la totalidad o sustancialmente 1la
totalidad de los giros hipervariables se corresponden a los
de una inmunoglobulina no humana y la totalidad o
sustancialmente la totalidad de los FR son les de una
secuencia de inmuncglobulina  humana. El anticuerpo
humanizado opcionalmente también comprende al menos una
porcién de una regidn constante de inmunoglobulina (F¢),
generalmente la de una inmunoglobulina humana. Para mas
detalles, wver Jones et al., Nature 321:522-525 (1986);
Riechmann et al., WNature 332:323-329% {(1988); vy Presta,
Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-5%6 (1992).

La expresién “anticuerpo multiespecifico” se usa en el
sentido mas amplio y cubre especificamente un anticuerpo

gque comprende un dominio variable de cadena pesada (Va) vy
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un dominio variable de cadena 1liviana (Vy), en donde la
unidad VgV; tiene especificidad poliepitépica (es decir, es
capaz de fijarse a dos epitcopos diferentes en una molécula
biolégica o <cada epitopo en una molécula biolégica
diferente). Dichos anticuerpos multiespecificos incluyen,
sin limitaciones, anticuerpos de longitud total,
anticuerpos que tienen dos ¢ mds dominios Vi, ¥ Vg,
fragmentos de anticuerpo tales come Fab, Fv, dsFv, scFv,
diacuerpos, diacuerpos Yy triacuerpos biespecificos,
fragmentos de anticuerpo que se han ligado en forma
covalente o no covalente.

“Especificidad poliepitédpicoe” se refiere a la
capacidad para ligarse especificamente a dos o mds epitopos
diferentes en el mismo o diferente(s) objetivo(s).

“Monoespecifico” se refiere a la capacidad para
fijarse sélo a mads de un epitopo. De acuerdo con una forma
de realizacién, el anticuerpo multiespecifico en una forma
de IgGl se fija a cada epitopo con una afinidad de 5 uM a
0,001 pM, 3 uM a 0,001 pM, 1 uM a 0,001 pM, 0,5 uM a 0,001
pPM ¢ 0,1 M a 0,001 pM.

Un ‘“anticuerpo con reaccicnes cruzadas” es un
anticuerpo gue reconoce epitopos idénticos o similares en
més de un antigeno. En consecuencia, los anticuerpos con
reacciones cruzadas de la presente invencidn reconocen
epitopos 1idénticos o similares presentes en IL-17A y IL-
17F. En una forma particular de realizacidén, el anticuerpo
con reacciones cruzadas usa el mismo o esencialmente el
misme paratopo para fijarse a IL-172 vy IL-17F. Con
preferencia, el anticuerpo con reacciones cruzadas en la
presente también blogquea la funcién de IL-17A y IL-17F

{actividad) .
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El término “paratope” se usa en la presente para
referirse a la parte de un anticuerpo gque se fija a un
antigeno cbjetivo.

Un “anticuerpo dependiente de especie” por ejemplo, un
anticuerpo de mamiferc anti-IL-17A/F, es un anticuerpoc que
tiene una afinidad de unién mas fuerte por un antigeno
proveniente de una especie de mamiferoc que la por un
homdélogo homologue de dicho antigeno proveniente de una
segunda especie de mamifero. Normalmente, el anticuerpo
dependiente de especie “se fija especificamente” a un
antigeno humano (es decir, tiene un valor de afinidad de
unién {Kd) no superior a aproximadamente 1 x 1077 M, con
preferencia no superior a aproximadamente 1 x 10°® M y con
mayor preferencia no superior a aproximadamente 1 x 107° M)
pero tiene afinidad de unién por un homdélogo del antigeno
de una segunda especie de mamifero no humanc que es al
menos aproximadamente 50 veces, ¢ al menos aproximadamente
500 veces, o al menos aproximadamente 1000 veces mas débil
que su afinidad de wunidén por el antigeno humano. El
anticuerpo dependiente de especie puede ser de cualquiera
de los diversos tipos de anticuerpo definidos con
anterioridad, pero <c¢on preferencia es un anticuerpo
humanizado o humano.

Un anticuerpo “que se fija” a un antigeno de interés,
es uno que se fija al antigenc con suficiente afinidad para
que el anticuerpo sea util como agente de diagnéstico y/o
terapéutico al dirigirse a 1la células o el tejido que
expresa el antigeno, y no forma significativamente
reacciones c¢ruzadas con otras proteinas. En dichas formas
de realizacidén, el grado de fijacidén del anticuerpo a una

proteina “non objetivo” serd inferior a aproximadamente el
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10% de la fijacién del anticuerpo a su proteina objetivo
particular, segun se determina por andlisis de
clasificacién de células activadas por fluorescencia (FACS)
o por radiocinmunoprecipitacién (RIA). Con respecto de la
fijacién de un anticuerpo a una molécula objetiveo, el
término “unién especifica” o “fijacion especifica a” o es
“especifico para” un polipéptido particular o un epitopo
con un objetivo de polipéptido particular significa la
unién que es mediblemente diferente de una interaccién no
especifica. La wunién especifica se puede medir, por
ejemplo, al determinar la unién de una molécula comparada
con la unién de una molécula control, la cual generalmente
es una molécula de estructura similar gue no tiene
actividad de fijacién. Por ejemplo, se puede determinar la
unién especifica por competencia con una molécula control
que es similar al objetivo, por ejemplo, un exceso de un
objetivo no rotulado. En este caso, se indica la unioén
especifica si la fijacién del objetivo rotulado a una sonda
estd inhibida competitivamente por un exceso del objetivo
rotulado. El término “unién especifica” o “fijacidn
especifica a” o es “especifico para” un polipéptido
particular o un epitope en un objetivo de polipéptido
particular tal como se usa en la presente puede ser
exhibido, por ejemplo, por una molécula gue tiene una Kd

para el objetivo de al menos aproximadamente 107% M,

alternativamente al menos aproximadamente 10°° M,
alternativamente al Menos aproximadamente 1076 M,
alternativamente al menos aproximadamente 1077 M,
alternativamente al menos aproximadamente 1078 M,
alternativamente al mencs aproximadamente 107° M,
alternativamente al menos aproximadamente 107" M,
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alternativamente al menos aproximadamente  107*' M,
alternativamente al menos aproximadamente 107 M, o mayor.
En una forma de realizacién, el término "unidn especifica”
se refiere a una unién en la cual una molécula se fija a un
polipéptido particular o epitopo en un polipéptido
particular sin fijarse sustancialmente a cualguier otro
polipéptido ¢ epitopo de polipéptido. En formas preferidas
de realizacién, la afinidad especifica de unién es al menos
de aproximadamente 10°'% M.

Las “funciones efectoras” de un anticuerpe se refieren
a las actividades biolégicas atribuibles a la regidn Fc
(una regién Fc de secuencia nativa o una secuencia de
aminodcidos de una regién variante de Fc) de un anticuerpo,
y varian con el isotipo del anticuerpo. Los ejemplos de
efectos y funcicnes del anticuerpo incluyen: fijacidén de
Clg y citotoxicidad dependiente del complemento; fijacidn
del receptor de Fc; citotoxicidad dependiente de anticuerpo
mediada por células (BADCC); fagocitosis; regulacién hacia
debajo de los receptores de superficie celular (por
ejemplo, receptor de células B); y activacién de células B.

“Citotoxicidad dependiente de anticuerpe mediada por
células” o “ADCC” se refiere a una forma de citotoxicidad
en la cual la Ig secretada ligada a los receptores de Fc
{FcR) presenten en ciertas c¢élulas cltotéxicas {por
ejemplo, las células Natural Killer (NK), neutrédfilos, vy
macréfagos) permiten a estas células efectoras citotédéxicas
fijarse especificamente a una célula objetivo portadora de
antigeno v luego eliminar la células objetive mediante
citotoxinas. El1 ‘“brazo” de anticuerpo de las células
citotdoxicas es un requerimiento absolute para dicha

eliminacidédn. Las células primarias para mediar ADCC, las
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células NK, s6lo expresan FcyRIII, mientras gque los
monocitos expresan FcyRI, FeyRII y FoyRIII. La expresidn de
FcR en las células hematopoyéticas se resume en la Tabla 3
de la pagina 464 de Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immuncl.
9:457-92 (1991). Para evaluar la actividad ADCC de una
molécula de interés, se puede realizar un ensayo de ADCC in
vitro, tal como el descrito en las patentes de los Estados
Unidos Nros. 5.500.362 6 5.821.337. Las células efectoras
utiles para analizar incluyen c¢élulas mononucleares de
sangre periférica (PBMC) y células Natural Killer (NK).
Alternativamente, o© ademds, la actividad de ADCC de la
molécula de interés puede ser evaluada in vivo, por
ejemplo, en un moleo animal tal como el descrito en Clynes
et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:652-656 (1998).

El “receptor de Fc” ¢ "“FcR” describe un receptor gue
se fija a la regién Fc de un anticuerpo. El FcR preferido
es un FcR humano de secuencia nativa. Ademas, un FcR
preferido es uno gque se fija a un anticuerpo IgG (un

receptor gamma) e incluye receptores de las subclases

FcyRI, FcyRII y FeyRITI, incluso las variantes alélicas y

alternativamente las formas empalmadas de estos receptores.
Los receptores FcyRII  incluyen FcyRIIA {(un “receptor

activador”) y Fcy RIIB (un “receptor inhibidor”), los
cuales tienen secuencias de aminodcidos similares gque
difieren principalmente en sus dominios citoplasmaticos. El
receptor activador FcyRIIA contiene un motivo de activacidn
basado en un inmunorreceptor de tiresina (ITAM) en su
dominio citoplasmatico. El1 receptor inhibidor FcvyRIIB
contiene un motivo de inhibicién basado en un
inmunorreceptor de tirosina (ITIM) en su dominio

citoplasmatico. (ver la revisién M. en Daeron, Annu. Rev.
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Immunol. 15:203-234 (1997)). Los FcR son revistos en
Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immuncl. 9:457-4%2 (1991);
Capel et al., Immunomethods 4:25-34 (1994}; y de Haas et
al., J. Lab. Clin. Med. 126:330-41 (1985). Otros FcR,
incluso los identificados en el futuro, estidn abarcados por
el términe “FcR” en la presente. El términc también incluye
el receptor neonatal, FcRn, el cual es responsable de la
transferencia de IgG maternos al feto (Guyer et al., J.
Immunol. 117:587 (1976) y Kim et al., J. Immunol. 24:249
{1994)) .

Las “células efectoras humanas” son leucocitos que

expresan uno o mas FcR y realizan funciones efectoras. Con

preferencia, las células expresan al menos FcyRIII vy
realizan funciones efectoras de ADCC. Los ejemplos de
leucocites humanos gque median ADCC incluyen las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC), las células
natural killer (NK), los monocitos, las células T
citotdxicas y los neutrdfilos: con preferencia por las PBMC
y las células NK. Las células efectoras se pueden aislar de
una fuente nativa, por ejemplo, de la sangre.

La “citotoxicidad dependiente del complemento” o “CDC”
se refiere a la lisis de una célula objetivo en presencia
de complemento. La activacién de la wvia clésica del
complemento se inicia por la fijacidén del primer componente
del sistema del complemento (Clg) a los anticuerpos {(de la
subclase adecuada) los cuales estan unidos a su antigeho
cognado. Para evaluar la activacién del complemento, se
puede realizar un ensayo de CDC, por ejemplo, tal comeo se
describe en Gazzano-Santoro et al., Immuncl. Methods
202:163 (19296} .
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Los términos “neutralizar” y “neutralizar la actividad
de” se usan en la presente con el significado, por ejemplo,
de bloguear, impedir, reducir, contrarrestar la actividad,
o transformar en ineficaz la IL-17 (por ejemplo IL-17A y/o
IL-17F) por cualquier mecanismo. En consecuencia, el
antagonista puede impedir un proceso de fijacién necesario
para la activacién de IL-17.

Por “anticuerpo neutralizante” se entiende una
molécula de anticuerpo definida como en la presente que es
capaz de bloguear o reducir significativamente una funcién
efectora de IL-17 (incluso IL-17A y/o IL-17F). Por ejemplo,
un anticuerpo neutralizante puede inhibir o reducir la
capacidad de IL-17 ({por ejemplo IL-17A y/o IL-17F} para
interactuar con un receptor de IL-17, tal comc IL-17RcC.
Alternativamente, el anticuerpo neutralizante puede inhibir
o reducir la capacidad de IL-17 para bloquear la via de
sefiales del receptor IL-17. El anticuerpo neutralizante
también puede fijarse inmunoespecificamente a IL-17 en un
inmunoensayoc para la actividad de IL-17. Es caracteristico
del “anticuerpo neutralizante” de la invencién que retiene

su actividad funcional situacicones in vitro e in vive.

B. Descripcidén detallada

1. Usos terapéuticos

La resistencia a insulina es una condicién patoldgica
en la cual la presenclia de insulina produce una respuesta
biclégica subnormal. En términos clinicos, la resistencia a
insulina eété presente cuando los niveles normales o
elevados de glucosa sanguinea persisten frente a niveles
normales o elevados de insulina. En esencia representa una

inhibicién de la sintesis de glucdgenc, por lo cual 1la
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sintesis de glucbégeno basal o estimulada por insulina, o
ambos, estdn reducidos por debajo de los niveles normales.
La resistencia a insulina Jjuega un papel importante en la
diabetes tipo 2, tal como se demuestra por el hecho de que
la hiperglucemia presente en la diabetes tipo 2 en
ocasiones se puede revertir mediante dieta o pérdida de
peso en forma suficiente, aparentemente, para restablecer
la sensibilidad de los tejidos periféricos a la insulina.
La presente invencidén se ocupa del tratamiento de la
resistencia a insulina o diabetes tipo 2 por administraciodn
de un antagonista de IL-17A y/o IL-17F. Tal como se analizd
con anterioridad, el antagonista de IL-17A y/o IL-17F puede
ser cualquier molécula que interfiere con la funcién de IL-
178 y/o 1L-17F, o bloquea o neutraliza una actividad
importante de IL-17& y/o F, por cualquier medio, segun la
indicacién del tratamiento. Puede impedir la interaccién
entre IL-17A y/o IL-17F y unoc © mas de sus receplteres,
especialmente IL-17Rc. Dichos agentes logran este efecto de
diversas formas. Por ejemplo, la clase de antagonistas que
neutralizan una actividad de IL-17A y/o IL-17F se fijaran a
IL-17A y/o IL-17F, o a un receptor de IL-17A y/o IL-17F,
especialmente IL-17Rc, con suficiente afinidad ¥
especificidad para interferir con IL-17A y/o IL-17F.

2, Administracidn y formulaciones

El antagonista de IL-17 se puede administrar por
cualquier via adecuada, incluso una via de administracidn
parenteral tal como, sin limitaciones, intravenosa (IV),
intramuscular (IM), subcutdnea (S8C), e intraperitoneal
{IP), asi como las vias transdérmica, bucal, sublingual,
intrarrectal, intranasal e inhalatoria. La administracién

IV, IM, S8C, e IP pueden ser por bole o infusién, y en el
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caso de SC, también puede ser mediante wun dispositivo
implantable de liberacién lenta, incluso, sin limitacicnes
bombas, formulaciones de liberacién lenta, y dispositivos
mecadnicos. Con preferencia, la administracién es sistémica.

Un método especificamente preferido para la
administracién d&e antagonista de IL-17 es por infusidn
subcuténea, particularmente mediante el uso de un
dispositivo de infusién medida, tal como una bomba. Dicha
bomba puede ser reutilizable o desechable, e implantable ©
de montaje externo. Las bombas de infusidén de medicacidn
que se emplean con utilidad con este fin incluyen, por
ejemplo, las bombas descritas en las patentes de 1los
Estados Unidos Nros, 5.637.095, 5.56%.186 y 5.527.307. Las
composiciones se pueden administrar en forma continua desde
dichos dispositives, o en forma intermitente.

Las formulaciones terapéuticas de antagonistas de IL-
17 adecuados para el almacenamiento incluyen mezclas del
antagonista que tienen el grado deseado de pureza con
portadores, excipientes, © estabilizantes farmacéuticamente
aceptables {(Remington's Pharmaceutical Sciences 16°
edicién, Osol, A. Ed. {1980)), en la forma de formulaciones
liofilizadas o} soluciones acuosas. Los poxrtaderes,
excipientes, ¢ estabilizantes aceptables son no téxicos
para los receptores en las dosis y concentraciones
empleadas, e incluyen buffer tales como fosfato, citrato, ¥
otros acidos orgénicos; antioxidantes gque incluyen acido
ascodrbico y metionina; conservantes (tales comc cloruro de
octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio;
clorurco de benzalconio, clecruro de bencetonio; fenol,
alcohol butilico o bencilico; alguilparabenos tales como

metil ¢ propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol;
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3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso
molecular {inferior a aproximadamente 10 residuos):
proteinas, tales como albumina sérica, gelatina, o
inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos tales como
polivinilpirrolidona; aminodcidos tales como glicina,
glutamina, asparagina, histidina, arginina, o 1lisina;
monosacaridos, disacdridos, y otros hidratos de carbono gue
incluyen glucosa, manosa, o dextrinas: agentes quelantes
tales como EDTA; aztcares tales como sacarosa, manitol,
trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sales tales
como sodio; complejos de metal (por ejemplo, complejos de
Zn-proteina); y/o agentes tensiocactivos no idnicos tales
come  TWEENT™, PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG). Las
formulaciones liocfilizadas preferidas de anticuerpo anti-
IL-17 se describen en el documento WO 97/04801. Estas
composiciones  comprenden  antagonistas de IL-17 que
contienen desde aproximadamente 0,1 a 90% en peso del
antagonista activo, con preferencia en una forma soluble, y
mas generalmente desde aproximadamente 10 a 30%.

Los ingredientes activos también pueden ser atrapados
en microcdpsulas preparadas, por ejemplo, mediante técnicas
de coacervacién o por polimerizacién interfacial, por
ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcédpsulas de gelatina y
microcapsulas de poli(metilmetacrilate), respectivamente en
sistemas de suministro de farmacos coloidales {(por ejemplo,
liposomas, microesferas de albuimina, microemulsiones,
nanoparticulas y nanccépsulas) © en macroemulsiones. Dichas
técnicas se describen en Remington's Pharmaceutical
Sciences, supra.

Los antagonistas de IL-17A y/o IL-17F, tales como los

anticuerpos anti-IL-17 descritos en la presente también se
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pueden formular como inmunoliposomas. Los liposomas que con
tienen el anticuerpo se preparan por métodos conocidos en
la técnica, tales como los descritos en Epstein et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hwang et al.,
Proc. Natl Acad. Sci. USA, 77: 4030 (1980); las patentes de
los Estados Unidos N.° 4.485.045 vy 4.544.545; y el
documento WO 97/38731 publicade el 23 de octubre de 1987.
Los liposomas con mayor tiempo de circulacidn se describen
en la patente de los Estados Unidos N.° 5.013.556.

Los liposomas particularmente (tiles se pueden generar
mediante el método de evaporacidén de fase inversa con una
composicidn lipidica que comprende fosfatidilcolina,
colestercl vy fosfatidiletanolamina derivada de PEG (PEG-
PE). Los liposomaé se extruyen a través de filtros de
tamafio de poro definide a fin de obtener liposomas con el
didmetro deseado. Leos fragmentecs Fab' del anticuerpe de la
presente invencién se pueden conjugar con los liposomas
descritos en Martin et al., J. Biol. Chem., 257: 286-288
(1982) mediante una reaccidn de intercambio de disulfuros.

Se pueden preparar preparaciones de liberacién
prolongada. Los ejemplos adecuados de preparaciones de
liberaciéon prolongada incluyen matrices semipermeables de
polimereos sdélidos hidrofdbicos gque contienen el anticuerpo,
en donde las matrices tienen la forma de articulos
conformados, por ejemplo, peliculas, o microcapsulas. Los
ejemplos de matrices de liberacidédn prolongada incluyen
poliésteres, hidrogeles {por ejemplo, poli(2-
Hidroxietilmetacrilato), o] poli (alcohol vinilico}),
polilactidos (patente de los Estados Unidos N.° 3.773.919),
copolimeros de &acido L-glutdmico y L-glutamato de etilo,

copolimeros no degradables de etileno—acetato de vinilo,
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degradables de Acido lactico-dcido glicdlico tales como
LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas de
copolimero de &cido lactico-acido glicélico y acetato de
leuprolida) y acido poli-D-{-)-3-hidroxibutirico.

Cualquiera de los antagonistas especificos se puede
unir a una proteina portadera con el fin de incrementar 1la
vida media sérica del antagonista terapéutico. Por ejemplo,
se puede obtener una quimera de inmunocglobulina soluble,
tal como se describe en la presente, para cada antagonista
especifico de IL-17 o su porcidn antagonista, segun se
describe en la patente de los Estados Unidos N.° 5.116.964.
Las quimeras de inmunoglcbulina se purifican facilmente por
cromatografia de la proteina A fijadora de IgG en sefarosa.
Las quimeras tienen la capacidad de formar un dimero simil
inmunoglobulina con la concomitante mayor avidez y vida
media sérica.

Las formulaciones usadas para la administracién in
vivo deben ser estériles. Esto se logra facilmente por
filtracién a través de membranas de filtracidn esteériles,

La formulacidn en la presente también puede contener
mas de un compuesto activo necesario para la indicacién
particular tratada, con preferencia aquellos con
actividades complementarias gque no tengan efectos adversos
entre ellos. Ademds, dicho compuesto activo se puede
administrar por separado al mamifero tratado.

Por ejemplo, puede ser deseable proveer también un
agente para el tratamiento de la resistencia a insulina
para dichas indicaciones. Ademads, los ©pacientes con
diabetes de tipo 2 gue no responden a la dieta y la pérdida
de peso pueden responder a la terapia con sulfanilureas

junto con el antagonista de IL-17. La clase de fé&rmacos de
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sulfonilurea incluye acetohexamida, clorpropamida,
tolazamida, tolbutamida, glibenclamida, glibomurida,
gliclazida, glipizida, gliquidona y glimidina. Otros

agentes para este fin incluyen un reactivo autoinmune, un
sensibilizador de insulina, tal cemo los compuestos de la
familia de glitazonas, incluso los descritos en la patente
de los Estades Unides NW.° 5.753.681, tales como
troglitazona, picglitazona, englitazona, y compuestos
relacionados, inhibidor de antagonistas de insulina de
receptor tirosina quiinasa (patentes de los Estados Unidos
N.® 5.939.269 y b5.939.269), el complejo IGF-1/IGFBP-3
(patente de los Estados Unidos N.° 6.040.292), antagonistas
de la funcidén de TNF-alfa (patente de los Estados Unidos
N.° 6.015.558), agente liberador de hormona de crecimiento
{(patente de los Estados Unidos N.° 5.939.387), Y
anticuerpos contra amilina (patente de los Estados Unidos
N.° 5.942.227). Otros compuestos gue se pueden usar
incluyen insulina {funa o més insulinas diferentes),
insulinomiméticos tales como una insulina de molécula
pequefia, analogos de insulina tal como se destacd con
anterioridad ¢ sus fragmentos .fisiolégicamente activos,
péptidos relacionados con insulina tal como se destacd con
anterioridad, o sus analogos o fragmentos. Los agentes
también se especifican en la definicidén anterior.

Para tratar la hipoinsulinemia, por ejemplo, se puede
administrar insulina junta o separada del antagonista de
IL-17.

Dichas moléculas adicionales estdn presentes en forma
adecuada o se administran en combinacidn en cantidades que
son efectivas para el fin pretendido, generalmente

inferiores a las usadas si se administran solas sin el
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antagonista de IL-17. Si se formulan juntas, se pueden
formular en las cantidades determinadas de acuerdo con, por
ejemplo, el tipo de indicacidn, el sujeto, la edad y el
pesc corporal del sujeto, el estado c¢linico actual, el
tiempo de administracién, la forma de dosificacién, el
método de administracidén, etc. Por ejemplo, con preferencia
se usa un farmaco concomitante en una proporcién de
aproximadamente 00,0001 a 10.000 partes en peso respecto de
una parte en peso del antagonista de IL-17 de la presente.
£l uso del antagonista de IL-17 en combinacién con
insulina permite la reduccién de la dosis de insulina
comparado con la dosis en el momento de la administracién
de insulina sola. En consecuencia, el riesgo de
complicacidén de los vasos sanguinecs y de induccién de la
hipoglucemia, ambos problemas que pueden aparecer con la
administracién de grandes cantidades de insulina, es bajo.
Para la administracién de insulina a un paciente diabético
adulto (peso corporal aproximadamente 50 kg), por ejemplo,
la dosis por dia es usualmente de aproximadamente 10 a 100
U (Unidades), con preferencia 10 a 80 U, pero esto puede
ser inferior, seqin determinen los médicos. Para la
administracién de mejoradores de la secrecidén de insulina
al mismo tipo de paciente, por ejemplco, la dosis por dia es
con preferencia de aproximadamente 0,1 a 100C mg, con mayor
preferencia de aproximadamente 1 a 100 mg. Para la
administracidén de biguanidas al mismo tipo de paciente, por
ejemplo, la dosis por dia es con preferencia de
aproximadamente 10 a 2500 mg, con mayor preferencia de
aproximadamente 100 a 1000 mg. Para la administracidén de
inhibidores de a-gluceosidasas al mismo tipo de paciente,

per ejemplo, la dosis por dia es con preferencia de
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aproximadamente 0,1 a 400 mg, con mayor preferencia de
aproximadamente 0,6 a 300 mg. La administracidén de ergoset,
pramlintida, leptina, BAY-27-9955, o T-10%5 a dichos
pacientes se puede realizar en una dosis con preferencia de
aproximadamente 0,1 a 2500 mg, con mayor preferencia de
aproximadamente 0,5 a 1000 mg. Todas las dosis anteriores
se pueden administrar de una a varias veces por dia.

El antagonista de IL-17 también se puede administrar
junto con un tratamiento no farmacolégico adecuado para la
resistencia a insulina tal como un trasplante de pancreas.

Las dosis de antagonista administradas a un mamifero
resistente a insulina o  Thipoinsulinémico pueden ser
determinadas por el médico a la luz de las circunstancias
relevantes, incluso la condicién del mamifero, el tipe de
antagonista, el tipo de indicaciédn, y la via de
administracién elegida. La dosis con preferencia tiene un
nivel suficientemente bajo para no causar aumento de peso
en cualguier grado significativoe, y el médice puede
determinar dicho nivel. Las glitazonas aprobadas para el
tratamiento de diabetes tipo 2 humana
(rosiglitazona/Avandia y pioglitazona/Actos) causan cierto
aumento de peso, sin embarge se utilizan a pesar de los
efectos secundarics debidoe a que han demostradoe ser
beneficiosas por su indice terapéutico. Los rangos de dosis
presentados en la presente de ninguna manera pretenden
limitar el alcance de la invencién. Una cantidad
“terapéuticamente efectiva” a los fines de la presente para
hipcinsulinemia y resistencia a insulina se determina
mediante los factores antericres, pero por lo general es de
aproximadamente 0,01 a 100 mg/kg peso corporal/dia. La

dosis preferida es de aproximadamente 0,1-50 mg/kg/dia, con
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mayor preferencia de aproximadamente 0,1 a 25 mg/kg/dia.
Con aun mayor preferencia, cuando el antagenista de IL-17
se administra diariamente, la dosis intravenosa o
intramuscular para un humano es de aproximadamente 0,3 a 10
mg/kg de peso corporal por dia, con mayor preferencia, de
aproximadamente 0,5 a 5 mg/kg. Para la administraciodn
subcutanea, la dosis es con preferencia superior a la dosis
terapéuticamente equivalente administrada por via
intravenosa o intramuscular. Con preferencia, la dosis
subcutdnea diaria para un humano es de aproximadamente 0,3
a 20 mg/kg, con mayor preferencia de aproximadamente 0,5 a
5 mg/kg para ambas indicaciones.

La invencién contempla diversos esguemas de
dosificacién. La invencién abarca esquemas de dosificacidn
continua, en los cuales el antagonista de IL-17 se
administra en forma regular (diaria, semanal, o mensual,
sequn la dosis y la forma de dosificacién) sin
interrupciones sustanciales. Los esquemas de dosificacion
continua preferidos incluyen la infusién continua diaria,
en la cual el antagonista de IL-17 es infundido cada dia, y
los esguemas de administracién continua de beoleos, en donde
el antagonista de IL-17 se administra al menos una vez por
dia por inyeccién de bolo o por vias inhalatoria o
intranasal. La invencién también abarca esquemas de dosis
discontinua. Los parametros exactos de 1los esquemas de
administracion discontinua vwvarian de acuerdo con la
formulacién, el método de suministro, y las necesidades
clinicas del mamifero tratado. Por ejemplo, si el
antagonista de I1L-17 se administra por infusién, los
esquemas de administracién pueden comprender un primer

periode de administracién seguido de un segqundo pericdo en
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el cual el antagenista de IL-17 no es administrado que es
mayor, igual, o menor gque el primer periodo.

Cuando la administracién es por inyeccidon de bolo,
especialmente la inyeccién de bolo de una formulacién de
liberacién lenta, los esquemas de dosificacion también
pueden ser continuos en cuando a que el antagonista de IL-
17 se administra cada dia, ¢ pueden ser discontinuos, con
primercos vy segundos pericdos tal come se describid con
anterioridad.

Los esqguemas de administracién continva y discontinua
por cualguier método también incluyen esquemas de
dosificacién en los cuales la dosis se modula durante el
primer periocdo, de manera tal que, por ejemplo, al comienzo
del primer periodo, la dosis es baja y se incrementa hasta
el fin del primer periodo, la dosis es inicialmente alta y
se disminuye durante el primer periodo, la dosis es
inicialmente baja, se incrementa hasta un nivel pico, luego
se reduce hacia el final del primer periodo, y cualguiera
de sus combinaciones.

Los efectos de la administracién de antagonista de IL-
17 sobre la resistencia a insulina se pueden medir mediante
diversos ensayos conocidos en la técnica. MAs comuinmente,
el alivio de los efectos de la diabetes dardn por resultade
un mejoramiento del control de la glucemia (medide por
prucbas seriadas de la glucosa sanguinea), la reduccidén del
reguerimiente de insulina para mantener un buen control de
la glucemia, reduccién de la hemoglobina glucosilada,
reduccidén de los niveles sanguineos de los productos
finales de la glucosilacién avanzada (AGE), reduccion del
“fenémeno del amanecer”, reduccidén de la cetoacidosis, ¥y

mejoramientce del perfil lipidico. Alternativamente, 1la
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administracién de antagonista de IL-17 puede dar por
resultado una estabilizacién de los sintomas de diabetes,
tal como se indica por la reduccidén de 1los niveles de
glucosa sanguinea, reduccién del requerimiento de insulina,
reduccién de la hemoglobina glucosilada y de AGE de la
sangre, reduccién de las complicaciones  vasculares,
renales, neurales Y retinianos, reduccién de las
complicaciones del embarazo, Yy mejoramiento del perfil
lipidico.

El efecto de reduccién del azucar sanguineo del
antagonista de IL-17 se puede evaluar mediante 1la
determinacién de la concentracién de glucosa o Hb
(hemoglobinal}A;. en plasma de sangre venosa en el sujeto
antes y después de la administracién, y luege comparar la
concentracién obtenida antes de la administracidén y despues
de la administracioén. HbA,. significa hemoglobina
glucosilada, vy es producida gradualmente en respuesta a la
concentracién de glucesa sanguinea. En consecuencia, se
cree que HbA;. es importante como indice del control del
aziucar en la sangre que no recibe influencias facilmente
por los cambios répidos del azlucar en la sangre en los
pacientes diabéticos.

La evidencia del tratamiento de la hipoinsulinemia se
demuestra, por ejemplo, mediante un incremento de los
niveles circulantes de insulina en el paciente.

La dosis para la reparacidn vy la regeneracién muscular
generalmente es de aproximadamente 0,01 a 100 mg/kg de peso
corporal, con mayor preferencia de 1 a 10 mg/kg segun la
condiciédn del paciente, el tipo especifico de reparacidn
muscular deseado, etc. El esquema de desificacidn es de

acuerdo con el esquema estandar usado por un médico clinico
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en esta A4rea. La evidencia de reparacidén o regeneracién
muscular se demuestra mediante diversas pruebas de medicidén
bien conocidos en la técnica, incluso ensayos para la
proliferacién y diferenciacidédn de células musculares y una
prueba de reaccidén en cadena de pelimerasa (ver, por
ejemple, Best et al., J. Orthop. Res., 19: 565-572 (2001),
que provee un andlisis de los cambios de los niveles de
mARN de los productos génicos derivados de mioblastos y
fibroblastos en el misculo esquelético de conejo en
curacién mediante el uso de reaccién en cadena de
polimerasa cuantitativo de transcripcién inversa).

3. Articulos de fabricacién y kits

La invencidén también provee kits para el tratamiento
de la resistencia a insulina y la hipoinsulinemia, y para
la reparacién y regeneracién muscular. Los kits de la
invencién comprenden uno ¢ mas contenedores de antagonista
de IL-17, con preferencia un anticuerpo, en combinacién con
un conjunto de instrucciones, generalmente instrucciones
por escrito, referidas al uso y ala dosis de antagonista de
IL-17 para el tratamiento de la resistencia a insulina o la
hopoinsulinemia, o para cualquier otra enfermedad objetive
asociada con la resistencia a insulina. Las instrucciones
incluidas en el kit generalmente incluyen informacién sobre
la dosis, el esquema de dosificacidn, y la wvia de
administracién para el tratamiento de la enfermedad
objetivo, tal como trastorno resistente a insulina o
hipoinsulinémico. Los contenedores de antagonista de IL-17
pueden ser dosis unitarias o paquetes masivos (por ejemplo,
pagquetes de dosis maltiples) o dosis subunitarias.

El articule de fabricaciédn comprende un contenedor y

un roétulo o prospecto de envase sobre © asociado con el
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contenedor. Los contenedores adecuados incluyen, por
ejemplo, frascos, viales, Jjeringas, etc. Los contenedores
pueden estar formados por diversos materiales tales como
vidrio o plastico. Los contenedor contienen una composicidn
gue es efectiva para tratar la condicién y pueden tener un
puerto de acceso estéril (por ejemplo el contenedor puede
ser una bolsa de solucidén intravencsa o un vial que tiene
un tapén gque puede ser perforado por una aguja de inyeccidn
hipodérmica). Al menos un agente activo de la composicidn
es un antagonista de IL-17 de la invencidén. E1l rdétulo o
prospecto indica gue la composicidn se usar para tratar la
condicién particular. El rétulo o prospecto también
comprende instrucciones para administrar la composicién de
anticuerpo al paciente. También estdn contemplados 1los
articulos de fabricacién y kits que comprenden terapias de
combinacién descritos en la presente.

Los prospectos se refieren a instrucciones
habitualmente incluidas en paquetes comerciales de
productos terapéuticos gque contienen informacién scbre las
indicaciones, el wuso, la dosis, la administracién, las
contraindicaciones y/o las advertencias referidas al uso de
dichos productos terapéuticos

Ademas, el articulo de fabricacién también puede
comprender un segundo contenedor que comprende un buffer
farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostatica
para inyeccién (BWFI), solucidén fisiolégica con buffer
fosfato, solucidn de Ringer y solucién de dextrosa. También
puede incluir otros materiales deseables desde un punto de
vista comercial y del wusuarie, incluso otros buffer,
diluyentes, filtros, agujas y jeringas.

4, Preparaciéon de anticuerpos
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Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales se pueden fabricar
mediante el uso del método del hibridoma descrite por
primera vez por Kohler et al., Nature, 256:485 (1975), o se
pueden fabricar por métodos de ADN recombinante (patente de
los Estados Unidos N.® 4.816.567). En el método de
hibridoma, un ratén u otro animal huésped apropiado, tal
como un hamster o un monoc macaco, es inmunizado como se
describié con anterioridad para generar linfocitos que
producen o son capaces de producir anticuerpos que se fijan
especificamente a la proteina usada para la inmunizacidn.
Rlternativamente, los linfocites se pueden immunizar in
vitro. Los linfocitos luego se fusionan con células de
mieloma mediante el uso de un agente de fusién adecuado,
tal como polietilenglicel, para formar una c¢élula de
hibridoma (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and
Practice, pp.59-103 (Academic Press, 1986)).

Las células de hibridoma asi preparadas se siembran y
se dejan crecer en un medio de cultivo adecuadoc que con
preferencia contiene una o mds sustancias gque inhiben el
crecimiento o la supervivencia de las células de originales
noe fusionadas. Por ejemplo, si las células de micloma
originales carecen de la enzima hopoxantinaguanina
fosforibosiltransferasa (HGPRT o HPRT), el medic de cultivo
para 1los hibridomas generalmente incluye hipoxantina,
aminopterina y timidina (medio HAT), cuyas sustancias
impiden el crecimiento de las células deficientes en HGPRT.

Las células de mieloma preferidas son las dgue se
fusionan eficientemente, sostienen una produccidén estable
de alto nivel de anticuerpo por parte de las células

productoras de anticuerpo seleccionadas, y son sensibles a
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un medio tal como el medio HAT. Entre estas lineas

celulares de mieloma preferidas se encuentran las lineas de

mieloma murine, tales como las derivadas de tumores de

ratén MOPC-21 y MPC-11 disponibles de Salk Institute Cell
Distribution Centex, San Diego, Calif., EE. UU., y las
células SP-2 o X63-Ag8-653 disponibles de BAmerican Type
Culture Collection, Rockville, Md., EE. U0UU. Las lineas
celulares de mieloma humano y de heteromieloma ratén-humano
también han sido descritas para la produccion de
anticuerpos monoclonales humanos (Kozbor, J. Immunol.,
133:3001 (1984) ; Brodeur et al, Monoclonal Antibody
Production Technigques and Applications, pp. 51-63 (Marcel
Dekker, Inc., Nueva York, 1987})).

El medio de cultivo en el cual crecen las células de
hibridoma es analizado respecto de la produccidén de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antigeno. Con
preferencia, se determina la especificidad de unién de los
anticuerpos monoclonales producidos por células de
hibridoma mediante inmunoprecipitacidén © por un ensaye de
fijacién in vitro, tales como radioinmuncensayos (RIA) o
ensayos de inmunosorcién ligada a enzima (ELISA).

Después de que se han identificado 1las células de
hibridoma gue producen anticuerpos con la especificidad,
afinidad, vy/o actividad deseada, 1los <clones se pueden
subclonar mediante procedimientos de dilucidn limitante vy
se cultivan por métodos estandar (Goding,
MonoclonalAntibodies: Principles and Practice, pp.59-103
(Academic Press, 1986)). Los medios de cultivo adecuados
para este fin incluyen, por ejemplo, el medio D-MEM o RPMI-
1640. Ademas, las células de hibridoma se pueden cultivar

in vivo como tumores asciticos en un animal.

55 LA: 595183vl

A34~



e

Attorney Docket Neo.: GNE-0344PR (PR4274)

Los anticuerpos monocleonales secretados por los
subclones se separan de manera adecuada del medic de
cultivo, liquide ascitico o suero mediante procedimientos
convencionales de purificacién de inmunoglobulinas tales
como, por ejemplo, cromatografia de proteina A-Sefarosa,
cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis en gel,
didlisis o cromatografia de afinidad.

El ADN gque codifica los anticuerpos monoclonales se
aisla facilmente y se secuencia mediante el wuso de
procedimientos convencionales (por ejemplo, mediante el uso
de sondas de oligonucledticos capaces de fijarse
especificamente a los genes codificadores de las cadenas
pesadas y livianas de los anticuerpos monoclconales). Las
células de hibridoma sirven como fuente preferida de tal
ADN. Una vez aislado, el ADN se puede ubicar en vectores de
expresién, los cuales luego son transfectados a células
huésped tales como <células de E. coli, ce€lulas CO3
simianas, células de ovario de hamster chino (CHO), o
células de mieloma que de otro modo no producen proteina de
inmunoglobulina, a fin de obtener la sintesis de
anticuerpos moncclonales en las células huésped
recombinantes. La produccién recombinante de anticuerpos se
describe con mayor detalle a continuacién.

En otra forma de realizacidén, los anticuerpos o
fragmentecs de anticuerpo se pueden alslar de bibliotecas de
fagos de anticuerpo generadas mediante el wuso de las
técnicas descritas en McCafferty et al., Nature, 348:552-
554 (1990;.

Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991) y Marks et
al., J, Mol. Biol., 222:581-597 {1991) describen el

aislamiento de anticuerpos murinos y humanos,
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respectivamente, mediante el uso de bibliotecas de fagos.
Posteriores publicaciones describen la produccidn de
anticuerpos humanos de alta afinidad (rango de nM) por
variacién de cadena (Marks et al., Bio/Technology, 10:778-
783 (1992)), asi «como por infeccidén combinatoria vy
recombinacién in vive como estrategia para construir
bibliotecas de fagos muy grandes (Waterhouse et al., Nuc.
Acids. Res., 21:2265-2266 (1993)). En consecuencia, estas
técnicas scon alternativas viables para las tradicionales
técnicas de hibridoma de anticuerpo monoclonal para el
aislamiento de anticuerpos monoclonales.

E1l ADN también se puede modificar, por ejemplo, al
sustituir la secuencia codificadora de 1los dominios
constantes de las cadenas pesadas y livianas humanas, en
lugar de las secuencias homdlogas murinas {patente de los
Estados Unidos N.° 4.816.567; Morrison, et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 81:6851 {(1984)), o por unién covalente a la
secuencia codificadora de la inmunoglobulina de la
totalidad o parte de 1la secuencia codificadora de un
polipéptido distintc de la inmuncglobulina.

Generalmente, dichos polipéptidos distintos de
inmunoglobulina se sustituyen en los dominios constantes de
un anticuerpo, ¢ son sustituidos en los dominios variables
de un sitio de combinacién del antigenc de un anticuerpo a
fin de <crear un anticuerpo bivalente quimérico que
comprende un sitio de combinacién del antigeno gue tiene
especificidad por un antigeno y otros sitioc de combinacidn

del antigeno gue tiene especificidad por un antigeno

diferente.

Anticuerpos humanos y humanizados

57 LA: 595183vl

A ¥



Attorney Docket No.: GNE-0344PR (PR4274)

Un anticuerpe humanizado tiene unc ¢ mas residuos de
aminoacides intreoducidos que provienen de una fuente que no
es humana. Estcs residuos de aminodcidos no humanos a
menudc se refieren como residuos “importados”, los cuales
generalmente se toman de un dominio variable “importado”.
La humanizacién se realiza esencialmente segun el método de
Winter y colaboradores (Jones et al., Nature, 321:522-525
(1986); Riechmann et al., Nature, 332:323-327 (1988});:
Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536 (1988)), al
sustituir las CDR o las secuencias de CDR de roedores por
las correspondientes secuencias de un anticuerpo humano. En
consecuencia, dichos anticuerpos “humanizados” son
anticuerpos gquiméricos (patente de los Estados Unidos N.°
4.816.567) en donde sustancialmente menos de un dominio
variable humano intacto ha sido sustituido por la
correspondiente secuencia proveniente de una especie no
humana. En la practica, los anticuerpos humanizados
generalmente son anticuerpos humanos en los cuales algunos
residuos de CDR y posiblemente algunos residuos FR son
sustituidos por residuos provenientes de sitios andlogos en
anticuerpos de roedores.

La eleccién de dominios variables humanos, tanto
liviancs como pesados, utilizados para fabricar los
anticuerpos humanizados, es muy importante para reducir la
antigenicidad. De acuerdo con el métocdo denominado "“mejor
ajuste”, la secuencia del dominio variable de un anticuerpo
de roedor se analiza respecto de la totalidad de la
biblicteca de secuencias de dominio wvariable humanas
conocidas. La secuencia humana més cercana a la del roedor
se acepta como el marce humance (FR) para el anticuerpo

humanizade (8ims et al., J. Immunol., 151:2296 (1993):
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Chothia et al., J. Mol. Biol., 196:901 (1987)). Otro método
utiliza un marco particular derivado de la secuencia de
consenso de todos los anticuerpos humanos de un subgrupo
particular de cadenas livianas o pesadas. El mismo marco se
puede usar para diferentes anticuerpos humanizados (Carter
et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA, 89:4285 (1982); Presta
et al., J. Immnol., 151:2623 (1993))}.

También es importante humanizar los anticuerpos con
retencién de la elevada afinidad por el antigenc y otras
propiedades bioldégicas favorables. Para lograr este
objetivo, de acuerdo con un método preferido, se preparan
los anticuerpos humanizados mediante un proceso de andlisis
de las secuencias progenitoras y diversos productos
humanizados conceptuales que utilizan modelos
tridimensionales de las secuencias progenitoras \%
humanizadas. Los modelos tridimensionales de las
inmunoglechbulinas cominmente estan disponibles y  son
conocidas por los expertos en la técnica. Estan disponibles
programas de computacidédn que ilustran y presentan probables
estructuras tridimensionales de conformacién de secuencias
seleccionadas candidatas de inmuncoglobulinas. La inspeccién
de estas presentaciones permite el andlisis del probable
papel de los residuos en el funcionamiento de la secuencia
candidata de inmunoglobulina, es decir, el andlisis de los
residuos que influyen sobre la capacidad del candidato de
inmunoglobulina para unirse a su antigenoc. De este modo, se
pueden seleccionar los residuos FR y combinare con las
secuencias del réceptor e importadas de manera tal que se
obtengan las caracteristicas deseadas del anticuerpo, tales
como lncremento de la afinidad por el{os) antigeno(s)

objetivo(s). En general, los residuos de CDR intervienen en
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forma directa y mas sustancialmente en la influencia sobre
la fijacién del antigeno.

Alternativamente, ahora es posible producir animales
transgénicos (por ejemplo, ratones) capaces, luego de la
inmunizacién, de producir un repertoric completc de
anticuerpos humanos en ausencia de produccién enddgena de
inmunoglobulinas. Por ejemplo, se ha descrito dque la
eliminacién homocigota del gen de la regién de unidn de la
cadena pesada del anticuerpo (J.sub.H) en ratones
quiméricos y mutantes de linea germinal da por resultado la
completa inhibicién de la produccién endégena de
anticuerpo. La transferencia de la disposicién de genes de
linea germinal de inmunoglobulina humana en dichos ratones
mutantes de linea germinal da por resultado la produccion
de anticuerpos humancs luego de la exposicién al antigeno.
Ver, por ejemplo, Jakobovits et al, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 90:2551 (1993); Jakcbovits et al., Nature, 362:255-258
(1993); Bruggermann et al., Year in Immuno., 7:33 (1893); vy
Duchosal et al. Nature 355:258 (1992). Los anticuerpos
humanos también se pueden derivar de bibliotecas de
presentacién de fagos (Hoogenboom et al, J. Mol. Biol.,
227:381 (1991); Marks et al, J. MoL Biol., 222:581-597
(1991); Vaughan et al. Nature Biotech 14:309 (1996)}. La
generacién de anticuerpos humanos a partir de las
bibliotecas de presentacién de fagos de anticuerpo se

describe a continuacibn.

Fragmentos de anticuerpo

Se han desarrollado diversas técnicas para la
produccidén de fragmentos de anticuerpo. Tradicicnalmente,

estos fragmentos eran derivados por digestidén proteclitica
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de anticuerpos intactos (ver, por ejemplo, Morimoto et al.,
Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117
(1892) y Brennan et al., Science, 229:81 (1985}}). Sin
empargo, estos fragmentos ahora pueden ser preoducidos
directamente por c¢élulas huésped recombinantes. Por
ejemplo, los fragmentos de anticuerpo se pueden aislar de
las bibliotecas de fagos de anticuerpo descritos con
anterioridad. Alternativamente, los fragmentos Fab'-SH
pueden ser recuperados directamente de E. coli y acoplar
guimicamente para formar los fragmentos F(ab'); (Carter et
al., Bio/Technology 10:163-167 (19%2)). En otra forma de
realizacién, tal como se describe en el ejemplo siguiente,
se forma Flab'):; mediante el uso del cierre de leucina GCN4
para promover el ensamblado de la molécula F(ab')a. De
acuerdo con otro enfogue, los fragmentos F(ab'): pueden ser
alslados directamente del <cultivo de células huésped
recombinantes. Otras técnicas para la produccién de
fragmentos de anticuerpo seran aparentes para los expertos
en la técnica. En otras formas de realizacidn, el
anticuerpo de eleccién es un fragmento Fv monocatenario
(scFv}. Ver el documento WO 93/16185.

Anticuerpeos multiespecificos

Los anticuerpos multiespecificos tienen
especificidades de unién para al menos dos epitopos
diferentes, en donde los epitopos usualmente provienen de
distintos antigenos. Si bien dichas moléculas normalmente
56lo se fijan a dos epitopos diferentes (es decir
anticuerpos biespecificos, BshAbs), los anticuerpos con
especificidades adicionales tales Como anticuerpos
triespecificos estan abarcados por esta expresién cuando se

usan en la presente. Los métodos para fabricar estos
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anticuerpos biespecificos son conocidos en la técnica. La
produccién tradicional de anticuerpos biespecificos de
longitud total se basa en la coexpresiédn de dos pares de
cadenas pesadas-cadenas livianas de inmunoglobulina, en
donde las dos cadenas tienen diferentes especificidades
(Millstein et al., Nature, 305:537-539 (1983)). Debido a la
distribucién aleatoria de las cadenas pesadas y livianas de
la inmunoglobulina, estos hibridomas (cuadromas)} producen
una mezcla potencial de 10 diferentes moléculas de
anticuerpo, de las cuales sélo una tiene la c¢orrecta
estructura biespecifica. La purificacién de la melécula
correcta, lo cual usualmente se realiza por etapas de
cromatografia por afinidad, es bastante laberiosa, y los
rendimientos de producto son bajos. Procedimientos
similares se describen en el documente WO 83/08829, y en
Traunecker et al., EMBO J., 10:3655-3659 (1991). De acuerdo
con un enfoque diferente, los dominios variables del
anticuerpo con las especificidades deseadas (anticuerpo-
sitios de combinacién del antigeno) se fusionan en las
secuencias de dominio constante de la inmunoglcbulina. La
fusién con preferencia se realiza con un dominio constante
de la cadena pesada de la inmunoglobulina, gue comprende al
mencs parte de la bisagra, las regiones CH2, y CH3. Se
prefiere tener la primera regién constante de cadena pesada
(CH1) que contiene el sitio necesario para la fijacidén de
la cadena liviana, presente en al menocs una de las
fusiones. Los ADN gue codifican las fusiones de la cadena
pesada de la inmunoglobulina y, si se desea, la cadena
liviana de la inmunoglobulina, se insertan en vectores de
expresidén separados, y se cotransfectan en un organismo

huésped adecuado. Esto provee gran flexibilidad en el
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ajuste de las proporciones mutuas de los tres fragmentos de
polipéptido en las formas de realizacién cuandoc las
proporciones desiguales de las tres cadenas de pclipéptidos
usadas en la construccién proveen los rendimientos dptimos.
Sin embargo, es posible insertar las secuencias
codificadoras de dos o de las tres cadenas de polipéptido
en un vector de expresidén cuande la expresidén de al menos
dos cadenas de polipéptidos en proporciones iguales
producen altos rendimientos © cuando las proporciones no
tienen particular significancia.

En una forma preferida de realizacidén de este enfoque,
los anticuerpos biespecificos se componen de una cadena
pesada hibrida de inmunoglobulina con una primera
especificidad de unién en un Dbrazo, y un par de cadena
pesada-cadena liviana hibrido de inmunoglobulina (que
provee una segunda especificidad de wunién) en el otro
brazo. Se halld que esta estructura asimétrica facilita la
separacidén del compuesto biespecifico deseado de las
combinaciones no deseadas de las cadenas de la
inmunoglobulina, dade gque la presencia de una cadena
liviana de inmunoglobulina en sdlc una mitad de la molécula
biespecifica provee una forma de separacidn sencilla. Este
enfoque se describe en el documento WO 94/04690. Para mas
detalles sobre la generacidén de anticuerpos biespecificos

ver, por ejemplo, Suresh et al., Methods in Enzymology,
121:210 (1986).

De acuerdo con otro enfoque descrito en el documento
WO 96/27011, la interfaz entre un par de moléculas de
anticuerpo se puede someter a ingenieria a fin de maximizar
el porcentaje de heterodimeros gque son recuperadcos del

cultivoe de c¢élulas recombinantes. La interfaz preferida
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comprende al menos una parta del dominic CE3 de un dominio
constante del anticuerpo. En este método, una o mas cadenas
laterales peguefias de aminodcidos provenlentes de la
interfaz de la primera molécula de anticuerpo es
reemplazada por cadenas laterales més grandes (por ejemplo
tirosina o triptéfano)}. Se crean “cavidades” compensatorias
de tamafio idéntice o similar a la{s) grande(s) cadena(s)
lateralf{es) en la interfaz de la segunda molécula de
anticuerpo al reemplazar con cadenas laterales grandes de
aminoacidos las mas peqguefias {(por ejemploc alanina o
treonina). Esto provee un mecanismo para incrementar el
rendimiento del heterodimero sobre otros productos finales
no deseados tales como homodimeros.

Los anticuerpos biespecificos incluyen anticuerpos con
enlaces cruzados o “hetercoconjugades”. Por ejemplo, uno de
los anticuerpos en el heteroconjugado se puede acoplar con
avidina, el otro con biotina. Se ha propuestos que dichos
anticuerpos, por ejemplo, tienen por objetivo las células
del sistema inmunolégico respecto de las células no
deseadas (patente de los Estados Unidos N.° 4.676.980), vy
para el tratamiento de la infeccién por HIV (documentos WO
81/00360, WO 92/200373). Los anticuerpos heteroconjugados
se pueden fabricar mediante el uso de cualguier método
conveniente para formar enlaces cruzados. Los agentes
~adecuados para formar enlaces cruzados son bien conocidos
en la técnica, y se describen en la patente de los Estados
Unidos N.° 4.676.980, junto con una cantidad de teécnicas
para formar enlaces cruzadoes.

Las técnicas para generar anticuerpos biespecificos a
partir de fragmentos de anticuerpo también han sido

descritas en la bibliografia. Por ejemplo, los anticuerpos
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biespecificos se pueden preparar mediante el uso de enlaces
quimicos. Brennan et al., Science 229%: 81 (1985) describen
un procedimiente en donde los anticuerpos intactos son
escindidos protecliticamente para generar fragmentos
F(ab'),. Estos fragmentos se reducen en presencia del
agente complejizante de ditiol arsenita de sodio a fin de
estabilizar ditioles vecinales y prevenir la formacion
intermolecular de disulfuros. Los fragmentos Fab' generados
luego son convertidos en derivados tionitrobenzoato (TNB).
Uno de los derivados Fab'-TNB luego es reconvertido en
Fab'-tiol por reduccién con mercaptoetilamina y se mezcla
con una cantidad equimolar del otro derivado Fab'-TNB para
formar el anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos
biespecificos producidos se pueden usar comoe agentes para
la inmovilizacién selectiva de las enzimas.

Los fragmentos Fab'-SH también se pueden recuperar
directamente de E. coli, y se pueden acoplar gquimicamente
para formar anticuerpos biespecificos. Shalaby et al., J.
Exp. Med., 175: 217-225 (1992) describe la produccién de
una molécula totalmente humanizada de anticuerpo
biespecifico F{ab'),. Cada fragmento Fab' fue secretado en
forma separada de E. coli y sometido a acoplamiento quimico
dirigido in vitro para formar el anticuerpo biespecifico.

También se han descrito diversas técnicas para
preparar y aislar fragmentos de anticuerpo biespecifico
directamente de cultivos de células recombinantes. Por

ejemplo, se han producide anticuerpos Dbiespecificos

mediante el usc de cierres de leucina. Kostelny et al., J.

Tmmuncl., 148(5):1547-1553 (1992). Los péptidos del cierre
de leucina de las proteinas Fos y Jun se ligaron a las

porciones Fab' de dos anticuerpos diferentes, por fusidn
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génica. Los homodimeros de anticuerpo se redujeron a la
regién bisagra para formar mondmeros y luego se reoxidaron
para formar los heterodimeros del anticuerpo. Este métecdo
también se puede utilizar para la produccidn de homodimerocs
de anticuerpo. La tecnologia de ™“diacuerpo” descrita por

Hollinger et al., Proc. Nati. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448

(1993) provee un mecanismo alternative para fabricar
fragmentos de anticuerpo. Los fragmentos comprenden un
dominio wvariable de cadena pesada (VH) conectado con un
dominio variable de cadena liviana (VL) mediante un ligador
que es demasiado corto para permitir el apareamiento entre
los dos dominios de la misma cadena. En consecuencia, los
dominios VH y VL de un fragmento estdn forzadecs a aparearse
con los dominics VL y VH complementarios de otro fragmento,
por lo gue se forman dos sitios fijadores de antigeno.
También se ha informado otra estrategia para preparar
fragmentos de anticuerpc biespecifico mediante el uso de
dimeros monocatenarios Fv (sFv). Ver Gruber et al, J.
Immunol. 152:5368 (1994).

Los anticuerpos con mas de dos valencias estan
contemplados. Por ejemplo, se pueden preparar anticuerpos

triespecificos. Tuft et al. J. Immunol. 147: 60 {(1991).

Ingenieria de la funcidn efectora

Puede ser deseable modificar el anticuerpc de la
invencién con respecto a la funcién efectora, a fin de
mejorar la efectividad del anticuerpo. Por ejemplo, se
pueden introducir residuos de cisteina en la regidén Fc, lo
cual permite la formacién de enlaces disulfuro
intercatenarios en esta regién. El anticuerpc homodimérico

asi generado puede tener mejor capacidad de internalizacién

66 LA: 595183v1

A5



Attorney Docket No.: GNE-0344PR (PR4274)

y/0 incremento de la eliminacién de células mediada por
complemento y citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo (ADCC). Ver Caron et al., J. Exp Med., 176:1191-
1195 (1992) y Shopes, B. J. Immunol. 148:2918-2922 (19%2).
Los anticuerpos homodiméricos con incremente de la
actividad antitumoral también se pueden preparar usando
ligadores cruzados heterobifuncionales tal como se describe
en Wolff et al. <Cancer Research 53:2560-2565 (1993).
Alternativamente, se puede obtener un anticuerpc Dpor
ingenieria que tiene regiones Fc duales y asi tiene
incremento de la capacidad de lisis por complemento y ADCC.
Ver Stevenson et al Anti-Cancer Drug Design 3:219-230
(1989) .

Fusiones de epitopo de salvataje fijador del receptor de

anticuerpo.

En ciertas formas de realizacién de la invencidn,
puede ser desezble usar un fragmento de anticuerpo, en
lugar de un anticuerpo intacto. En este caso, puede ser
deseable modificar el fragmento de anticuerpo & fin de
incrementar su vida media sérica. Esto se puede lograr, por
ejemplo, mediante la incorporacién de un epitopo de
salvataie de fijacién del receptor en el fragmento de
anticuerpo (por ejemplo por mutacién de la regidn apropiada
en el fragmento de anticuerpo o mediante la incorporacion
del epitopo en un rétulo peptidico que luego se fusiona al
fragmento de anticuerpo en cualguiera de los extremos o en
la parte media, por ejemplo, pos ADN o sintesis del
péptido}.

El epitopo de salvataje de fijacidédn del receptor con

preferencia constituye una regién en donde uno cualguiera o
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mas residuos de aminoacidos provenientes de uno o dos giros
de un dominio Fc es transferido a una pesicidén andloga del
fragmento de anticuerpe. Con aun mayor preferencia, se
transfieren tres o més residucs de uno o dos giros del
dominic Fc. Con aun mayor preferencia, el epitopo se toma
del dominio CH2 de la regién Fg (por ejemplo, de una IgG) ¥y
es transferido a la regidén CH1, CH3, o V.sub.H, o en mas de
una de dichas regiones del anticuerpo. Alternativamente, el
epitopo se toma del dominio CH2 de la regidén Fc y se
transfiere a la regién CL o la regién VL, o ambas, del

fragmento de anticuerpo.

Otras medificacicones covalentes de los anticuerpos

Las modificaciones covalentes de los anticuerpos se
incluyen en el alcance de la presente invencién. Pueden ser
preparados por sintesis quimica o por escisién enzimatica o
guimica del anticuerpo, si corresponde. Otros tipos de
modificaciones covalentes del anticuerpc se introducen en
la molécula al hacer reaccionar los residuos de amincacidos
objetivo del anticuerpo con un agente derivador orgéanico
capaz de reaccionar con cadenas laterales seleccionadas o
los residuos N- o© C-terminales. Los ejemplos de
modificaciones covalentes se describen en la patente de los
Estados Unidos N.° 5.534.615, incorporada especificamente
en la presente por referencia. Un tipo preferide de
modificacién covalente del anticuerpo comprende la unién
del anticuerpo a unce de diversos polimeros ne proteicos,
por ejenplo, polietilenglicol, polipropilenglicol, o)
polioxialguilencos, de la manera establecida en las patentes
de los Estados Unidos N.° 4.,640.835; 4.496.689; 4.301.144;
4.670.417; 4.791.192 o 4.179.337.
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Generacidn de anticuerpos a partir de bibliotecas de fagos

para la sintesis de anticuerpos

En una forma preferida de realizacidn, la invencion
provee un método para generar y seleccionar nuevos
anticuerpos mediante el uso de un enfoque singular de
presentacién por fago. El enfogque incluye la generacién de
bibliotecas de fagos para la sintesis de anticuerpos sobre
la base de una plantilla de marco uUnico, el diserio de
diversidades suficientes dentro de dominiocs variables, la
presentacién de polipéptidos que tienen dominios wvariables
diversificados, la seleccién de candidatos de anticuerpos
con elevada afinidad dirigida al antigeno, y el aislamiento
de los anticuerpos seleccionados.

Los detalles de los métodes de presentacién de fagos

se pueden hallar, por ejempleo, en el documento WO 03/102157

publicado el 11 de diciembre de 2003, cuya descripcién .

completa se incorpora expresamente en la presente por
referencia.

En un aspecto, las bibliotecas de anticuerpoc usadas en
la invencién se pueden generar por mutacidédn de las
posiciones accesibles al solvente y/o altamente diversas en
al menos una CDR de un dominioc variable del anticuerpo.
Algunas o todas las CDR se pueden mutar mediante el uso de
los métodos provistos en la presente. En algunas en formas
de realizacién, puede ser preferible generar diversas
bibliotecas de anticuerpo por mutacién de las posiciones en
CDRH1, CDRHZ2 y CDRH3 a fin de formar una unica biblioteca o
Por mutacidn de las posiciones en CDRL3 y CDRH3 para formar
una unica bibliocteca © por mutacién de las posiciones en
CDRL3 vy CDRH1, CDRH2Z y CDRH3 para formar una unica

biblioteca.
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Se puede generar una biblioteca de dominios variables
de anticuerpe, por ejemplo, gque tenga mutaciones en
posicicnes accesibles al solvente y/o altamente diversas de
CDRH1, CDRH2 y CDRH3. Se puede generar otra biblicteca que
tenga mutaciones en CDRL1, CDRLZ2 y CDRL3. Estas bibliotecas
también se pueden usar en conjuncién entre si para generar
ligadores con afinidades deseadas. Por ejemple, después de
una o mas ruedas de seleccién de bibliotecas de cadenas
pesadas para unién con un antigeno objetive, se puede
reemplazar una biblioteca de cadenas livianas dentro de la
poblacién de ligadores de cadenas pesadas para otras rondas
de seleccién, a fin de incrementar la afinidad de los
ligadores.

Con preferencia, se crea una biblioteca por
sustitucién de los aminoacidos originales por aminoéacidos
variantes en la secuencia de la regién CDRH3 de la regidn
variable de la cadena pesada. La biblioteca obtenida puede
contener una pluralidad de secuencias de anticuerpo, en
donde la diversidad de secuencia estd principalmente en la
secuencia de la regibén CDRH3 de la regién de la cadena
pesada.

En un aspecto, se crea la biblioteca en el contexto de
la secuencia del anticuerpo humanizado 4D5, o la secuencia
de los amincacidos del marco de la secuencia del anticuerpo
humanizado 4D5. Con preferencia, se crea la biblioteca por
sustitucién de al menos los residucs 95-100a de la cadena
pesada por los amincacidos codificados por el conjunto del
coddén DVK, en donde el conjunto del coddn DVK se usa para
codificar un conjunto de aminodcidos variantes para cada
una de estas posiciones. Un ejemplo de un conjunto de

oligonucledtidos de utilidad para crear estas sustituciones
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comprende la secuencia {DVK);. En algunas formas de
realizacién, se crea una biblioteca per sustitucidn de los
residuos 95-100a por los aminodcidos codificados por los
conjuntos de codones DVK y NNK. Un ejemplce de un conjunto
de oligonucledtidos de utilidad para crear estas
sustituciones comprende la secuencia (DVK}gs (NNK). En otra
forma de realizacidn, se crea una biblioteca por
sustitucién de al menos los residuos 95-100a por los
aminodcidos codificados por los conjuntes de codones DVK y
NNK. Un ejemplo de un conjuntoe de oligonucledbdtidos de
utilidad para crear estas sustituciones comprende 1la
secuencia (DVK)s (NNK). Otro ejemplo de un conjunte de
oligonucleétidos de utilidad para crear estas sustituciones
comprende la secuencia (NNK)g. Otros ejemplos de secuencias
de oligonucleétidos adecuados pueden ser determinados por
un experto en la técnica de acuerdo con los criterios
descritos en la presente,

En otra forma de realizacién, se utilizan diferentes
disefivs de CDRH3 para aislar los ligadores de gran afinidad
y para aislar los ligadores para diversos epitopos. El
rango de longitudes de CDRH3 generadas en esta biblioteca
es de 11 a 13 aminoacidos, si bien también se pueden
generar longitudes diferentes de esta. La diversidad de H3
se puede expandir mediante el usc de los conjuntos de
codones NNK, DVK y NVK, asi comc una diversidad més
limitada en el N y/o C-terminal.

También se puede generar diversidad en CDRH1 y CDRHZ.
Los disefios de las diversidades CDR-H1 y HZ siguen la
estrategia de direccién hacia la semejanza <con el
repertorio de anticuerpos naturales tal como se describe

con las modificaciones que centran la &atencién en la
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diversidad que coincide mas estrechamente con la diversidad
natural que el disefio previo,

Para la diversidad en CDRH3, se pueden construir
miltiples bibliotecas por separado con diferentes
longitudes de H3 y luege se combinan para seleccionar
ligadores para los antigenos objetivos. Las miltiples
bibliotecas se pueden Jjuntar y clasificar mediante la
seleccidn de soportes sélidos y los métodos de
clasificacién de solucicnes tal como se describid
previamente y en la presente a continuvacién. En emplear
miltiples estrategias de clasificacién. Por ejemplo, una
variacidén incluye la clasificaci6én en un objetivo ligado a
un sé6lido, seguido de clasificacién segin un rotulo que
puede estar presente en el polipéptido de fusién (por
ejemplo, rétulo anti-gD) y seguido de otra clasificacidn
sobre un rétulo ligado a un soélido. Alternativamente, las
bibliotecas se pueden clasificar primero sobre un objetivo
ligado a una superficie sélida, luego se clasifican los
ligadores eluidos mediante fijacién de la fase en solucidn
con concentraciones decrecientes del antigeno cobjetivo. la
utilizacién de combinaciones de los diferentes métodos de
clasificacidén provee la minimizacién de la selecciédn de
s6lo las secuencias con expresidn elevada y provee la
seleccidén de numerosos clones diferentes con afinidad
elevada.

Los ligadores con alta afinidad por el antigeno
ocbjetivo se pueden aislar de las bibliotecas. La limitacidn
de la diversidad en la regidén H1/H2 disminuye 1la
degeneracidén en aproximadamente 10° a 10° veces vy al
permitir mayor diversidad de H3 provee ligadores con mayor

afinidad. La utilizacién de bibliotecas con diferentes
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tipos de diversidad en CDRH3 (por eiemplo, al utilizar DVK
o NVT) provee el aislamiento de ligadores que se pueden
unir a diferentes epitopos de un antigenc objetivo.

De los ligadores aislados de las bibliotecas reunidas
tal como se describié con anterioridad, se descubrid que la
afinidad se puede mejorar aun mas al proveer limitada
diversidad en la cadena liviana. La diversidad de la cadena
liviana se genera en esta forma de realizacién tal como
sigue en CDRL1: la posicién del aminoécido 28 es codificada
por RDT; la posicién del aminodcido 29 es codificada por
RKT: la posicién del aminodcido 30 es codificada por RVW;
la posicién del amincacido 31 es codificada por ANW; la
posicién del amincidcidoe 32 es codificada por THT;
opcionalmente, la posicién del aminodcide 33 es codificada
por CTG ; en CDRL2: la posicién del aminodcido 50 es
codificada por KBG:; la posicién del aminocdcido 53 es
codificada por AVC; vy opcionalmente, la posicién del
aminoacido 55 es codificada por GMA ; en CDRL3: la posicidn
del aminoadcideo 91 es codificada por TMT o SRT o ambos; la
posicién del amincdcido 92 es codificada por DMC: la
posicién del aminodcide 93 es codificada por RVT; la
posicién del aminoacido 94 es codificada por NHT; y la
posicién del amincacido 96 es codificada por TWT o YKG o
ambos.

En otra forma de realizacién, se genera una biblioteca
o biblictecas cen diversidad en las regiones CDRELl, CDRHZ y
CDRH3. En esta forma de realizacién, se genera diversidad
en CDRH3 mediante el uso de diversas longitudes de las
regiones H3 y mediante el uso principalmente de los
conjuntos de codones XYZ y NNK o NN5. Las bibliotecas se

pueden formar mediante el uso de oligonucleotidos
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individuales y 1los conjuntos o los oligonucledétidos se
pueden reunir para formar un subconjunto de bibliotecas.
Las bibliotecas de esta forma de realizacidén se pueden
clasificar respecto de un objetivo ligado a un sélide. Los
clones aislados de muiltiples clasificaciones se pueden
analizar respecto de la especificidad y 1la afirnidad
mediante el uso de ensayos por ELISA. Para la especificidad
se pueden analizar los clones respecto de los antigenos
objetive deseados asi como otros antigenos no objetivo.
Estos ligadores del antigenc objetivo luego se pueden
analizar respecto de la afinidad en un ensayo por ELISA de
competencia de fijacién en solucidén o ensayo de competencia
en mancha. Los ligadores con alta afinidad se pueden aislar
de la biblioteca wutilizando conjuntos de codones XYZ
preparados tal como se describidé con anterioridad. Estos
ligadores se pueden producir facilmente como anticuerpos ©
fragmentos de fijacién del antigeno con alte rendimiento en
cultives celulares.

En algunas formas de realizacidn, puede ser deseable
generar bibliotecas con mayor diversidad de longitudes de
la regién CDRH3. Por ejemplo, puede ser deseable generar
biblictecas con regiones CDRH3 que varian desde
aproximadamente 7 hasta 19 aminoacidos.

Los ligadores con alta afinidad aislados de las
bibliotecas de estas formas de realizacidén se producen
facilmente en cultivos bacterianes y de células
eucariontes, con altos rendimientos. Los vectores se pueden
disefiar para extraer facilmente 1ilas secuencias tales como
los rétulos gb, la secuencia del componente de la proteina
de cubierta viral, y/o agregar secuencias en la fegién

constante para proveer la produccidédn de anticuerpos de
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longitud total o fragmentos de fijacién del antigeno con
alto rendimiento.

Una biblioteca con mutaciones en CDRH3 se puede
combinar con una biblioteca gue <contiene wversiones
variantes de otros CDR, por ejemplo CDRL1, CDRLZ2, CDRL3,
CDRH1 y/o CDRHZ. En consecuencia, por ejemplo, en una forma
de realizacién, una biblioteca CDRH3 se combina con una
biblioteca CDRL3 creada en el contexto de la secuencia de
anticuerpo 4D5 humanizado con amincacidos variantes en las
posiciones 28, 29, 30, 31 y/o 32 mediante el uso de
conjuntos de codones predeterminados. En otra forma de
realizacién, una biblioteca con mutaciones de CDRH3 se
puede combinar con una biblioteca que comprende variantes
de los dominios variables de las cadenas pesadas CDRH1 y/o
CDRHZ. En una forma de realizacién, la biblioteca de CDRH1L
es creada con la secuencia del anticuerpo 4D5 humanizado
con variantes de amincdcidos en las posiciones 28, 30, 31,
32 y 33. Se puede crear una biblioteca de CDRHZ con la
secuencia de anticuerpo humanizade 4DS con variantes de
aminodcidos en las posiciones 50, 52, 53, 54, 56 y 358
mediante el uso de conjuntos de codones predeterminados.

La descripcidn escrita anterior se considera
suficiente para permitir a un experto en la técnica poner
en préactica la invencién. Los siguientes ejemplos se
ofrecen sélo con fines ilustrativos, y de ninguna manera
pretenden limitar el alcance de la presente invencién. De
hecho, diversas modificacicnes de la invencién ademés de
las mostradas vy descritas en la presente serdn obvias para
los expertos en la técnica a partir de la descripcién
precedente Y caen dentro del alcance de las

reivindicaciones adjuntas.
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Los reactivos disponibles en el comercio a gque se hace
referencia en los Ejemplos se usaron de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, a menos gue se indique otra
cosa. La fuente de las <¢élulas identificadas en los
siguientes Ejemplos, y en toda la memoria descriptiva, por
los numeros de acceso ATCC es 1la American Type Culture
Collection, Manassas, VA. A menos que se destaque de otro
modo, la presente invencién utiliza procedimientos estandar
de tecnologia de ADN recombinante, tales como los descritos
con anterioridad en la presente y en los siguientes textos:

Sambrook et al., supra; Ausubel et al1., Current Protoccls

in Molecular Biology (Green Publishing Assoclates y Wiley

Interscience, N.Y., 1989); Innis et al., PCR Protocols: A

Guide to Methods and Applications (Academic Press, Inc.:

M.Y., 1990); Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual

(Cold Spring Harbor Press: Cold Spring Harbor, 1988); Gait,
Oligonucleotide Synthesis (IRL Press: oxford, 19884);

Freshney, Animal Cell Culture, 1987; Coligan et al.,

Current Protocols in Immunology, 1991.

Otros detalles de la invencién se proveen en 1los
siguientes ejemplos no limitantes.

Todas las referenclas citadas en toda la descripciédn
se 1lncorporan asi expresamente en la presente por

referencia en su totalidad.

Ejemplo 1
Papel de los miembros de la familia IL-17 en diabetes vy

resistencia a insulina.

Estudio en ratones JIL-17Rc KO y modelc de dieta rico en

grasas

Ratones: machos de 8 semanas de edad IL-17Rc
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(UNQ6118.KO.lex} Knockout y camadas de ratones semejantes
de tipo silvestre (WT) como control fueron alimentados con
dieta de alimentc comin o 60% de dieta rica en grasas
(HFD) .

GRUPO 1: ratones IL-17Rc Xnockout (KO) con dieta rica
en grasas (5 animales)

GRUPQ 2: ratones IL-17R¢c, WT de camada similar como
control con dieta rica en grasas {5 animales)

GRUPO 3: ratones IL-17R¢ KO con dieta comun (3
animales)

GRUPO 4: ratones IL-17Rc WI de camada similar como
control con dieta comin {2 animales).

El disefio experimental se muestra en la Figura 7.

Los ratones se sometieron a Prueba de tolerancia a
glucosa (GTT) para acceder a su estado de Resistencia a
insulina.

Se efectud GTIT usando el siguiente método.

Mediciones de glucosa sanguinea e insulina: Se
obtuvieron muestras de sangre por sangrade de las venas
safenas, y se analizd respecto de la concentracién de
glucosa inmediatamente mediante el uso de un glucdmetro
{OneTouch Glucometer fabricado por Lifescan, EE. UU.). La
insulina sérica se midid mediante el método de ELISA.

Prueba de tolerancia a glucosa (GIT): después de ayuno
durante la noche (14 h), los animales fuercn estudiados por
la mafiana, a las 9:00 h. Se midié la glucosa sanguinea en
muestras obtenidas de sangradoc de la vena safena antes de
la inyeccién intraperitoneal de glucosa a 1,5 mg/gramo de
peso corporal de cada animal, asi comc a los 30, 60, 120 y
150 minutos después de la administracién de glucosa. Los

valores se calcularon como mg/dL de glucosa.
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Se realizé GTT para la linea de base (antes de ser
sometidos a dieta rica en grasas) &asi como en la semana 8,
la semana 10, la semana 12 y la semana 14 después del grupo
con dieta rica en grasas. Los ratones alimentados con dieta
de alimento comin se usaron como grupcos contrel. El1 resto
de las condiciones eran similares en los ratones Knockout y
los ratones de control de camada similar de tipo silvestre
(WT) .

Ademés de GTT, cada semana 5e monitorearon el peso
corporal total del animal, asi como los niveles séricos en
ayunas de insulina y glucosa.

Los resultados se muestran en las Figuras 8-11.

Si bien los ratones control de camada similar IL-17RcC
WT mostraron significativo aumento de peso y desarrollaron
un fenotipo de resistencia a insulina, los ratones IL-17Rc
Knockout eran significativamente mé&s magros y depuraban la
glucosa mucho mejor que los controles de camada similar WT.
Incluso después de alimentarse con dieta rica en grasas
durante mads de 12 semanas, los ratones knockout no
aumentaron de peso. Ambos grupos mostraron un nivel similar
de concentracicnes circulantes de insulina en ayunas. No se
observo diferencia significativa entre los ratones KO y WT
en el control de grupos alimentados con dieta.

Bdemas del experimento descrito con anterioridad
mediante el uso de ratones IL-17 Rc KO, se utilizaron dos
lineas de estudio separadas para estudiar el papel de las
citoquinas proinflamatorias IL-17A y IL-17F en diabetes y

resistencia a insulina.

Ejemplo 2
Efecto de mAb anti-IL-17 yv Anti-IL-17F sobre ratones modelo
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resistentes a insulina con dieta rica en grasas

El objeto de este estudio consistié en investigar la
eficacia de los mAb Anti-I1-17 y Anti-IL-17F en el modelo
de resistencia a insulina preventiva vy establecida ¥y
comparar con el efecto terapéutico de muTNFRII-FcC.

Disefio experimental y grupos:

Grupo.l: Ragweed 6 mg/kg en 100 wul de seclucidn
fisiolégica ip 3 veces/semana durante 10 semanas (n=10).

Grupo.2: MuTNFRII-IgG2a 4 mg/kg en 100 ul de solucidn
fisiolégica ip 3 veces/semana durante 10 semanas (n=10).

Grupo.3: MuAnti-IL-17 6 mg/kg en 100 ul de solucién
fisiolégica ip 3 veces/semana durante 10 semanas (n=10).

Grupo.4: MuAnti-IL-17+MuAnti-IL-17F mAb 6mg/kg en 100
ul de solucién fisiclégica ip 3 veces/semana durante 10
semanas {(n=10).

Grupo.5: MuTNFRII-Fc 4.mg/kg=MuAnti-IL-17 6
mg/kg+MuAnti-IL17FmAb 6 mg/kg en 18 semanas y 24 semanas
(10 animales).

Todos 1los grupos fueron sometidos a alimentacién con
dieta rica en grasas. A fin de evaluar el estade de
resistencia a insulina de los ratcones se efectud prueba de
tolerancia a glucosa (GTT) cada 2 semanas después de HFD y
dosificacién del anticuerpo.

El protocolo se ilustra en la Figura 12. El efecto de
los MAb anti-IL-17A y anti-IL-17F sobre la tolerancia a
glucosa después de 9 semanas de dosis se muestra en la

Figura 13.

Ejemplo 3

Efecto de la sobreexpresion de IL-17 sobre el estado de

resistencia a insulina evaluada mediante GTT
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El estudio se basd en la inyeccidén hidrodinamica por
la vena de la cola (HTV) del ADN de plasmidoe para la
expresidén de las proteinas nativas murinas IL-17A y IL-17F
en ratones alimentados con dieta normal y rica en grasas
para expresar el nivel elevado de las <citoquinas
proinflamatorias murinas IL-17A y IL-17F en ratones a fin
de estudiar su papel en la resistencia a insulina.

Grupo sin pléasmido

Grupo

1:

Grupo 2: vector pRK solo
3: pRK-IL-17A
4:

Grupo PRK-IL-17F

Dentro de cada grupo, 5 subgrupos de ratones fueron
inyectados para extraer sangre en diversos puntos
temporales (0 h, 2 h, 6 h, 24 h, y 72 h después de la
ingestién de ADN) a fin de medir los niveles de citoquina
circulante en suero. Una vez establecido esto, se
sobreexpresaron IL-17A y IL-17F en los ratones alimentados
con dieta rica en grasas (HFD) a fin de acceder al cambio
del estado de resistencia a insulina.

Experimentos de inyeccidén de la vena de la cola:

1) La construccién de ADN (vecter pRK o pRK-IL-173& y
PREK-IL-17F) se diluyé en soluciébn fisioclédgica {ceon
preferencia de Ringer) a una concentracidén gque dic una
dosis final de 50 pg/ratén /inyecciédn.

2) Cada ratdn fue inyectado por via intravenosa en la
vena de la ceola con aproximadamente 1,6 ml de la solucidn
que con tiene ADN en solucién fisicldgica o solucidn de
Ringer.

3) Las dosis se administraron como una inyeccién de
bolo intravenosa (vena de la cola) durante un periodo de 4-

5 segundos (B segundes como maximo) para el maximo de
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captacién de ADN.

los resultados se muestran en la Figura 14. A) Los
ratones c57BL/6 de ocho semanas de edad fueron inyectados
con 50 ug de ADN de plasmido (pRK-IL-17A) o vector PpRK
solo. 48 h mas tarde se recolectd suero de ambos grupos Yy
se midié el nivel de IL-17 en el suerc por ELISA. B) Tres
grupos de ratones se dejaron en ayunas durante la noche y
se sometieron a ip GTT y los resultados se graficaron en
funcién del tiempo después de la inyeccidédn de glucosa.
{*p>0,05) .

Si bien la presente invencién ha sido descrita con
referencia a lo que se considera son las formas especificas
de realizacién, se debe entender gque la invencidn no se
limita a dichas formas de realizacién. Por el contrario, la
invencién pretende cubrir diversas modificaciones vy
equivalentes incluides en el espiritu y el alcance de 1las

reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para tratar un trastorno de resistencia
a insulina en un mamifero que comprende administrar a un
mamifero gque lo necesite una cantidad efectiva de un

antagonista de IL-17A y/o IL-17F.

2. El método de acuerdo con la reivindicacidn 1, en
donde el trastornc es seleccionado del grupo que consiste
de diabetes mellitus no insulinodependiente (NIDDM) ,

obesidad, hiperandrogenismo ovarico e hipertensidn.

3. El método de acuerdo con la reivindicacidén 2, en

donde el trastorno es NIDDM o cbesidad.

4. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en
donde el mamifero es humano y la administracién es

sistémica.

5. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en
donde el antagonista IL-17A y/o IL-17F es un anticuerpo o

uno de sus fragmentos.

6. El método de acuerdo con la reivindicacidn 5, en
donde el anticuerpo es un anticuerpo seleccionado del grupo
gque consiste de anticuerpos anti-IL-17A, anti-IL-17¥F¥, anti-

IL-17A/F y anti-IL-17Rc.

7. El método de acuerdo con la reivindicacidén 6, en

donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

82 LA: 595183v1
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8. El método de acuerdo con la reivindicacidén 7, en
donde el anticuerpc es un anticuerpo quimérico, humanizado

© humano.

9, El método de acuerdo con la reivindicacién 8, en
donde el anticuerpc es un anticuerpo Dbiespecifico,

multespecifico ¢ de reaccidn cruzada.

10. El1 método de acuerdo con la reivindicacidén 9 que
ademds comprende administrar una cantidad efectiva de un

agente para tratar la resistencia a insulina.

11. El método de acuerdo con la reivindicacién 10, en
donde el agente para fratar la resistencia a insulina es

insulina, IGF-1 o una sulfonilurea.

12. El método de acuerdo con la reivindicacidédn 16 que
ademas comprende una cantidad efectiva de otro agente capaz

de tratar dicho trastorno de resistencia a insulina.

13. El método de acuerdo con la reivindicacién 12, en

donde el otro agente es Dickkopf-5 (Dkk-3).

14, Una composicidén farmacéutica gue comprende un
antagonista de IL-172 y/o IL-17F en mezcla c<¢on un
excipiente farmacéuticamente aceptable, para el tratamiento

de un trastorno de resistencia a insulina.
15, La composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 14, en donde el antagonista IL-17A y/o IL-

17F es un anticuerpo o uno de sus fragmentos.
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16. La composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 15, en donde el anticuerpo es un anticuerpo
seleccionado del grupo que consiste de los anticuerpos

anti-IL-17a, aati-IL-17F, anti-IL-17A/F y anti-IL-17Rc.

17. La composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 16, en donde el anticuerpo es un anticuerpo

monoclonal.

18. La composicién farmacéutica de acuerde con la
reivindicaciéon 17, en donde el anticuerpo un es un

anticuerpoc quimérico, humanizado o humano.

19. La composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 18, en donde el anticuerpo es un anticuerpo

biespecifico, multiespecifico o de reaccién cruzada.

20. El uso de un antagonista de IL-17A y/o IL-17F en
la preparacién de un medicamento para el tratamiento de un

trastorno de resistencia a insulina.

21. Un kit para tratar un trastorno de resistencia a
insulina, en donde dicho kit comprende: (a) un contenedor
gue comprende un antagonista de IL-17A y/o IL-17F; y (b) un
rotulo o instrucciones para administrar dicho anticuerpo

para tratar dicho trastorno.

84 LA: 595183v]

AED



-

NM_0021990
ORIGEN

(GenBank}

1 geaggcacaa

61
121
is1
241
301
361
421
481
541
601
€61
721
781
841
201
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
ls01l
1561
1621
1681
17T4)
1801

acctoattgy
acaatcccac
atggteaace
tactacaace
coctotgiga
gtggactacec
cotecadact
tgtgteacee
agcagtraga
cetcatiteg
aggtaatackt
gtttgactga
tatctaatat
tetatkttat
aaaggtaaaa
aaaaaggtga
ggcagtgcaa
tttaasagtt
aaattttgea
taaacecctta
tteteattaa
tocroooataa
tecaagttct
tagccaatge
gaggaskgyge
aagaagttot
caggetteet
Leaagraaca
gagctgatgg
acteaatcac

Attorney Docket

acteatocat
tgrcactget
gaaatccagyg
tgaacarcea
gatccaccte
tetgggaggc
acatgaacte
goccgaacte
cgattgteea
ctatggagag
gactaaacte
tggccRAgat
gtaccaattt
goectgagat
tbgterettt
cctgtatcta
aagageacta
aatttctgag
ataacatgge
stttgtegag
taataaante
atgtatttta
gcaaaacaaa
cgattteaca
tgtagacaga
atgtcattat
|ggaggagac
ttggagatcta
ctectaggye
ggcagagcga
attcanttee

cecocagttgn
actgetgeotyg
atgeccoeaaat
tazaccygaat
accttggaat
apagtgccge
tgtcceoeate
ctteeggekg
ceatgrggee
cegaccoage
actagagtte
atgagatcetg
getrecttgtt
nactttgggyg
anagaagata
tttgagetat
Ltatcagtte
tetttacaac
tgaaaagaaa
gttetacaag
cttetgtaat
gcaaactcay
gcatgtettt
tgecttoany
agecattkttga
taaagatcest
attgtettca
aggueectca
etggeotiety
actttaagta
agagtagtet

FIGURA 1
(SEQ. ID NO:1)
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ttggaagaas
agoctagagg
tetgaggaca
agcaAatacca
ctoeaccges
cacttggget
cagcaagaga
gagaagatac
taagagctct
ccctecaggaa
ttaaggcagh
aaktaccett
tacgttitee
tataagattce
agattctggg
crasggatct
tacctaggta
atacggatat
gattaaacct
agatacagca
Aatasaagtty
ctcottcocta
gagtaacaat
actgaacace
taggaaktaga
atggggaana
gactacaaty
gagatcaaca
tetgatcang
tgagaaaagt
caagtttcecac

caacgatgac
ccatagtgaa
agaactteoe
atgccanaay
atgaggaccc
geatcaacge
tecetggtect
tggtgtbceyt
ggggagcecea
ccctcatcet
ttgtccaatt
cootetttad
agggetitaa
cattttaatg
cttyggeatt
atttatgrket
ratgtaagat
agtatttect
acttteatat
agtctaactc
CaAAAJAasAd
ttyggaagag
gacctggana
gactaaggtt
gcacataaga
cgaascecte
tccagtttet
gaccaacatt
gcaccacaca
tcagceeaag
ategtaacca

tectggyaag
ggcaggaatc
ccggacegty
gkcctcagat
tgagagatat
tgatgggaac
gcacaggeay
gyggetgrace
cactccoceaa
tcaaagacag
aaagctbeag
aagaagyaag
gttatttaty
aattacctac
teattattta
aagtacttag
agaattaaat
cetotttgte
gratrtaattts
tetgttocat
tgttratttyg
ccatgeaaat
tacecaaaat
ttcatactat
taatggeeoct
cecaanatac
ccectagact
tttetcttee
atccagaaag
taazaatacaa
crttegece
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NP_002181 {GenBank)

ORIGEN
1 mtpgkeslvs lllllsleai vkagitipra pgcpnaedkn fprtvmvnln ihnrntntnp

61 kreadyynra topwnlhrne dperypsviw eakerhigoi nadgnvdyhm ngvpigqgeil
121 vlrrepphep nsfrlekilv avgetovepi vhhva

FIGURA 2
(SEQ. ID NO:2)
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leus getseq est.DMALG6EB1S
AGCCACCAGCGCARCATGACAGTGRAGACCCTGCATGGCCCAGCCATGGTCARGTACTTG
CTGCTGTCGATATTGGGGCT TECCTTTCTGAGTEAGEUGECAGCTCGGAARNTCCCCARA
GTAGGACATACTTTTTTCCARAAGCCTGAGAGTTGCCOGCCTGTGCCAGGAGEGTAGTATG
ARGCTTGACATTGGCATCATCAATGAARACCAGOGCGTTTCCATGTCACGTARCATCGAG
AGCCGCTCCACCTCCCCC TEGAATTACACTGTCACTTGGEACCCCAACCGETACCCCTCG
GAAGTTGTACAGECCCAGTGTAGGRACTTGGEC TGCATCAATGCTCANGGAAAGGARGAC
ATCTCCATGARTTCCGTTCCCATCCAGCARGAGACCCTGETCGTCCGGAGERRGCACCAR
GGCTGCTCTGTTTCTTTCCAGTTGEAGARGGTGCTGGTGACTGTTGUCTGCACCTGUGTT
ACCCCTGTCATCCACCA’I‘G’NSCAG?_A_I\.GAGGTGCATATCCACTCAGCI'GMGMG

FIGURA 3
(SEQ. ID NO:3)
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leur getseq asp.DNALl66819

>cMon Dec 4 08:36:45 2000 DNA166819 {min}
»<fugr/seqdbl /sst /DNA/Dnasegs . . min/s5 . DUNALI66E19

» subunidad 1 de 1, 163 2a, 1 parsada

><MW: 18045, pI: 9.28, NX{8/T): 1
MTVKTLHGPAMVKYLLLSILGLAFLSEARARKIPKVGHTF FQKPESCPRVEGGSMELDIG
IINENQRVSMSRNIBSRS TS PUNYTUTWDPNRY PSEVVQAQCRNLGC INAQGKEDISMNS

VPIQQETLVVRRKHQGCSVSFQLERVLVTVGCTCVTPVIRHVY

FIGURA 4
(SEQ. ID NO:4)
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leu> getseqg sst.DNAL64625

ACACTGGCCAAACAARANCGAAAGCACTCCGTGL TEGAAGTAGGAGEAGAGTCAGGACTC
CCAGGACAGAGAGTGCACAAACTACCCAGCACAGCCCCCTCCGLCCCCTCTGGAGGCTGA
AGAGGGATTCCAGCCCCTGCCACCCACAGACACGEGCTGACTAGGEGTETCTGCCCCCCTT
GGGGGGGGGCAGCACAGGGCCTCAGGCCTGGGTGCCACCTGGCACCTAGAAG&!ECCTGT
GCCCTEGTTCTTGCTGTCCTTGGCACTGGGCCGARGLCCAGTGETCCTTTCTCTGGAGAG
GCTIGTOGGECCTCAGGACGCTACCCACTGC TCTCCGGGLCTCTCCTGCUGCUTCTGGGA
CAGTGACATACTCTGCCTGCCTGGGGACATCGTGCCTGCTCCGEGCCCCGTGCTGGCGCC
TACGCACCTGCAGACAGAGCTGGTGCTGAGGTGCCAGARAGGRAGACCGACTGTGACCTCTG
TCTGCGTETEGC TG TCCAC T TEECCOTGCATEGGCACTGGGAAGAGCCTGAAGATGAGGA
AARGTTTGGAGGAGCAGCTGACTCAGGGGTGGAGGAGCCTAGGRATGCCTCTCTCCAGGC
CCAAGTCGTGCTCTCCTTCCAGGCCTACCCTACTGCCCGCTGCGTCCTGCTEGAGGTGCA
AGTGCCTGCTGCCCTTIGTGCAGTTTGGTCAGTCTGTGGGCTCTGTGGTATATGACTGCTT
COAGGCTECCCTAGGGAGTGAGGETACGAATCTGGTCCTATACTCAGCCCAGGTACGAGAR
GGAACTCAACCACACACAGCAGCTGCCTGCCCTGLCCTGGCTCAACGTGTCAGCAGATGG
TCACAACCTGCATCTEGTTCTGAATGCTCTC TGAGGAGCAGCACTTCGGCCTCTCCCTGTA
CTGGAATCAGGTCCAGGECCCCCCAAAALCCCCGGTGGCACARARACCTGACTGGACCGCA
GATCATTACCTTGAACCACACAGACCTGSTTCCCTGCCTCTGTATTCAGGTGTGGCCTCT
GGAACCTGACTCCGTTAGGACGAACATCTGCCCCTTCAGGGAGGACCCCCGCGCACACTA
GAACCTCTGGCARGCCGCCCOACTGCGACTGCTGACCCTGCAGAGCTGGCTGCTGGACGT
ACCGTECTCGCTGCCCGCAGAAGCGGCACTGTGCTGGLGGGCTCCGGGTGGGGACCCCTG
CCAGCCACTGGTCCCACCGCTTTCCTGGGAGAACGTCACTGTGGACAAGGTTCTCGAGTT
CCCATTGCTGAAAGGCCACCCTAACCTCTGTGTTCAGGTGAACAGCTCAGAGAAGCTGCA
GCTGCAGGAGTGCTTGTGEECTGACTCCCTGGGECCTCTCAAAGACGATGTGCTACTGTT
GGAGACACGAGGCLCCCAGGACAACAGATCCCTCTETGCCTTEGGAACCCAGTGGCTGTAC
TTCACTACCCAGCAAMGCCTCCACGAGGGCAGCTCGCCTTGGAGAGTACT TACTACAAGA
CCTGCAGTCAGGCCAGTATCTGCAGCTATEEGACCATGACTTGACAGCGCTATGEGCCTG
CCCCATGGACARATACATCCACAAGCGCTGEECCCTCGTETCECTGGCCTGCCTACTCTT
TGCCGCTGCGCTTTCCCTCATCCTCCTTCTCARAAAGGATCACGCGAARGGGTGGCTGAG
GCTCTTGRRACAGCACGTCCGCTCGGEEECEGECLGCCAGEGECOCCELGGCTCTECTCCT
CTACTCAGCCCATGACTCGAGTTTCCRAGCECCTRGTEGELGCCCTGGCGTCGGLCCTETS
CCAGCTGCCGCTGCGCGTEGCCGTAGACCTGTGGAGCCGTCGTGARCTGAGCGCGCAGGE
GCCCGTGGCTTGGTTTCACGCGCAGCGGCGCCAGACCCTGUAGGAGGGCGECGTGGTGGT
CTEGCTCTTCTCTCCCGGTCCGGTEGCECTGTGCAGCGAGTGGCTACAGGATGGGETGTC
CEGGECCCEEGECGCACGGCCCGCACGACGCCTTCCGCGCCTCGCTCAGCTGCGTGCTGCC
CGACTTCTTGCAGGCCCGEGLGCCCEGCAGCTACGTGGGGGCCTGCTTCGACAGGCTGCT
CCACCCGGACGCCGTACCCGLCCTTTTCCGCACCGTGCCCGTCTTCACACTGCCCTCCCA
ACTGCCAGACTTCCTAGGEGCCCTGCAGCABCCTCGCGCCLCGLEGTTCCEGGIGECTC A
AGAGAGAGCGGAGCARAGTGTCCCGGECCCTTCAGCCAGCCCTGEATACGCTACTTCCATCC
CCCGGECACTCCCGCGCCEGGACGLEGEETGEGACCAGGGECGEGACCTEGGGCGGGEGEA
CGGGACTTAAATAAAGGCAGACGCTGTTTTTCTAAAAARR

FIGURA 5
{SEQ. ID NO:5)
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leu> getseqg ssp.DMAL64625

>«Thu May 3 14:08:16 2001 DNAl64625 {min)

»></usr/gseqdb2/sst /DNA/Dnaseqs . min/ss . DNALE4625

>< subunidad 1 de 1, 705 aa, 1 parada

»<MW: 78970, pI: 6.00, NX{S8/T): ¢
MEVPRFLLSLALGRSPVVLSLERLVGPODATHCS PGLSCRIWDSDILCLPGDIVPAPGRV
LAPTHLQTELVLRCOKETDCDLCLRVAVHLAVHGHWEE PEDEEK FGGAADSGVEEPRNAS
LORQVVLSFGAY PTARCVLLEVOVPARLVOFGOSVGSVVYDCPFEAALGSEVRIWSYTQRR
YEKELNHTQOLPAL PWLNVSADGDNVHLVLNVSEEQHFGLSLYWNQVQG PPKPRWHEKNLT
GPOIITLNHTDLYPCLCIQVWPLEPDSVRTNICPFREDPRANONLWCAARLRLLTLOSHL
LDAPCELPAEAALCWRARPGEDECQPLVPPLEWENVTIVDEKVLEFPLLXGHENLCVOVNSSE
KLOLOECLWADS LG PLEKDDVLLLETRGPQUNRSLCALEPSGUTSLPSKASTRAARLGEYL
LODLOSGQULQLWDDDLGALWACPMDKY THKRWALVWLACLLFAAALSLILLLKKDHAKG
WLRLLEQDVRSGAAARGRAALLLYSADDSGFERLVGALASALCQLPLRVAVDLWSRRELS
AGPVARFHAQRROTLQEGGVVVLLF S PFGAVALCSEWLQDGVSGPGAHGPHDAFRASLSC
VLPDFLOGRAPGSYVGACFDRLLHPDAVPALFRTVEVFTLPSQLPDPLGALQQFRAFRSG
RLQERAEQVSRALOPALDSYFHPPGTPAPGRGVGPGAGPGAGDGT

FIGURA 6
(SEQ. ID NO:6)
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FIGURATY
Disefio experimental

UNQ6118

ratohes de 2 meses

o
=z KO

wimm WT

AN

60% de dieta rica en grasas

||

semana g semana 10
con HFD  con HFD

GTT

-

60% de diets rica en grasas

Dieta cortro ] 1

semana § $emana10

GTT: 13 prueba de tnleranda de glucosase efectud despuds de toda la noche en ayunas, La ghucosa se inyectt ip
¥y se monitorad el nivel de glucosa sanguinea cada 30 min mediante glucosimetro
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FIGURA 8
Resultados de la semana 8 del estudio del modelo de dieta rica en grasas
usando ratones 1l-17Re KO
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FIGURA BA
ALIMENTO CONTROL vs ALIMENTO CON DIETA RICA EN GRASAS
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FIGURA 9B
Ratones receptor IL-17 KO resistentes a resistencia a insulina inducida por HFD
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FIGURA 10

AREA BAJO LA CURVA
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FIGURA 11
PESO CORPORAL

peso corporal (semana 18)

semana 8§ (antes de la

dieta rica en grasas)

%
5
i 'l '
d ""- —
. “,, ™
e |V -
g4 o '
304 ’ g.. 'g JTL
¢
—4ni— TV S %
, I '
1.
04
£&pd
Ko T g £
A A
v v
96 LA: 5951B3vl

ATy



Attorney Docket No.: GNE—0344PR (PR4274)

FIGURA 12

Efecto de mAb anti-IL-17 y anti-IL-17F sobre ¢l modelo de
dieta HF resistente a insulina

Di_a ©) . Comienza dosis semanal 3 veces (~9 semanas)
comienza dosis HFD

GTT:

semana 9

97 LA: 5951B3vl



Attorney Docket No.: GNE-0344PR (PR4274)

GTT en periodo de dosificacion después de 9 semanas

somana 9 -—RW
== L-17A
6004 *~IL-17A v F
=o~|L17AFF vy TNFa
500+ s dieta comin
700
D
E ‘
g 3004
2004
100+
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Figura 13: Efecto del tratamiento con ab anti-IL17 sobre el estado resistente a insulina en
modelo HFD evaluado por GTT
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Expresién ectbpica de IL-17A por inyeccién de ADN de plasmido sequido de
prueba de folerancia a glucosa

Dia0 48 h 72 h
Disefio experimental j ] l
e ’
Aoniy;
T e daemido ELISA GIT
Gn Suero
B GTT de IL-17 ptasmido
A Inyeccion de IL-17A
plasmido
iy
by . 505 .
3§ & ""I'."“' % = sin inyeccion
- £ de ADN
% 81 | g
¢ F '
N . 0
v
g 3 fiq &
] T 01
’\ﬁ} 6& ¥ L] T ; |
¥ § I T T I
J}o‘ horas después de glucosa (ip)

Figura 14: Efecto de la sobreaxpresion de IL-17 sobre el estado resistente a insulina
evaluado por GTT
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<110>
<120>
<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<160> 6
<170>
<210> 1

<211> 1859
<212> ADN
<213> Homo

<400> 1

.;caggcacaa

acctcattgg
acaatcccac
atggtcaacc
tactacaacc
ccctetgtga
gtggactacc
cctececacact
tgtgtecacce
agcagttaga
ccteattteg
aggtaacact
.gtttgactga
tatttaatat
tttattttgt
aaaggtaaaa
aaaaaggtga
ggcagtgeaa
tttaaaagtt
aaattttgea

taaaccetta

GENENTECH, INC.
TRATAMIENTO DE

GNE-0344.PCT

61/165,677
2008-

04-01

sapiens

actcatececat
tgteactget
gaaatccagg
tgaacatcca
gatccaccte
tctgggaggce
acatgaactc
gccccaacte
cgattgtcea
ctatggagag
gactaaactc
tggccaagat
gtaccaattt
geccocctgagat
ttgtettttt
cctgtattta
aaaagcacta
aatttctgag
ataacatggc
atttgttgag

taataaaatc

LISTADO DE SECUENCIAS

PatentIn version 3.5

ccccagttga
actgctgetyg
atgcccaaat
taaccggaat
accttggaat
aaagtgecege
tgtccecate
cttecggetg
ccatgtggec
cegacccage
attagagtte
atgagatctg
gettcttgtt
aactttgggg
aasagaagata
tttgagetat
ttatcagtte
toctttacaac
tgaaaagaaa
gttttacaag

cttotgtaat

ttggaagaaa
agcctggagg
tetgaggaca
accaatacca
ctecacegea
cacttgggcet
cagcaagaga
gagaagatac
taagagctct
ccctoaggaa
ttaaggcagt
aattaccttt
tactitttta
tataagatte
agattetggg
ttaaggatet
tgectaggta
atacggatat
gattaaacct
agatacagca

aataaagttt

TRASTORNCS RESISTENTES A INSULINA

caacgatgac
ccatagtgaa
agaacttcec
atcccaaaaqg
atgaggaccc
gcatcaacge
tectggtect
tggtgtcegt
ggggagccca
ceeteoateet
ttgtocaatt
cectetttee
agggctttaa
cattttaatg
cttgggaatt
atttatgttt
aatgtaagat
agtatttcet
actttcatat
agtctaactc

caaaagaaaa

tcctgggaag
ggcaggaatc
ccggactgtg
gtecteagat
tgagagatat
tgatgggaac
gocgcagggag
gggetgeace
cactccoccaa
tcaaagacag
aaagcttecag
aagaaggaag
gttatttatg
aattacctac
ttattattta
aagtatttag
agaattaaat
cctetttgtt
gtattaattt
tctgttecat

tgtttatttg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
00
660
720
780
B840
%00
860

1020
1080
1140
1200

1260



¢

ttcteattaa
tctectataa
tccaagttct
tagccaatge
gaggaatggc
aagaagttct
caggcttect
tcaagcaaca
gagctgatgg

actcaatcac

<210> 2

<211> 155
<212> PRT

.(2 13> Home sapiens

<400> 2
Met Thr
1

Leu Glu
Cys Pro

Leu Asn

Asp Tyr
65

1I'Asp Pro

Leu Gly
Val Pro

Cys Pro
130

Thr Cys
145

Pro Gly Lys
S

Ala Ile Val
20

Asn Ser Glu
as

Ile His Asn

Tyr Asn Arg

Glu Arg Tyr
a5

Cys Ile Asn
100

Ila Gln Gln
115

Asn Ser Phe

Val Thr Pro

atgtatttta gcaaactecag
gcaaaacaaa gcatgtcettt
cgatttcaca tgecttcaag
tgtagacaga agcattttga
atgtcattat taaagatcat
gggaggagac attgtettea
ttggagatta aggcccctcea
ctecctaggge ctggettetyg
ggcagaacga actttaagta

attcaazttec agagtagttt

ctotteccta
gagtaacaat
actgaacace
taggaataga
atggggaaaa
gactacaatg
gagatcaaca
tctgatcaag
tgagaaaagt

caagtttcac

Thr Ser Leu Val Ser Leu

Lys Ala Gly

Ila Thr Ile

25

Asp Lys Asn
40

Phe Prc Arg

Arg Asn Thr Asn Thr Asn

55

Ser Thr Ser
70

Pro Sexr Val

Pro Trp Asn

75

Ile Trp Glu

90

Ala Asp Gly Asn Val Asp

105

Glu Ile Leu Val Leu Arxg

120

Arg Leu Glu
135

Ile Val His
150

Lys Ile Leu

His Val Ala

155

ttgggaagag
gacctggaaa
gactaaggtt
gcaaataaga
tgaaacccte
tccagtttet
gaccaacatt
gcaccacaca
tcagcccaag

atcgtaacca

Leu Leu Leu

Pro Arg Asn

30

Thr Val Met

45

ttatgcasat
tacccaaaat
ttcatactat
taatggecect
cccaaaatac
ccectagact
tttetettoc
acccagaaagq
taaaataaaa

ttttcgeee

Leu Ser
15

Pro Gly

Val Asn

Pro Lys Arg Ser Ser

Leu His Arg Asn Glu

Ala Lys Cys

Arg His

Tyr His Met Asn Ser

110

Arg Glu Pro

125

Val Sear Val

140

Pro His

Gly Cys

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1859

S50



<210> 3
<211> 535
<212> ADN
<213> Homo

<400> 3
agccaceagce

ctgetgtega
gtaggacata
aagcttgaca
agccgetcca
gaagttgtac
atctccatga
ggctgctetg

I accectgtca

<210> 4
<211> 163
<212> PRT
<213> Homo

<400> 4
Met Thr Val
1

sapiens

gcaacatgac
tattggggct
cttttttceca
ttggcatcat
ccteccectyg
aggecccagtg
atteegttec
tttetttcca

tecaccatgt

sapiens

agtgaagacc
tgecctttetg
aaagectgag
caatgaaaac
gaattacact
taggaacttg
catccageaa
gttggagaag

gcagtaagag

Lys Thr Leu His Gly

5

Leu Ser Ile Leu Gly Leu Ala FPhe

Ile Pro Lys
35

Pro vVal Pro
50

t ‘I'Asn Gln Arg

65

Val Gly His Thr Phe

40

ctgeatggec
agtgaggcgg
agttgccege
cagcgegttt
gtcacttggg
ggctgcatca
gagaccctgg
gtgctggtga

gtgecatatcc

Pro Ala Met

10

Leu Ser Glu
25

Phe Gln Lys

Gly Gly Ser Mat Lys Leu Asp Ile

585

Val Ser Met Ser Arg Asn Ile Glu
70

75

cagccatggt
cagctceggaa
ctgtgeccagy
ccatgtcacy
accccaacceqg
atgetcaagg
tegtecggag
ctgttggety

actcagetga

Val Lys Tyr

caagtacttg
aatccccaaa
aggtagtatg
taacatecgag
gtaccccteg
aaaggaagac
gaagcaccaa
cacctgegte

agaag

Leu Leu
15

Ala Ala Ala Arg Lys

Pro Glu Ser

45

Gly Ile Ile

60

Ser Arg Ser

Cys Pro

Asn Glu

Thr Ser
80

€0
120
180
240
300
360
420
480

535

Pro Trp Asn Tyr Thr Val Thr Trp Asp Pro Asn Arg Tyr Pro Ser Glu
B85 90 95

Val Val Gln Ala Gln Cys Arg Asn Leu Gly Cys Ile Asn Ala Gln Gly
100 105 110

Lys Glu Asp Ile Ser Met Asn Ser Val Pro Ile Gln Gln Glu Thr Leu
115 120 125

Val Val Arg Arg Lys His Gln Gly Cys Ser Val Ser Phe Gln Leu Glu
130 135 140



Lys Val Leu Val Thr Val Gly Cys Thr Cys Val Thr Pro Val Ile His
150

145

His Val Gln

<210> 5

<211> 2380
<212> ADN
<213> Homo

<400> 5
acactggeca

ccaggacaga
agagggatte

gggggggggs

.;ccctggttc

gettgtygggy
cagtgacata
tacgcacctg
tctgegtgtg
aaagtttgga
ccaagtegtg
agtgcctget
cgaggetgac
gaaactcaac
tgacaacgtg

ctggaatcag

.gatcattacc

ggaacctgac
gaacctetgg
accgtgctcg
ccageogacty
cecattgety
getgeaggag
ggagacacga

ttecactacce

sapiens

aacaaaaacyq
gagtgcacaa
cagececctge
agcacaggge
ttgctgtect
cctcaggacg
ctotgectge
cagacagagc
gctgtcocact
ggagcagctyg
ctetecttee
geecttgtge
ctagggagtg
cacacacage
catctggttc
gtecagggcc
ttgaaccaca
tcegttagga
caagcegece
ctgecegeag
gtcccaccgeo
aaaggcecacc
tgcttgtggg
ggccceccaqgg

agcaaagect

aaagcactcc
actacccage
cacccacaga
ctcaggectg
tggcactggg
ctaccecactg
ctggggacat
tggtgctgag
tggeccgtgea
actcaggggt
aggecctacce
agtttggtca
aggtacgaat
agctgeetge
tgaatgtcte
cceccaaaace
cagacctggt
cgaacatctyg
gactgcgact
aagcggecact
tttcctggga
ctaacctetg
ctgactcecect

acaacagatc

ccacgaggge

155

gtgctggaag
acageccccect
cacgggetga
ggtgecacct
ccgaagccca
cteteeggge
cgtgectget
gtgccagaag
tgggcactgg
ggaggagcct
tactgcecege
gtetgtggge
ctggtecctat
cetgecctgg
tgaggagcag
ccggtggeac
tccctgeete
ccectteagy
gctgacectg
gtgctggegg
gaacgtcact
tgttcaggtyg
ggggeoctate
cctetgtgec

agctegectt

taggaggaga
ccgecceate
ctggggtgte
ggcacctaga
gtggteccttt
ctctectgec
cogggeceeg
gagaccgact
gaagagcctg
aggaatgecot
tgegtectge
tctgtggtat
actcagccca
ctcaacgtgt
cacttcggee
aaaaacctga
tgtattcagg
gaggaccccs
cagagctgge
gctcegggtyg
gtggacaagyg
aacagectcgg
aaagacgatg
ttggaaccca

ggagagtact

160

gtcaggacte
tggaggetga
tgccoceectt
agatgcetgt
ctetggagag
gectetggga
tgetggegec
gtgacctetg
aagatgagga
ctetecagge
tggaggtgea
atgactgett
ggtacgagaa
cagcagatgg
tcteectygta
ctggacegea
tgtggcectet
gcgecacacca
tgctggacge
gggacceetg
ttctegagtt
agaagctgea
tgoctactgtt
gtggetgtac

tactacaaga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500



cctgecagtea
ccecatggac
tgecegetgeg
gectettgaaa
ctactcagec
ccagctgecg
gcoccgtaget
cttgctette
cgggcccggg
cgacttcttyg
ccacccggac
actgccagac

[ NP

ccecggggact
cgggacttaa
<210> 6
<211> 705
<212> PRT
<213> Homo

<400> 6

ggccagtgte
aaatacatcc
ctttcectea
caggacgtcc
gatgactcgg
ctgcocgegtgg
tggtttecacy
tcteececggtyg
gegeacggec
cagggceggy
gecgtaceeg
tteoctggggg
gagcaagtgt
ccocgegecgg

ataaaggcag

sapiens

tgcagctatg
acaagegetg
tectocttet
gctcggggge
gtttecgageg
ccgtagacat
cgcagcggeg
cggtggocget
cgcacgacgc
cgecceggcag
ccctttteeg
ccectgeagea
ccegggeccet
gacgeggggt

acgctgtttt

Met Pro Val Pro Trp Phe Leu Leu

1

5

ggacgatgac
ggacctegtyg
caaaaaggat
ggccgecagg
cctggtggge
gtggageccgt
ccagacectyg
gtgcagcgag
cttececgegeco
ctacgtgggg
caccgtgeoee
gactegegece
teageccagece

gggaccaggg

tctaaaaaaa

Ser Leu Ala
10

Val Val Leu Ser Leu Glu Arg Leu Val Gly Pro

20

Cys Ser Pro Gly Leu Ser Cys Arg

35

40

Leu Pro Gly Asp Ile Val Pro Ala

50

55

25

Leu Trp Asp

Pro Gly Pro

His Leu Gln Thr Glu Leu Val Leu Arg Cys Gln
70

65

Asp Leu Cys Leu Arg Val Ala Val

85

Glu Glu Pro Glu Asp Glu Glu Lys

100

Val Glu Glu Pro Arg Asn Ala Ser

75

His Leu Ala
90

Phe Gly Gly
105

Leu Gln Ala

ttgggagege
tggectggect
cacgcgaaag
ggeccgegegy
gecctggegt
cgtgaactga
caggagggcg
tggctacagy
tegotcaget
geectgetteg
gtettcacac
cegegtteeg
ctggatagct

gegggacctyg

tatgggectg
gcctactectt
ggtggctgag
ctetgetect
cggecctgtg
gegegeaggg
gegtggtggt
atggggtgte
gegtgetgeo
acaggetget
tgeectecea
ggcggcteca

acttcecatee

gggeggggga

Leu Gly Arg Ser Pro

15

Gln Asp Ala Thr His

30

Ser Asp Ilae Leu Cys

45

Val Leu Ala Pro Thr

Lys Glu Thr Asp Cys

80

Val His Gly His Trp

85

Ala Ala Asp Ser Gly
110

Gln Val val Leu Ser

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2380

NED



Pha

Pro

145

Thr

Ala

Val

Asn

225

Gly

Cys

Cyé

Ala

val

Cys

Trp

Gln

130

Ala

Cys

Gln

Lau

Leu

210

Gln

Pro

1le

Pro

Arg

290

Ser

Pro

Asp

val

Ala
370

115

Ala

Ala

FPhe

Pro

Pro

195

Asn

val

Gln

Gln

Phe

275

Leu

Leu

Cys

Lys

Glin

35%

Asp

Tyr

Lau

Glu

Arg

180

Trp

Val

Gln

Ile

Val

260

Arg

Arg

Pro

Gln

val

340

val

Ser

Pro

Val

Ala
165

Tyr

Leu

Ser

Gly

Ile
245

Trp

Glu

Leu

Pro

325

Leu

Asn

Leu

Thr

Gln

150

Ala

Glu

Asn

Glu

Pro

230

Thr

Pro

Asp

Leu

Glu

310

Leu

Glu

Ser

Gly

Ala

i35

Fhe

Leu

Lys

Val

Glu

215

Pro

Leu

Leu

Pro

Thr

295

Ala

val

Phe

Sef

Pro
375

120

Arg

Gly

Gly

Glu

Sar

200

Gln

Lys

Asn

Glu

Arg

280

Ala

Pro

Pro

Glu

360

Lau

Cys

Gln

Sar

Leu

185

Ala

His

Pro

His

Pro

265

Ala

Gln

Leu

Pro

Leu

345

Lys

Lys

Val

Sar

Glu

170

Asn

Asp

Phe

Arg

Thr

250

Asp

His

Ser

Cys

Leu

330

Lau

Leu

Asp

Leu

Val

155

Val

His

Gly

Gly

235

Asp

Ser

Gln

Trp

Tp

315

Ser

Lys

Gln

Asp

Leu

140

Gly

Arg

Thr

Asp

Leu

220

His

Val

Asn

Lau

300

Arg

Trp

Gly

Leu

Val
380

125

Glu

Sar

Ile

Gln

Asn

205

Ser

Lys

val

Arg

Leu

285

Leu

Ala

Glu

His

Gln

365

Leu

vVal

Val

Trp

Gln

190

Vval

Leu

Asn

Pro

Thr
270

Trp

Asp

Pro

Asn

Pro

350

Glu

Leu

Gln

val

Ser

175

Leu

His

Tyr

Leu

Cys

255

Asn

Gln

Ala

Gly

val

335

Asn

Cys

Leu

Vval

Tyr

160

Tyr

Pro

Leu

Trp

Thr

240

Leu

Ile

Ala

Pro

Gly

320

Thr

Leu

Lau

Glu



Thr

-1

Gly

Gly

Trp

Ile

Ala

465

Gly

val

Val
545

Val

rp

Ala

Pro
625

Pro

Arg

Cys

Glu

Asp

His

450

Ala

Leu

Arg

Leu

Ala

530

Ala

Val

Leu

Phe

Ala

610

Asp

Ser

Gly

Thr

Tyr

Asp

435

Lys

Leu

Arg

Ala

val

515

Val

Trp

val

Gln

Arg

595

Pro

Ala

Gln

Pro

Ser

Leau

420

Asp

Arg

Ser

Leu

Ala

500

Gly

Asp

Phe

Leu

Asp

580

Ala

Gly

val

Leu

Gln

Leu

405

Leu

Leu

Trp

Leu

Leun

485

Leu

Ala

Leu

His

Leu

565

Gly

Ser

Ser

Pro

Pro

Asp

350

Pro

Gln

Gly

Ala

Ile

470

Lys

Leu

Leu

Trp

Ala

550

Phe

Val

Leu

Tyr

ARla

630

Asp

Asn

Sar

Asp

Ala

Leu

455

Lau

Gln

Leu

Ala

Ser

535

Gln

Ser

Ser

Ser

Val

615

Leu

Phe

Arg

Lys

Leu

Leu

440

val

Leu

Asp

Tyr

Sar

520

Arg

Arg

Pro

Gly

Cys

600

Gly

Phe

Leau

Ser

Ala

Gln
425

Trp

Trp

Leu

val

Ser

505

Ala

Arg

Arg

Gly

Pro

585

Vval

Ala

Arg

Gly

Leu

Ser

410

Ser

Ala

Leu

Lys

Arg

490

Ala

Leu

Glu

Gln

Ala

570

Gly

Leu

Cys

Thr

Ala

Cys

38s

Thr

Gly

Cys

Ala

Lys

475

Ser

Asp

Cys

Leu

Thr

555

val

Ala

Pro

Phe

Val

635

Leu

Ala

Arg

Gln

Pro

Cys

460

Asp

Gly

Asp

Gln

Ser

540

Leu

Ala

His

Asp

Asp

620

Pro

Gln

Leu

Ala

Cys

Mat

445

Leu

His

Ala

Ser

Lau

525

Ala

Gln

Leu

Gly

Pha

605

Arg

val

Gln

Glu

Ala

Lau

430

Asp

Ala

Ala

Gliy

510

Pro

Gln

Glu

Cys

Pro

580

Leu

Leu

Pha

Pro

Pro

Arg

415

Gln

Lys

Phe

Lys

Ala

495

Phe

Gly

Gly

Sar

575

His

Gln

Leun

Thz

Arg

Ser

400

Leu

Leu

Tyr

Ala

Gly

480

Arg

Glu

Arg

Pro

Gly

560

Glu

Asp

Gly

His

Lau

640

Ala

(=0Y



Pro

Leu

Pro

Thr
705

Arg Ser

Gln Pro

675

645

Gly Arg Leu Gln
660

Ala Leu Asp Ser

Gly Arg Gly Val Gly Pro

650

685

650 655

Glu Arg Ala Glu Gln Val Ser Arg Ala
665 670

Tyxr Phe His Pre Pro Gly Thr Pro Ala
680 685

Gly Ala Gly Pro Gly Ala Gly Asp Gly
700

SEE



