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ANEXOS
Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la sollcitud.

Documento que acredita la existencla y representaclén legal cuando el solicdtante sea persona |-
Jurldica.

Poderes, si fuere el caso. (Adjdnto copla simple ver expediente No. 06¢076.505,)
Documento de cesidn del Inventor al solicitante o a su causante.

Declaraclones.

Copla de la sollcitud Internaclonal. (Resumen, descripcién, relvindicaclones, dibujos).

Traduccldn de la solicitud Intemacional al castellano. (Resumen, descripcién, relvindicaclones,
dibujos).

Copia del examen preliminar Intemacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccldn del examen preliminar intermacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copla del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencla o autorizaclén de uso de conocimlentos
tradicionales de las comunidades Indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material bloldgico.

Arte final 12 x 12.

De ser el caso, Informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totaimente con la Invencién de esta
sollcitud.

De ser el caso, modificaclones efectuadas a la sollcitud Internaclonal.
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Otros. Basqueda Internaclonal
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@ Solicito la concesién de la patente,
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Instrucciones para el diligenciamlento del presente formulario, ver reverso de esta pagina.




LISTA DE INVENTORES PCT/EP2005/008470

1. FRANCO E. DI PADOVA
Kluenenfeldstrasse 45,
CH-4127 Birsfelden

Suiza.

Nacionalidad: Italiana

2. HERMANN GRAM
Am Bischofsacker 20,
79576 Weil am Rhein
Alemania,
Nucionalidad: Alemana

3. HANS HOFSTETTER
Chrischonaweg 92,
CH-4125 Riehen

Suiza.

Nacionalidad: Suiza

4, MARGIT JESCHKE
Grenzacher Str. 10,
CH-4058 Basel

Suiza.

Nacionalidad: Alemana

5. JEAN-MICHEL RONDEAU
2, Impasse du Pressoir,
F-68170 Rixheim

Francia.

Nacionalidad: Francesa

6. WIM VAN DEN BERG
Ridderlaan 12,

NL-6584 CB Molenhoek.
Paises Bajos.
Nacionalidad: Paises Bajos
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TRADUC'CION OFICIAL DE UN SOCUMENTC QUE S5TA ORIGINALMENTE EN INGLES

lioia gei traguctor:
Ei' docdmento adjunto de poder de Novartls AG a Carlos R. Olarte y/o 1.
ian Raisbeck y/o Ana Maria Frieri y/0 Juan Cuiliermo Moure y/o Nataliz

Castro lleva los sigulentes datos en inglés,
CERTIFICACION NOTARIAL

1. En esta fecha, dia 30.de Agosto de 2006, .yo, el suscrito Notario

Publico certifico por medio del presente la autenticidad de las firmas
del sefor Arthur Canonica, cludadano de Corticiasca, Sulza, residente
en Wisen/SO, Suiza, 'y del Sr. Pascal -Traub: ciudadano de Riehen,
Sulza, residente en Basilea, Suiza, ambos personas mayores de edad
y con direccidn comercial en Lichstrasse 35, 4056, Basilea, Suiza. La
autenticidad de la firmas fue establecida por medio de la
comparacion.

2. Ademas, yo, el Notaric'; Piblico, certifico por el presente que las
anteriores personas ha’_n éjecutado el anterior documento como
apoderados de Novartis AG. - i

3. Ademas, yo, el Nptario I'?ﬁblico certifico por el presente que Novartis
AG, con su principal lugar de negocios en Basllea, Sulza, estd
debidamente t.:onstituidé,' estd actualmente vigente y que los
propositos para los cuales se otorgé el Documento de Poder estén
dentro del alcance de sus propdsitos corporativos.

Traductor Ofickd

JORGE L SIERRA ReEves
]! 374 - W83 Minkutic
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4, Ademéds, vo, el Notarlc Pidblice, cartifico per ¢ presente qua las
antcerlores personas tienen ia avtoridza parz slecyszr &' Ja5avin

de Poder y Gue por este instrumento, su representacion es legzl.

La base para mis certificaciones de los puntos 2, 3 y 4 fue la exhibicién
de los siguientes documentos autdnticos:
- Documento de Poder de Novartls AG fechado 2l 19 de junic de
2006 y
- Extracto del Registfo de Comerclo del Cantén de la cludad de
Basilea para Novartis AG, en Basilea, fechado et 25 de enero de
2006. |

Basilea, Suiza, este dia 30 :de Agosto de 2006.

(Firmado) Dr. Matthias Staehelin, Notarlo Pdblico del Cantén de la

ciudad de Basilea, Suiza.

.|
Mi licencia vence el 11 de N_‘Iarzo de 2009.
Hay una Apostilla de Suiza, firmada por Heidi Fischer, bajo el No.

8049/13584.

Trnduerar Ofictal

J\.!OII.GE L SIERRA 2ECES
L!gndn 37K - fOAN ssiot, v .
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Certifico que ia presente es una traduccion verdaders y complets del

"

1

cccumento adjunfo: "Noverti
Fecha: lé de Septlembre dg 2005.

Traductor: Jorge Enrique Slr'érraI Rayes.

Licencia No. 376 de 1993, del Ministerio de lusticia.

Direccion: Carrera 15 No. 99'_-13 Oficina 411. Bogota, Colombia.
Teléfono: (57-1) 2182308, (57-1) 6232925,

E-mail: treseserl@yahoo.com. No. 8346

Traductor Ofcel
JORGE E SIERRA REYES
\emnely I78 - 1993 Minkuwii-.
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Power of Atterney

il . OLARTERAISBECK
=t

Poder
The underaignl, €] suscrilo,
MOVARTIS AG
domiciled in . domiciliado en
Lichistrasse 35, CHH-4056 Basel / Switzerlaml

by means of thexe piesents hereby grant: + Carlos
R. Olarte and/or J. lar Raisbeek nnd/or
Ana Maria Frieri apd/or Juan Guillermo

Moure and/or Matalln Castro full and
suilicient Power of Altlomey fo file, prosecute,
oblain, defend amd enforce nny and oll of the
company's Putents fer Inventlons, Utilty Models,
Layout-Designs  (lopographies) of lategraied
Clrcults, tadunirial  Deslgny, Trademarks,
Advertising Slyygansy, Trade Names, Commercial
Emblems, Gengraphical lndicalloas, Frotecilon of
Trade Secrrts, Obtainer's Ce:rlll'lealu.
Copyrights, :Registration of Domals® Names,
Henlth Reglistrations, or amy sther inmtellecinal
properly right in the Republic of Colombia, to
which end it vmpowers them to tale all sleps
nccessary belore any sdwingimtive gr judicisl
authority of any class for the objecis a'ated, o file
politions, recowses, replies and oppasitiong, pay

taxes and snnnilics, request festimonics, feceive -

documenis and sccuritica, abandon applications and
collect refunda. SufMicient poweq i hereby granted
i receive nolificativns on behalf of the Conipany, 1o
confer powera un these whe an: to sipresent the
company judicially and extrajudiciully, 10 angwer in
court in the matter of all clainsland d=mands that
may be prescnicd in connection with the objecta
sluted, giving them likewise powed to,sul stituis these
prescnts and révoke such substifiitions.

[]
b
1
)
1

pur medio del presente otorga a Carlos' R.
Olarte y/o J. lan Raisheck y/o Amn
Marfa Frieri y/o Juan Guillermo

Moure y/o Natalia Castro poder cspecial,
amplic y suficionie pare presentar, tramitar,
obtcner, defender y hacer respetar lodas y
cutlquiera do les Patentes de lavencidn, Modelos
de Utilidad, Esquemas de Trazsdos de
Circuitos Iniegrudos, Disefios Industriales,
Marcas, Lemus Comerclales, Nombres
Comerciales, Ensefias Comerclales,
Denomineciones de  Origen, Protelelin de
Secretos Empresarinloa, Corfificades de
Obtentor, Derechos de Auntor, Registre de
Nombres de Dominjo, Reglstros Sanltaries, o
cuakjuler otro bien de propiedad intelectnal de
la compeilia en Ia Repilblica de Colombi, 2 cuyo
efecto loa faculta par dar indos los pasos
necesariog ante cualquier autoridad adminigtrativa
o judicial deo cualquicr jerarquis para complic con
lo encomendado, clevar soliciludes, recursos,
respucstas y oposiciones, pagar impueswos ‘y
anualidades, solicilar  testimonios,  recibir
documentos y valores, desistir y percibir.  Se
concede poder bastanie para recibir notificaciones
2 nambre de la compsfils, olorgar poderes a
uicnes vaysn a represeniar 8 la compalfiie judicial
y extrajudicialmente, responder en juicio a todas
Ias reclomaciones o demandas que por motivo de
lo encomcndedo sc preseniaren, dindoles
asimismo facuitad para sustilnir el pregente y
revocar dichas sustiluciones.

I - - - . o
< 7. 5
Signatuce/Firma: ‘ ‘ /:%
. 'f_l-'l/”'l’ Gmgﬂféﬁ? /'?d‘.,ﬁ',‘ﬂ' /' 7} ™ _6

Date/Fecha: June 27, 2(106

City,Country/Ciudad,Pals: Basel.? Switzerland

Warld Tmdo Conter - Tome A, Calle 100 No. 8A - 37, Piso 10, Bgpoli D&

Tel +- 57 1 601-7700, Fax + 57 1 601-7799,
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Aun Murds Drind
Jusn Guilleorw Moure
Natalla Castra
Zryds Chahin
Jacquding Chapamo
Jusé Labs Laadofo
Pdipe Meadoss
Shnder Salines
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Attestation

" On this date, the Eloi." (thirtieth) day of August 2006 (two thousand and six), I, the

undersigned Motars Public certify herewith the authenticity of the signatures of Mr.
Arthur Canonlca, citizen of Corticlasca, Switzerland, residing In Wisen/S0, Switzer-
land and of Mr. Pascal Traub, citizen of Riehen, Switzerand, residing In Basei,
witrerland, both of;legal age and with business address at, Lichtstrasse 35, 4056

Basel, Switzerland. The authenticity of the signatures was established by means of
comparison.

Further, I, the Notafy Public certify herewith that the foregoing persons have exe-
cuted| the foregolng qucument as proxy holders for Novartls AG.

Further, I, the No'ary Public certify herewlith that Novartls AG, having Its principal
place of business located in Basel / Switzeriand, Is duly Incorporated, Is currently In
existence, and thet ‘the purposes for which the Power of Attorney Is granted are
within the scope of Its corporate purposes.

Further, 1, the Not-n Public certify herewith that the foregolng persons have the au-
thority to execute the Power of Attorney and that for this Instrument thelr represen-

tation Is legal.

Ma foundation for my certifications contalned In points 2 (two), 3 (three) and 4
(four) was l:he exhibition of the following authentic documents:

- Power of Attnrl?ey by Novartis AG dated June 19 (nineteen), 2006 (two thou-
sand anii six); and

Extract from the Register of Commerce of the Canton of Basel-City for Novartis
AG, In Basel, dated January 25 (twenty-five), 2006 (two thousand and six).
I -

BASEL; Switzerland,’ l:l:\ls 3(th !(thlrtleth) day of August 2006 (two thousand and six)

Leg.Prof.N

1
1
H
i

‘J\ . “ak@&@\‘ ‘\77_}6/

Dr. Matthlas Staehelin, Nota'ry Public
by . In the Canton of Basel-City, Switzerland
%
LT
| ' ‘\\\\n My license expires on March 11 (eleven),

i ) . 2009 (two thousand and nine).

r. THY 12006
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

Waorld Intellectusl Property Organization £ ]
® ks [HIHIHEEENINENEEENEEN

International Buream

(43) International Publication Date
9 February 2006 (09.02.2006)

(10) International Puhlication Number

WO 2006/013107 Al

(S1) International Patent Clamification’:  AG1K 39/395,
AS1P 29/00 / COTK 1624

(21) Interoations] Applcation Number:
PCT/EP2005/008470

(22) International Filing Date: ] 4 Augast 2005 (04.08.2005)

(25) Flling Language: - Hnglish
(26) Publlcation Langunge:
(30) Priority Data:

04174876 5 Angust 2004 (05.08.2004)

(71) Applicant (for all degignated States except AT, US): NO-
VARTIS AG [CH/CH]; Lichtstrasse 35, CH-4056 Basel

(CH).

[AT/AT); Bronner Stramse 59, A-1230 Vienna (AT).

(72) Inventors; amd

(75) Inventorw/Applicants (for US onlyk DI PADOVA,
Franco, E (ITCH]; Kloenenfeldstrasse 45, CH-4127
Binfelden (CH). GRAM, Hermann [DE/DE]; Am
Bischofsacker 20, 79576 Weil am Rhein (DE). HOF-
STETTER, Hans [CH/CH]; Chrischonaweg 92, CH-4125
Richen (CH). JESCHKE, Margit [DE/CH); Grenzacher
Stz 10, CH-4058 Basel (CH). RONDEAU, Jenn-Michel
[FR/FR); 2, Impase du Pressoir, F-68170 Rixhelm

{71) Applicant (for AT only): NOVARTIS PHARMA GMBH

(FR). VAN DEN BERG, Wim [NL/NL]; Ridderiaan 12,
NL-6584 CB Molenhoek (NL).

(74) Agent; HILLEBRAND, Dirk; Novartis AQ, Corporute
Intellectoal Property, CH-4002 Basal (CH).

tonpl protaction avallable): AE, AG, AL, AM,
BA, BB, BG, BR, BW,BY, BZ, CA,CH, CN,
, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, G, ES, Fl,

M, KP, KR, KZ LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA,
MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ,
M, PG, PH, PL, T, RO, RU, 5C, SD, SE, 5G, SK, SL,
SM, SY, TI, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC,
VN, YU, ZA, ZM, ZW.

(84) Designated States (unlesy otherwive indicated, for every
kind of regional protection avallable): ARIPO (BW, GH,
GM, KB, LS, MW, MZ, NA, 8D, 5L, 8Z, TZ, UG, ZM,
ZW), Borasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM),
Eoropean (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DX, HE, ES, Fl,
FR, GB, GR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV, MC, NL, PL, PT,
RO, SE, S, SK, TR), QAP (BF, BI, CF, CG, CL, CM, GA,
GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Published:
—  with insernational search report

For two-letter codes and other abbreviarions, refer to the "Guid-
ance Notes an Codes and Abbreviations” appearing at the bagin-
ning of eack regular lzsus of the PCT Gawstis.

(54) Title: IL-17 ANTAGONISTIC ANTIBODIES

2006013107 A1 IEIEIEREIHEEDHERNLE

o (57) Abstract: An IL-17 binding molecule, in particolar an antibody to homan I1.-17, mome prefersbly & lmnan antibody to IL-17
is provided, wheredn the hyparvarisble regions of the heavy and light chains havo amino ecid seqoences &s defined, for use in the
treatment of an IL-17 mediated disesse or disorder, e.g. rheumatold arthritia.

\



WO 2006013107 ' PCT/EP2005/008470

This invention relates to an IL-17 binding moleculs, in particular an antibody to human IL-17,
more preferably & human antibody to human 11-17 (also nemed I1.-17A) and to the use of such
antibodies in the treatment of TL-17 mediated diseases and disorders.

J1-17, a T-coll derived cytokine present e.g. in rheumatoid arthritis (RA), acts as a pro-
inflammatory cytokine, particularly in conjunction with IL-1 snd TNF-a (Chabaud M & Miossec
P (1999) Arthritis Rheum 42, 963-970; Awane M et al (1999) J. Immoumol 162, 5337-5344). IL-
17 induces MMP production and downregulates TIMP (Jovanovic DV et al (2001) J. Rheumatol.

28, 712-718), and blockage of IL-1 and IL-17 has a syneristic effect on inflammation and bane
destruction in vivo (Chabaud M & Mioasec (2001) Arthritis Rheum 44, 1293-1303).
Ingppropriate or excessive production of IL-17 is associated with the pathology of varions
diseases and disorders, such as thenmatoid arthritis (Witowski et al., 2004 Cell Mol Life Sci
61:567-579), osteoarthritis, loosening of bone implants, acute transplant rejection (Anfonyssnty
et al., 1999, J Immunol 162, 577-584; van Kooten et al., 1998, J Am Soc Nephrol 9, 1526-1534),
septicemia, septic or endotoxic shock, allergies, asthma (Molet et al., 2001, J Allergy Clin
Emmunol 108, 430-438), bone loss, paorissis (Teunissen et el., 1998, J Invest Dermatol 111, 645-
649), ischemia, systemic sclerosis (Kurasawa et al.,, 2000, Arthritis Rheum 43, 2455-2463),
stroks, and other inflammatory disorders. Antibodies to TL-17 have been proposed for use in the
treatment of IL-17 mediated diseases and disorders; see for instance, WO 95/18826 and the
discussion in the introduction thereof.

We have now prepeared improved antibodies to human IL-17 suitsble for use in the
troatment of IL-17 mediated diseases and disorders.

Accordingly the invention provides an IL-17 binding molecule which camprises an
autigen binding site comprising et least one immunoglobulin heavy chain varisble domain (Vi)
which compriscs in soquence hypervariablo regians CDR1, CDR2 and CDR3, said CDR1 having
the amino acid sequence SEQ ID NO: 1 (N-Y-W-M:N), stid CDR2 having the emino acid
sequence SEQ ID NO: 2 (A-1N-Q-D-G-S-B-K-Y-Y-V-G-S-V-K-G), and ssid CDR3 having the

12



WO 2006013107 PCT/EP2005/008470
amino acid sequence SEQ ID NO: 3 (D-Y-Y-D-I-L-T-D-Y-Y-I-H-Y-W-Y-F-D-L); or direct
CDR cquivalents thereof

Ascordingly the invention also provides an IL-17 binding molecule comprising at least
one immunoglobulin light chain varisble domsin (V1) which comprises in sequence
bypervarisble rogions CDR1’, CDR2’ nd CDR3’, said CDR1’ having the amino acid sequence
SEQ ID NO: 4 (R-A-S-Q-S-V-5-S-S-Y-1-A), seid CDR2"’ having the amino acid sequance SEQ
ID NO: § (G-A-S-S-R-A-T) and said CDR3" having the amino acid sequence SEQ ID NO: 6 (Q-
Q-Y-G-S-S-P-C-T) or direct CDR’ equivalents thereof.

In another embodiment of the invention, the invention provides an IL-17 binding
molecule which comprises an antigen binding site comprising at least one immunogiobulin heavy
chain variable domain (Vy) which comprises in sequence hypervariable regions CDR1-x, CDR2-
x and CDR3-x, said CDR1-x having the amino acid sequence SEQ ID NQO:; 11 (G-F-T-F-S-N-Y-
'W-M-N), said CDR2x having the amino acid sequance SEQ ID NO: 12 (A-I-N-Q-D-G-S-E-K-
Y-Y), and said CDR3-x having the amino acid sequence SEQ ID NO: 13 (C-V-R-D-Y-Y-D-I-L-
T-D-Y-Y-J-H-Y-W-Y-F-D-L-W-G); or direct CDR-x equivalents thereof

Furthermore, the invention also provides an I1.-17 binding molecule comprising both
heavy (V) and light chain (V) variable domains; said IL-17 binding molecule comprises at least
ome entigen binding site comprising:

8) an immunoglobulin heavy chain varisble domain (Vi) which comprises in sequence

hypervarieble regions CDR1, CDR2 and CDR3, s2id CDR1 having the amino acid

sequenco SEQ ID NO:1, said CDR2 having the amino acid sequence SEQ ID NO:2, and
said CDR3 having the amino acid sequence SEQ ID NO:3 or direct CDR equivalents
thereof; and -

b) an immunoglobulin light chain variable domain (V1) which comprises in sequence

hypervarisble regions CDR1’, CDR2’ end CDR3’, said CDR1* having the amino acid

* sequence SEQ ID NO:4, said CDR2® having the amino acid sequence SEQ ID NO:5, and

said CDR3" having the amino acid sequence SEQ ID NO:6 or direct CDR® equivalents

thereof.

\3



WO 2006013107 PCT/EP2005/008470

Moreover, the invention also provides an IL-17 hinding molecule comprising both heavy
(Vi) and light chain (V) veriable domains; said IL-17 binding molecule comprises at least one
 antigen binding site comprising:
8) an immmoglobulin heavy chain varisble domain (V) which comprises in sequence
hypervariable regions COR1-x, CDR2-x and CDR3-x, said CDR1-x having the amino
acid sequence SEQ ID NO:11, said CDR2-x having the amino acid sequence SEQ ID
NO:12, and said CDR3-x having the amino acid sequence SEQ ID NO:13 or direct CDR-
X equivalents thereof; and
b) an immmnoglobulin light chain variable domain (V1) which comprises in sequence
hypervariable regions CDR1’, CDR2' end CDR3’, seid CDR1’ having the amino acid
sequence SEQ ID NO:4, said CDR2’ having the emino acid sequence SEQ ID NO:5, and
said CDR3" having the amino acid sequence SEQ ID NO:6 or direct CDR’ equivalaents
thereof.

Unless otherwise indicated, any polypeptide chain is herein described as having an amino
acid sequence starting at the N-terminal extremity and ending at the C-terminal extremity.
‘When the antigen binding site comprises both the Vi and Vi domains, these may be located on
the same polypeptide molecule or, preferably, cach domain may be on a different chain, the Vy
domain being part of an immimoglobulin heavy chain or fragment thereof and the V. being part
of an immmmoglobulin light chain or fragment thereof.

By “IL-17 binding molecule” is meant anry molecule capable of binding to the IL-17
antigen either alone or associated with other molecules. 'Ihnbindingrewtim_:mnybeahownby
standard methods (qualitative assays) including, for example, a binding assay, competition assay
or a bioassay for determining the inhibition of IL-17 binding to its receptor or any kind of
binding assays, with reference to a negative control test in which an antibody of unrelated
specificity but of the same isotype, e.g. an snti-CD25 antibody, is used (see also Example 1).

Examples of antigen binding molecules include ntthodies as produced by B-cells or
hybridomas and chimeric, CDR-grafted or humean antibodies or any fragment thereof, e.g. F(ab'jz
and Fab fragments, as well as single chain or single domain antibodies.

14
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A single chain antibody conaists of the varisble domeins of the heavy and light chains of
&n entibody covalently bound by a peptide linker usually consisting of from 10 to 30 amino acids,
preferably from 15 to 25 amino acids, Therefore, such a structure does not include the constant
part of the heavy and light chains and it is believed that the amall peptide epacer should be less
antigenic thin a whole constant part. By "chimeric antibody” is meant an entibody in which the
constant regions of heevy or light chains or both are of haman origin while the variable domsins
of both heavy and light chains are of non-buman (e.g. murine) origin or of human origin but
derived from & different human antibody. By "CDR-grafted entibody” is meant an antibody in
which the hypervariable regions (CDRs) are derived from a donor entibody, such as a non-lnrman
(o.g- murine) antibody or a different human antibody, while all or substantially all the other parts
of the immunoglobulin e.g. the constant regions end the highly conserved parts of the variable
domains, i.e. the framework regions, are derived from an acceptor antibody, e.g. an antibody of
bumen origin. A CDR-grafted entibody may however contsin a fisw amino scids of the donor
sequence in the framework regions, for instance in the paris of the framework regions adjacent to
the hypervariable regions. By "human antibody” is meant en antibody in which the constant and
variable regions of both the heavy and light chains are all of lnman origin, or substantially
identical to sequences of human origin, not necessarily from the same antibody and includes
antibodies produced by mice in which the murine immumoglobulin varisble and constant part
genes have bean replaced by their humsan counterparts, e.g. s described in general terms in EP
0546073 B1, USP 5545806, USP 5569825, USP 5625126, USP 5633425, USP 5661016, USP
5770429, EP 0 438474 B1 and EP 0 463151 B1.

Paxticularly preferred IL-17 binding molecules of the invention are humsan antibodies,
especially ths AIN457 antibody as hereinafter described in Examples 1 and 2.

Thus in preferred chimeric antibodies the varisble domains of both heavy and light chains
" are of human origin, for instance those of the AIN457 antibody which are shown in SEQ ID NO:
10 (= variable domain of light chain, i,e, amino acid 1 to 109 of SEQ ID NO: 10) and SEQ ID
NO: 8 (= variable domain of heavy chain, i.e. amino acid 1 to lZ’IofSEQ]DﬁO: 8). The
constant region domains preferably also comprise suitable human constant region domains, for
instance as described in "Sequences of Proteins of Immunological Interest”, Kabat E.A. et al, US
Department of Health and Fuman Services, Public Health Service, National Institute of Health.
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Hypervariable regions may be associated with any kind of framework regions, though

prefirably are of human origin. Suitable framework regions are described in Kabat EA. et al,
ibid. The preferred heavy chain framework is 2 lmman heavy chain fremework, for instance that
of the AIN457 antibody. It consists in sequence e.g. of FR1 (amino acid 1 to 30 of SEQ ID NO:
8), FR2 (amino acid 36 to 49 of SEQ ID NO: 8), FR3 (amino acid 67 to 98 of SEQ ID NO: §)
end FR4 (amino acid 117 to 127 of SEQ ID NO: 8) regions. Taking into consideration the
determined hypervariable regions of AIN457 by X-ray analygis, another preferred heavy chain
framework consists in sequence of FR1-x (amino acid 1 to 25 of SBEQ ID NO: 8), FR2-x (amino
acid 36 to 49 of SEQ ID NO: 8), FR3-x (amino acid 61 to 95 of SEQ ID NO: §) and FR4 (amino
acid 119 to 127 of SEQ ID NO: 8) regions. In a similar manner, the light chain framework
congists, in sequence, of FR1® (amino acid 1 to 23 of SEQ ID NO: 10), FR2’ (amino acid 36 to
50 of SEQ ID NO: 10), FR3’ (amino acid 58 to 89 of SEQ ID NO: 10) and FR4’ (amino acid 99
to 109 of SEQ ID NO: 10) regions.

Accordingly, the invintion also provides an IL-17 binding molecule which comprises at
least one antigen binding site comprising either a first domain having an amino acid sequence
substantially identical to thet shown in SEQ ID NO: 8 starting with the amino acid at position 1
and ending with the amino acid at position 127 or a first domein as described above and a second
domain having an emino acid sequence substantia]ly identical to that shown in SEQ ID NO: 10,
starting with the emino acid at position 1 and ending with the amino acid at position 109.

Monoclonal antibodies raised against a protein naturalty found in all humens are typically
developed in a non-human system e.g. in nrice, and as such are typically non-hnman proteins, As
a direct consequence of this, a8 xenogenic entibody as produced by a hybridoma, when
edministered to lumans, elicits an undesirable immmme response which is predominsntly
modiated by the constant part of the xenogenic immunoglobulin. This clearly limits the use of
such antibodies as they carmot be administered over a prolonged period of time. Therefore it is
perticularly preferred to use single chain, single domain, chimeric, CDR-grafted, or especially
himan antibodies which are not likely to elicit a substantial allogenic response when
administered to humans.

In view of the foregoing, a more prefarred I1.-17 binding molecule of the invention is
selected from a human anti I1.-17 antibody which comprises at least

5



WO 2006/013107 PCT/EP2005/008470
&) an immunoglobulin heavy chain or fragment thereof which comprises (i) a variable domsin /7)
comprizing in sequence the hypervariable regions CDR1, CDR2 and CDRS3 or direct CDR \0{
equivalents thereof end (i) the constant part or fragment thereof of a humen heavy chain; said
CDR1 having the amino acid sequence SEQ ID NO: 1, said CDR2 having the amino acid
sequence SEQ ID NO: 2, and said CDR3 having the amino acid sequence SEQ ID NO: 3; and
b) an immumoglobulin light chain or fragment thereof which comprises (i) a verisble domain
comprising in sequence the hypervarisble regions and optionally also the CDR1°, CDR2’, and
CDR3’ hypervarisble regions or direct CDR’ equivalents thereof and (ii) the constant peart or
fragment thereof of a human light chain, eaid CDR1’ having the amino acid sequence SEQ ID
NO: 4, said CDR2" having the amino acid sequence SEQ ID NO: 5, end said CDR3’ having the
amino acid sequence SEQ ID NO: 6.

Altematively, an JL-17 binding molecule of the invention may be selected from a single
8) a first domain comprising in sequence the hypervariable regions CDR1, CDR2 and CDR3 or
direct CDR equivalents thereof, said CDR1 having the amino ecid sequence SEQ ID NO: 1, said
CDR2 having the amino acid sequence SEQ ID NO: 2, and said CDR3 having the amino acid
sequence SBEQ ID NO: 3; end
b) & second domain comprising the hypervariable regions CDR1', CDR2’ and CDR3" or direct
CDR’ equivalents thereof, said CDR1’ baving the amino acid sequence SEQ ID NO: 4, said
CDR2' having the amino acid ssquence SEQ ID NO: 5, and said CDR3’ having the amino acid
sequence SEQ ID NO: 6; and
¢ ) a peptide linker which is bound either to the N-terminal extremity of the first domsain end to
h@mhdm&mﬂyofﬁemddmahprbﬂmc-minﬂuhmﬁtyofﬂwﬁmdmﬁn
and to the N-terminal extremity of the second domain.

As 1t is well known, minor changes in an amino acid sequence such as deletion, addition or
substitution of ons, a few ar even several amino acids may lead to an allelic form of the original
protein which has substeantially identioal properties.

Thus, by the term “direct CDR equivalents thereof" are meant II.-17 binding molecules
compriging in sequence the hypervariable regions CDR1;, CDR2), end CDR3,, (instead of CDR1,
CDR2, and CDR3), wherein
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®

(i)

- (i)

Gv)

the hypervariable region CDR1, differs by 3, preferably 2, more preferably 1 amino
acid(s) from the hypervarisble region CDR1 as shown in SEQ ID NO: 1; and

the hypervarisble region CDR2; differs by 3, preferably 2, more preferably 1 amino
acid(s) from the hypervariable region CDR2 as shown in SEQ ID NO: 2; and

the hypervariable region CDR3; differs by 3, prefersbly 2, more preferebly 1 amino
acid(s) from the hypervariable region CDR3 as shown in SEQ ID NO: 3; and

such a molecule compriging in aequence the hypervarisble regions CDR1; CDR2; and
CDR3; is capable of inhibiting the activity of 1 M (= 30ng/ml) bumsan IL-17 st a
concentration of 50 nM, preferably 20nM, more prefarably 10 nM, more preferably 5
nM of said molecule by 50%, said inhibitory activity is measured on IL-6 production
induced by hu-IL-17 in human derma] fibroblasts.

Similarly, by the term “direct CDR-x equivalents thereof" are meant IL-17 binding
molecules comprising in sequence the hypervarisble regions CDR1;-x, CDR2;-x, and CDR3-x,
(instead of CDR1-x, CDR2-x, and CDR3-x), wherein

™

(vi)

(vil)

(vi)

the hypervariable region CDR1;-x differs by 3, prefeerably 2, more preferably 1 amino
acid(s) from the hypervariable region COR1-x as shown in SEQ ID NO: 11; end
the hypervariable region CDR2;-x differs by 3, preferably 2, more preferably 1| amino -
acid(s) from the hypervariable region CDR2-x as shown in SBEQ ID NO: 12; and
the hypervarisble region CDR3;-x differs by 3, preferably 2, more preferably 1 amino
acid(s) from the hypervarisble region CDR3-x as shown in SEQ ID NO: 13; end
such a molecnle comprising in sequence the hypervariable regions CDR1-x, CDR2;-x,

" and CDR3;x is capable of inhibiting the activity of 1 1M (= 30ng/mI) Inrmen I -17 at

8 concexttration of 50 nM, preferably 20nM, more preferably 10 nM, more preferably
5 nM of said molecule by 50%, said inhibitory activity is measured on IL-6
production induced by hu-IL-17 in human dermal fibroblasts.

Similarly, by the term “direct CDR' equivalents thereof" is meant a domain comprising in
sequence the hypervariable regions CDR1’; CDR2’; and CDR3’;, wherein
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(@  the hypervarisble region CDR1’; differs by 3, prefersbly 2, more prefersbly 1 amino
acid(s) from the hypervarigble region CDR1’ as shown in SEQ ID NO: 4; and

@) the hypervarisble region CDR2"; differs by 3, preferably 2, more preferably 1 amino
acid(g) from the hyperveriable region CDR2’ as shown in SEQ ID NO: 5; and

(iii) - the hypervarisble region CDR3 differs by 3, preferably 2, more preferably 1 amino
acid(s) from the hypervariable region CDR3" as shown in SEQ ID NO: 6; aud

@v) such a molecule comprising in sequence the hypervarisble regions CDR1°, CDR2’,
and CDR3"; ig capable of inhibiting the activity of 1 nM (= 30ng/mI) human IL-17 at
a concentration of 50 nM, preferably 20nM, more prefersbly 10 nM; more preferably
5 nM of said molecule by 50%, said inhibitory activity is measured on IL-6
produstion induced by In-IL-17 in human dermal fibroblasts.

Alternatively, an IL-17 binding molecule of the inveation may be an IL~17 binding
molecule which comprises at least cne antigen binding site comprising at least one
immunogiobulin heevy chain variable domain (Vg) which comprises in sequence
8) hypervarisble regions CDR1 (SEQ ID NO: 1), CDR2 (SEQ ID NO: 2) and CDR3 (SEQ ID
NO: 3); or .

b) hypervariable regions CDR1;, CDR2;, CDR3,, said hypervariable region CDR1; differs by 3,
prefirably 2, more prefersbly 1 amino acid(s) from the hypervariable region of CDR1 as shown
in SEQ ID NO: 1, said hypervariable region CDR2; differs by 3, preferably 2, more preferably 1
amino acid(s) from the bypervariable region of CDR2 as shown in SEQ ID NO: 2; and said
hypervarisble region CDR3; differs by 3, prefirably 2, more preferably 1 amino acid(s) from the
hypervariable region of CDR3 as shown in SEQ ID NO: 3; snd

said binding II.-17 molecule comptising in sequence the hypervariable regions CDR1, CDR2,,
and CDR3, is capable of inhibiting the activity of 1 nM (= 30ng/ml) human IL-17 at a
conceantration of 50 nM, preferably 20nM, more preferably 10 nM, more prefersbly 5 nM of aaid
molecule by 50%, said inhibitory activity is moasured on IL-6 production induced by hu-IL-17 in
human dermal fibroblasts.

Similarly, an IL-17 binding molecule of the invention may be an 11.-17 binding molecals
which comprises at least one antigen binding site comprising at leest one immunoglobulin heavy
chain varieble domain (Vg) which comprises in sequence
a) hypervarisble regions CDR1-x (SEQ ID NO: 11), CDR2-x (SEQ ID NO: 12) and CDR3-x

I
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(SEQID NO: 13); or

b) hypervarisble regions CDR1;-x, CDR2;-x, CDR3-x, said hypervarisble region CDR1;-x
differs by 3, preferably 2, more prefarably 1 amino acid(s) from the hypervarisble region of
CDR1-x as shown in SEQ ID NO: 11, said hypervariable region CDR2;-x differs by 3, preferably
2, more preferably 1 amino acid(s) from the hypervariable region of CDR2-x es shown in SBQ
ID NO: 12; and said hypervarisble region CDR3;-x differs by 3, preferably 2, more preferably 1
amino acid(s) from the hypervariable region of CDR3-x as shown in SEQ ID NO: 13; and

said binding IL.-17 molecule comprising in sequence the hypervariable regions CDR1;x CDR2;-
x and CDR3;-x is capable of inhibiting the activity of 1 oM (= 30ng/mI) humen IL-17 ata
concentration of 50 nM, preferably 20nM, more preferably 10 nM, more preferably 5 oM of said
molecule by 50%, seid inhibitory activity is measured on IL-6 production induced by hu-IL-17 in
humean dermal fibroblests.

Similarly, an IL~17 binding molecule of the invention may be an I.-17 binding molecule
which comprises st least one antigen binding site comprising at least one immunoglobulin light
chain varisble domain (V1) which comprises in sequence
8) bypervarisble regions CDR'1 (SEQ ID NO: 4), CDR"2 (SBEQ ID NO: 5) and CDR’3 (SEQ ID
NO: 6); or :

b) bypervariable regions CDR1", CDR2";, CDR3", said hyperveriable region CDR"1; differs by
3, preferably 2, more preferably 1 amino acid(s) from the hypervariable region of CDR’1 as
shown in SEQ ID NO: 4, said hypervariable region CDR'2; diffiers by 3, preferably 2, more
preferably 1 emino acid(s) from the hypervariable region of CDR"2 as shown in SEQ ID NO: 5;
and said hypervarisble region CDR3; differs by 3, preferably 2, more preferably 1 amino acid(s)
from the bypervarisble region of CDR’3 as shown in SEQ ID NO: 6; and

seid binding IL-17 molecule comprises in sequence the hypervariable regions CDR’1;, CDR"2,
and CDR'3; is capable of inhibiting the activity of 1 nM (= 30ng/mi) human IL-17 at a
conoentration of 50 nM, preferably 20nM, more prafarsbly 10 1M, more preferably 5 nM of said
moleculs by 50%, said inhibitory activity is measured an IL-6 production induced by hu-IL-17 in
human dermal fibrobilasts.

Alternatively, an IL-17 binding molecule of the invention may be a IL-17 binding
molecule comprising both heavy (Vi) and light chain (V1) varisble domains and seid IL.-17
binding molecal ises at least ans antigen binding site . e

9
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a) an immmmoglobulin heavy chain variable domain (Vy) which comprises in sequence
bypervariable regions CDR1 (SEQ ID NO: 1), CDR2 (SEQ ID NO: 2) and CDR3 (SEQ ID NO:
3);and
an immunoglobulin light chain varishle domain (V) which comprises in sequence hypervariable
regions CDR1’ (SEQ ID NO: 4), CDR2’ (SEQIDNb: 5) end CDR3’ (SEQ ID NO: 6); or
b) en immumoglobulin heavy chain veriable domzin (V) which comprises in sequence
hypervariable regions CDR1;, CDR2;, and CDR3;, said hyperveriable region hypervariable
regions CDR1;, CDR2;, CDR3,, said hypervariable region CDR 1, differs by 3, preferably 2, more
preferably 1 amino ecid(s) from the hypervariable region of CDR1 as shown in SBEQ ID NO: 1,
said hypervarisble region CDR2; differs by 3, preferably 2, more prefersbly 1 amino acid(s) from
the hypervariable region of CDR2 as shown in SBQ ID NO: 2; and said hypervariable region
CDR3, diffirs by 3, preferably 2, more preferably 1 amino acid(s) from the hyparvariable region
of CDR3 as shown in SEQ ID NO: 3; and
&n immunoglobulin light chain variable domain (Vi) which comprises in sequence hypervarizble
regions CDR1";, CDR2";, CDR3",, said hypervariable region CDR’1; differs by 3, prefarsbly 2,
mare preferably 1 amino acid(s) from the hkypervariable region of CDR’1 as shown in SEQ ID
NO: 4, said hypervariable region CDR’2; differs by 3, preferably 2, more prefersbly 1 amino
acid(s) from the hyperveriable region of CDR'2 as shown in SEQ ID NO: 5; and said
hypervarisble region CDR’3; differs by 3, preferably 2, mare prefarably 1 amino acid(s) from the
hypervariable region of CDR"3 as shown in SEQ ID NO: 6; and
said binding IL-17 molecule defined in b) comprises in sequence the hypervarisble regions

CDR1,, CDR2;, CDR3;, CDR'1; CDR"2; and CDR’3; is capablo of inhibiting the activity of 1 oM

(= 30ng/ml) human I1-17 st & concentration of 50 nM, prefarably 20nM, more praferably 10 nM,
maore preferably 5 nM of said molecule by 50%, aaid inhibitory activity is messured on IL~-6
production induced by Im-IL-17 in hnmean dermal fibroblasts.

Alternatively, an IL-17 binding moleculs of the invention may be a IL-17 binding
moleculs comprising both heavy (Vg) and light chain (V1) variable domains and seid IL-17
binding molecule comprisos at least one antigen binding site éomprising:

a) an immunoglobulin heavy chain variable domain (Vy) which comprises in sequence
hypervariable regions CDR1-x (SEQ ID NO: 11), CDR2-x (SEQ ID NO: 12) and CDR3-x (SEQ
ID NO: 13); and

10
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minmmoglomﬁnﬂgl;tchﬁnvnilbledomdnwowﬁchwmpﬂamhsethypmh 1:2_
regions CDR1’ (SEQ ID NO: 4), CDR2’ (SEQ ID NO: 5) end CDR3’ (SEQ ID NO: 6); or
b) &n immmoglobulin heavy chain varisble domain (V) which comprises in sequence
bypervariable regions CDR1r-x, CDR2-x, and CDR3;-x, said hypervariable region hypervariable
regions CDR1;-x, CDR2;-x, CDR3;-x, said hypervarisble region CDR1;-x differs by 3, preferably
2, more preferably 1 amino acid(s) from the hypervarisble region of CDR1-x as shown in SBQ
ID NO: 11, said hypervarisble region CDR2;-x differs by 3, preferably 2, more preferably 1
amino acid(s) from the hyperveriable region of CDR2-x as shown in SEQ ID NO: 12; and said
hypervariable region CDR3r-x differs by 3, preferably 2, more preferably 1 amino acid(s) from
the hypervariabls region of CDR3-x as shown in SEQ ID NO: 13; and
an immunoglobulin light chain variable domain (V1) which comprises in sequence hypervariable
regions CDR1’, COR2';, CDR3";, said hypervariable region CDR"1; differs by 3, preferably 2,
more preferably 1 amino acid(s) from the hypervariable region of CDR’1 as shown in SEQ ID
NO: 4, said hypervariable region CDR"2; differs by 3, preferably 2, more prefersbly 1 amino
aoiq(s)ﬁumﬂuhypavminbleregionofCDR'zauhownhSEQmNO: 5; and said
hypervariable region CDR’3, differs by 3, preferably 2, more preferably 1 amino acid(s) from the
hypervariable region of CDR"3 as shown in SEQ ID NO: 6; and
said binding IL-17 molecule defined in b) comprises in sequence the hypervarisble regions
CDR1;, CDR2;,CDR3,, CDR']1;, CDR"2;, and CDR"3, is capable of inhibiting the activity of 1 nM
(= 30ng/ml) homan I1-17 at a concentration of 50 nM, preferably 20nM, more preferably 10 oM,
more preferably 5 nM of said molecule by 50%, said inhibitory activity is measured on IL-6
production induced by hu-IL~17 in human dermal fibroblasts.

The inhibition of the binding of TL-17 to it receptor may be conveniently tested in various
assays including such assays are described hereinafter in the text. By the term "to the same
extent™ is meant that the refirence and the equivalent molecules exhibit, on a statistical basis,
cssentially identical IL-17 inhibitory activity in one of the assays referred to herein (see Example
1). For axample, IL-17 binding molecules of the invention typically have ICsos for the inhibition
of human IL-17 on IL-6 production induced by human JL-17 in buman dermal fibroblasts which
are within +/-x5, i.e. below 10 nM, more preferably 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3 or 2 nM of that of,
preferably substantially the same as, the ICs of the corresponding reference molecule when
assayed as described in Example 1. '

11 .
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Altematively, the assay used may be an assay of competitive inhibition of binding of I1.-17
by soluble IL-17 receptors (e.g. the humsn IL-17 R/Fc constructs of Example 1) and the I1-17
binding molecules of the invention.

Most preferably, the homen IL-17 entibody comprises at least
a) one heavy chain which comprises a variable domain having an emino acid sequence
substantially identical to that shown in SEQ ID NO: 8 starting with the amino acid at position 1
and ending with the amino acid at position 127 and the constant part of a human heavy chain;
and
b) one light chain which comprises & varisble domain having an anino acid sequence
substsntially identical to that shown in SBQ ID NO: 10 starting with the emino acid at position 1
and ending with the amino acid at position 109 and the constant part of a human light chain.

The constant part of a human heavy chain may be of the yy, v2, ¥3, Y4, J2, O1, 02, 8 OF € type,

prefesably of the y type, more prefarably of the y; type, whereas the constant part of 8 human
light chain may be of the x or A type (which includes the A4, Az and A5 subtypes) but is preferably .
of the x type. The aminio acid sequences of all these constant parts are given in Kabat et al
(supra).

Conjugates of the binding molecules of the invention, e. g. enzyme or toxin or radioisotope
conjugates, are also included within the scope of the invention.

“Polypeptide®, if not otherwise specified herein, includes any peptide or protein comprising
minnnddniohedmachoﬂmbypepﬁdebmdghvingmuminoudduqumuqrﬁnguthe
N-terminal extremity and ending at the C-terminsl extremity. Preferably the polypeptide of the
present invention is a monoclonal antibody, more preferred is a chimeric (also called V-grafted)
or humanised (also called CDR-grafted) monoclonal antibody, most preferred a fully human
antibody obtainable e.g. by the technology exemplified in Example 1. The humanised (CDR-
grafted) or fully hnman monoclonal entibody may or may not include further mutations
introduced into the framework (FR) sequences of the acceptor antibody.

A functional derivative of a polypeptide as used herein includes a molecule having a
qualitative biological activity in common with & polypeptide to the present invention, i.e. having
the ability to bind to the human IL-17. A functional derivative includes fragments and peptide

12
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snalogs of a polpypeptide according to the present invention. Fragments comprise regions within 'Lq-
the sequence of a polypeptide according to the present invention, e.g. of a specified sequence. The
term "derivative” is used to define amino acid sequence variants, and covalent modifications of a
polypeptide according to the present invention. e.g. of a specified sequence. The functional
derivatives of a polypeptide according to the present invention, e.g. of a specified sequence, e.g.
of the hypervariable region of the light and the heavy chain, preferably have at least about 65%,
more preferably at least about 75%, even more preferably at least about 85%, most preferably at
least about 95, 96, 97, 98, 99% overall sequence homology with the amino acid sequence of a
polypeptide according to the present invention, e.g. of 2 specified sequence, and substantially
retain the ability to bind the human I1.-17 or e.g. neutralize IL-6 production of IL-17 induced
human dermsl fibroblasts.

The term "covalent modification” includes modifications of a polypeptide according to the
present invention, e.g. of & specified sequence; or a fragment thereof with an organic
proteinaceons or non-proteinaceous derivatizing agent, fusions to heterologous polypepride
sequences, and post-translational modifications. Covalent modified polypeptides, e.g. of a
specified sequence, still have the ability to bind the human I1.-17 or e.g. neutralize IL-6
production of IL~17 induced human dermal fibroblasts by crosslinking. Covalent modifications
are traditionally introduced by reacting targeted amino acid residues with an organic derivatizing
agent that is capable of reacting with selected sides or terminal residues, or by harnessing
mechaniams of post-translational modifications that function in selected recombinant host cells.
Certain post-translational modifications are the result of the action of recombinant host cells on
the expressed polypeptide. Gluteminyl and asparsginyt residues are frequemtly post-
translationally deamidated to the corresponding glutamyl and asparty] residaes. Alternatively,
modifications inclnde hydroxylation of proline and lysine, phosphorylation of hydroxyl groups of
seryl, tyrosine or threonyl residues, methylation of the a-amino groups of lysine, arginine, and
histidine side chains, see e.g. T. E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W.
H. Freeman &¢ Co., San Francisco, pp. 79-86 (1983). Covalent modifications e.g. include fusion
proteins comprising a polypeptide according to the present invention, e.g. of 2 specified sequence
and their amino acid sequence variants, such as immunoadhesins, and N-terminal fusions to
heterologous signal sequences.

*Homology*" with respect to a native polypeptide and its functional derivative is defined herein
as the percentage of amino acid residues in the candidate sequence that are identical with the
residues of a corresponding native polypeptide, after aligning the sequences and introducing gaps,

13
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if necessary, to achieve the maximum percent homology, and not considering any congervative
substitutions as part of the sequence identity, Neither N- or C-terminal extensions nor insertions
shall be constrned as reducing identity or homology. Methods and computer programs for the
alignment are well lnown.

*Amino acid(s)" refer to all naturally occurring L-c-amino acids, e.g. and including D-amino
acids. The amino acids are identified by either the well known sivgle-letter or three-letter
designations.

The term "amino acid sequence variant® refers to molecules with some differences in their amino
acid sequences as compared to a polypeptide according to the present invention, e.g. of a
specified sequence. Amino acid sequence variants of a polypeptide according to the present
invention, e.g. of a specified sequence, still have the ability to bind the human I1-17 or e.g.
neutralize I1L.-6 production of IL-17 induced humen dermal fibroblasts. Substitutional variants are
those that have at leapt one amino scid residue removed and a different amino acid inserted in its
place at the same position in a polypeptide according to the present invention, e.g. of a specified
sequence. These substitmtions may be single, where only one amino acid in the molecule has been
substituted, or they may be multiple, where two or more amino acids have been substituted in the
mmhuﬂghuﬁmdnﬁnnumﬂ:aewithmormmamimlddsimumdiqmedhmly
adjacent to an amino acid at & perticular position in a polypeptide according to the present
invention, e.g. of a specified sequence. Immedistely adjacent to an amino acid means connected
to either the a-carboxy or a-amino functional group of the amino acid. Deletional variants are
those with one or more amino acids in a polypeptide according to the present invention, e.g. of a
specified sequence, removed. Ordinarily, deletional variants will have one or two amino acids
deleted in a particular region of the molecule,

An I1-17 binding molecule of the invention may be produced by recombinant DNA.
techniques. In view of this, one or more DNA molecules encoding the binding molecnle must be
constructed, placed under appropriate control sequences and transferred into a snitable host
organism for expression.

In a very general manner, there are accordingly provided

(D  DNA molecules encoding a single domain IL-17 binding molecule of the invention, a
single chain I1.-17 binding molecule of the invention, an I1.-17 binding molecule
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compriging & heavy and light chain as defined herein, or fragments of a IL-17 binding
molecule of the invention; and

(i) tho use of the DNA molecules of ths invention for the production of a IL-17 binding
molecule of the invention by recombinant meens.

Accordmgly, the invention provides a DNA molecule encoding an I-17 binding
molecule as described above.

Furthermare, the invention provides a DNA construct compriging a DNA molecule which
is substantially hamologous to SEQ ID NO: 7 or SEQ ID NO: 9.

Furthermare, the invention provides a DNA construct comprising two DNA molecules of
which one is substantiaily homologous to SEQ ID NO: 7 or is a direct DNAg equivalent thereof
and the other substantially homologous to SEQ ID NO: 9, or is a direct DNA; equivalent thareof.

The present state of the art is such fhat the skilled worker in the art is able to synthesize
the DNA molecules of the invention given the information provided herein i.e. the amino acid
sequences of the hypervariable regions and the DNA sequences coding for them. A method for
constructing a varisble domain gene is for example described in EPA 239 400 and may be briefly
summarized as follows: A gens encoding a varisble domain of a MAD of whatever specificity is
cloned. The DNA segments encoding the framework and hypervarisble regions are determined
and the DNA segments encoding the hypervariable regions are removed so that the DNA
scgmsnis encoding the framework regions are fused together with suitable restriction sites at the
Jjunctions. The restriction sites may be genesated st the appropriate positions by mutagenesis of
the DNA. molecule by standard procedures. Double siranded synthetic CDR cassettes aro
prepared by DNA synthesis according to the sequances encoding for SEQ ID NO: 1 (CDR1),
SEQ ID NO: 2 (CDR2), SEQ ID NO: 3 (CDR3), SEQ ID NO: 4 (CDR1°), SEQIDNO: 5
(CDR2’), SBQ ID NO: 6 (CDRS"), SEQ ID NO: 11 (CDR1-x), SEQ ID NO: 12 (CDR2-x), SEQ
ID NO: 13 (CDR3-x),. These cassettes are provided with sticky ends so that they can be ligated
at the junctions of the framework

Furthermore, it is not necesaary to have access to the mRNA from a producing hybridoma
cell line in arder to obtein a DNA construct coding for the IL-17 binding molecules of the
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mvention. Thus PCT application WO 90/07861 gives fitll instructions for the production of m
antibody by recombinant DNA. technicues given anly written information as to the nucleotide
soquence of the gene. The method comprises the synthesis of a number of oligonucleotides, their
amplification by the PCR method, and their splicing to give the desired DNA sequence.

Bxpreagion vectors comprising & suitable promoter or genes encoding heavy and light
chain constant parts ere publicly available, Thus, once a DNA molecule of the invention is
prepared it may be conveniently transferred in an appropriate expression vector. DNA molecules
encoding single chsin antibodies may also be prepared by standard methods, for example, as
described in WO 88/1649.

In analogy to the case for CDR equivalents, the term “direct DNAy equivalents thereof" is
meant to stand for a first DNA construct encoding a hesvy chain or fragment thereof of an IL-17
binding molecnle of the invention and comprises:

a) a first part which encodes a variable domain comprising alternatively framework and
hypervarisble regions, said hypervarisble regions being in sequence CDR1;, CDR% and CDR3,
said CDRI, is at least 50% homologous, preferably at least 60, 70, 80, 85, or 90% homologous,

more preferably at least 95% homologous to the hypervariable region CDR1 as shown in SEQID .

NO: 1, said CDR2i is at least 50% homologous, preferebly at least 60, 70, 80, 85, or 90%
homologous, more preferably at least 95% homologous to the hypervariable region CDR2 as
shown in SBQ ID NO: 2, and CDR3,; is at least 50% homologous, preferably at least 60, 70, 80,
85, or 90% homologous, more prefierably st least 95% homologous to the hypervariable region
CDR3 as shown in SEQ ID NO: 3; this first part starting with 2 codon encoding the first amino
acid of the varisble domein end ending with a codon encoding the last amino acid of the variable
b) a second part encoding a heavy chain constant part or fragment thereof which starts with a
codon encoding the first amino acid of the constant part of the heavy chain and ends with a
codon encoding the Iest amino acid of the constant part or fragment thereof, followed by a stop
codon; and

c) said DNA construct encoding for a polypeptide which is capable either alone or in
combination with another polypsptide of inhibiting the activity of 1 nM (= 30ng/ml) human IL-
17 &t & concentration of 50 nM, preferably 20nM, more prefarebly 10 nM, more prefarably 5 nM
of said molecule by 509, said inhibitory activity is measured on IL-6 production induced by hu-
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IL-17 in homan dermal fibroblasts.

Similarty, the term “direct DNAg-x equivelents thereof" is meant to stand for a first
altornative DNA construct encoding a heavy chain or fragment thereof of an IL-17 binding
molecule of the invention and comprises:

s) a first part which encodes a variable domain comprising alternstively framework and
hypervarisble regions, said hypervariable regions being in sequence CDR1;-x, CDR2;-x end
CDR3;-x, said CDR1;-x is at lcast 50% homologous, prefirably at least 60, 70, 80, 85, or 90%
homologous, more preferably at least 95% homologous to the hypervariable region CDR1 as
shown in SEQ ID NO: 11, said CDR2;-x is at least 50% homologous, preferably at least 60, 70,
80, 85, ar 90% homologous, mare preferably st leest 95% homologous to the hypervarisble
rogion CDR2 as shown in SEQ ID NO: 12, and CDR3x is at least 50% homologous, prefersbly
at loast 60, 70, 80, 85, ar 90% homologous, mare prefarably at lesst 95% hoamologous to the
hypervariable region CDR3 as shown in SEQ ID NO: 13; this first part starting with a codon
encoding the first amino acid of the variable domain and ending with & codon encoding tho Inst
amino acid of the varisble domein; and

b) a second part encoding a heavy chxin constant part or fragment theroof which starts with a
codon encoding the first amino acid of the constant part of the heavy chain and ends with a
codon encoding the last amino acid of the constant part or fragment thereof, followed by a stop
codon; and

c) said DNA constract encoding for a polypeptide which is capable cither alone or in
combination with another polypeptide of inhibiting the activity of 1 nM (= 30ng/ml) human I~
17 st & concentration of 50 nM, preferably 20nM, more preferably 10 nM, more preferably 5 nM
of said molacule by 50%, said inhibitory activity is measured on IL-6 production induced by hu-
IL-17 in human dermal fibroblasts.

Preferably, these DNA constructs encode a varisble domeain comprising alternatively
framework and hypervariable regions, szid hypervariable regions being in sequence CDR1,
CDR2 and CDR3, said CDR1 having the amino acid sequence SEQ ID NO: 1, sxid CDR2
having the amino acid sequence SEQ ID NO: 2, and seid CDR3 having the amino acid sequence
SEQ ID NO: 3. More preferably, these DNA constructs encode a variable domain comprising
alternatively framework and hypervarisble regions, said hypervariable regions being in sequence
CDR1-x, CDR2-x and CDR3-x, said CDR1-x having the amino acid sequence SEQ ID NO: 11,
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said CDR2-x having the amino scid sequence SBQ ID NO: 12, and said CDR3-x having the 24
amino acid sequence SEQ ID NO: 13. More prefersbly, this first part encodes & variable domain

having an amino acid sequence substentially identical to the amino acid sequence a8 shown in
SEQ ID NO: 8 starting with the emino acid at position 1 and ending with the amino acid at

position 127. More proferably the first part has the nucleotide sequence as shown in SEQ ID NO:

7 starting with the mucleotids at position 1 and ending with the nncleotide et position 381. Also
pefuably,ﬁemoqdpptmwduﬂnmslmﬂpﬂofnhnmmhmycbﬁnmmmaﬁnbly

the constant part of the human yl chain, This second part may be a DNA fragment of genomic

origin (comprising introns) or 8 cDNA fragment (without introns).

Similarly, the term “direct DNA,, equivalents thareof" is meant to stand for a second DNA
construct encoding a light chein or fragment thereof of an IL-17 binding molecnle of the
invention and comprises:

8) a first part which encodes a varisble domain comprising altematively framework and
hypervarisble regions; said hypervarisble regions being CDR3," and optionally CDR1; and
CDR2;', said CDR1;' is at least 50% homologous, prefirably at Icast 60, 70, 80, 85, or 90%
homologous, more preferably at least 95% homologous to the hypervariahle region CDR1’ as
shown in SEQ ID NO: 4, said CDR2;’ is at least 50% homologous, preferably st least 60, 70, 80,
85, or 90% homologous, mare preferably at least 95% homologous to the hypervariable region
CDR2’ as shown in SEQ ID NO: 5, and seid CDR3;" is at least 50% homologous, preferably at
least 60, 70, 80, 85, or 90% homologous, more preferably at least 95% homologous to the
hypervariable region CDR3’ as shown in SEQ ID NO: 6; this first part starting with a codon
encoding the first amino acid of the varisble domain and ending with a codon encoding the last
amino acid of the variable domain; and

b) a second part encoding a light chain constant part or fragment thereof which starts with a
codon encoding the first amino acid of the constant part of the light chain and ends with & codon
encoding the last amino acid of the constant part or fragment thereof followed by a stop codan;
and

c) said DNA construct encoding for a polypeptide which is capable either alons or in
combination with enother polypeptide of inhibiting the activity of 1 nM (= 30ng/mI) human IL-
17 at a concentration of 50 nM, preferably 20nM, more preferably 10 oM, more preferably 5 aM
of said molecule by 50%, seid inhibitory activity is measured on IL-6 prodnction induced by hu-
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I1-17 in homan dermal fbroblasts.

Preferably, this second DNA construct encodes a verisble domain comprising alternatively
framework and hyperveriable regions, aaid hypervariable regions being in sequence CDR1’,
CDR2’ and CDR3’, said CDR1’ having the amino acid sequence SEQ ID NO: 4, said CDR2'
having the amino acid sequence SEQ ID NO: 5, end said CDR3" having the amino acid sequence
SEQ ID NO: 6. More prefirsbly, this first part of the second DNA construct encodos a varisble
domain having an amino acid sequence substantially identical to the amino acid sequence as
shown in SEQ ID NO: 10 starting with the amino acid at position 1 and ending with the amino
acid st position 109. More preferably, the first part has the nucleotide sequence s shown in SEQ
ID NO: 9 atarting with the mucleotide at position 1 and ending with the nucleotide at position
327. Also prefersbly the second part encodes the constant part of a human light chain, more
prefa‘nblyﬂmeunstmtputofthéhmnmu

Preferably, the first and second DNA construct will be used together, but may be also
used separately.

The invention also includes IL-17 binding molecules in which one or more of the amino
acid residues of CDR1, CDR2, CDR3, CDR1-x, CDR2-x, CDR3-x, CDR1’, CDR2’ or CDR3’
or the frameworks, typically only a few (e.g. 1-4), are changed; for instance by mutation e.g. site
directed mutagenesis of the corresponding DNA sequences. The invention inchudes the DNA
sequences coding for such changed I1-17 binding molecules. In particulsr the invention includes
JL-17 binding molecules in which ane or mare residues of CDR1’ or CDR2’ have been changed
from the residues shown in SEQ ID NO: 4 (for CDR1*) and SEQ ID NO: 5 (for CDR2"),

In the first and second DNA constructs, the first and second parts may be separated by an
introp, and, an enhancer may be convenieritly located in the intron between the first and second
parts. The presence of such an enhencer which is transcribed but not translated, may assist in
efficient transcription. In particular embodiments the first and sccond DNA. constructs comprise
the enhancer of a heavy chain geme advantageously of hnman origin.

Rach of the DNA constructs are placed under the control of suitable control sequences, in
particular under the control of a suitable promoter. Any kind of promoter may be used, provided
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that it is adapted to the host organism in which the DNA constructs will be transferred for ’?)r

The desired antibody may be produced in a cell cnlture or in & transgenic animal, A
suitable transgenic animal may be obtained according to standard methods which include micro
injecting into eggs the first and second DNA consiructs placed under suitsble control sequences
tranaferring the so prepared eggs into appropriate psoudo-pregnsmt females and selecting a

] ‘When the antibody chains are produced in a cell culture, the DNA constructs must first be
inserted into either a aingle expregaion vector or into two separate but compatible expression
vectors, the latter possibility being preferred.

Accordingly, the invention also provides an expression vector able to replicate in a
prokaryotic or eukaryotic cell line which comprises st least ane of the DNA constructs above
described.

Each expression vector conirining 8 DNA construct is then transfezred into a suitable host
mguﬁmWhmihnDNAm&ucﬂmnqmﬂnlyimubdmtwoa:pruﬁmvm.ﬂmymay
be transfeared separately, i.e. one type of vector per cell, or co-transfexred, this latter possibility
being preferred. A suitable host organism may be a bacterium, a yeast or 8 mammalian cell line,
this Iatter being preferred. More preferably, the mammalian cell line is of tymphoid origin, e.g- &
myeloma, hybridoma or & normal immortalised B-cell, which conveniently does not express suy
endogenous antibody heavy or light chain.

For expression in mammalian cells it is preferred that the II-17 binding molecule coding
sequence is integrated into the host oell DNA within a locus which permits or favours high level
axpression of the IL-17 binding molecule. Cells in which the IL.-17 binding molecule coding
sequence is integrated into such favourable loci may be identified and selected on the besis of the
lovels of the IL-17 binding molecule which they express, Any suitable selectable marker may be
used for preparation of host cells containing the IL~17 binding molecule coding sequence; for
instance, & dhftr gene/methotrexete or equivalent selection systam may be used. Alternative
gystems for expression of the IL-17 binding molecules of the invention include GS-based
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amplification/selection systems, such as those described in EP 0256055 B, EP 0323997 B and
Buropean patent application 89303964.4.

In a further aspect of the invention there is provided a process for the product of an IL-17
binding molecule which comprises (f) culturing an organiam which is transformad with an
expreasion vector as defined above and (3i) recovering the I1-17 binding molecule from the
culture,

For the purposes of the present description an antibody is “capsble of inhibiting the
binding of IL-17 as AIN4S7" if the antibody is capsble of inhibiting the binding of IL-17 to its
roceptor substantially to the same extent as the AIN457 antibody, wherein “to the sams extent"
has meaning as defined above.

The AIN457 entibody has binding affinity for IL-17 which is higher than affnities
previoualy reported for anti-IL-17 sntibodies, in particular to sny anti human IL-17 antibodies.
Thus AIN457 has a dissocistion equilibrinm constant Ky, for binding to IL-17 of about 0.188
0.036 nM (determined by BIAcore, e.g. as shown in Example 2). This high binding affinity
makes the AIN457 entibody particularly suitable for therapeutic applications.

" In the present description the phrase “Tl-17 mediated disease” encompasses all diseases
and medical conditions in which IL-17 plays a role, whether directly or indirectly, in the discase
ar medical condition, including the causation, development, progress, persistence or pathology of
the disease or condition.

In the present description the terms “trestment™ or “treat” refer to both prophylactic or
preventative treatment as well as curative or disease modifying treatment, including treatment of
patient at risk of contracting the disease or suspected to have contracted the disease as well as
" patients who are ill or have been diagnosed as suffering from a disease or medical condition, and
.includes suppression of clinical relapse.

IL-17 binding molecules as defined above which have binding specificity for human II -
17, in particular entibodies which are capable of inhibiting the binding of IL-17 to its receptor;
and antibodies to II-17 which are capable of inhibiting the activity of 1 nM (= 30ng/mI) luman
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IL-17 at a concentration of S0 nM, preferably 20nM, more preferably 10 nM, more preferably 5 By
nM of said molecule by 50%, said inhibitory activity is measured on IL-6 production induced by
hu-IT.-17 in human darmal fibroblasts, are herein referred to as Antibodies of the Invention.

Preferably the Antibodies of the Invention are human antibodies, most preferably the
AIN457 antibody or direct equivalents thereof.

The Antibodies of ths Invention block the effects of IL-17 on its target cells and thus are
indicated for use in the treatment of IL-17 mediated diseases and disorders, These and other
pharmacological activities of the Antibodies of the Invention may be demonstrated in standard
test methods for example as described below:

Neutralization of IL-17 dependent production of interleukin-6 by primary kuman fibroblasts:
The production of IL-6 in primary human (dermal) fibroblasts is dependent on IL-17 (Hwang SY
etal, (2004) Arthritis Res Ther; 6:R120-128.

In short, human dermal fibroblasts are stimmlated with recombinant IL-17 in the presence
of various concentrations of Antibody of the lnvention or human IL-17 receptor with Fc part.
The chimeric anti-CD25 antibody Simmulect® (basiliximab) is used as a negative control
Supernatant is taken after 16 h stimulation and assayed for IL-6 by ELISA. Antibodies of the
Invention typically have ICss for inhibition of IL-6 production (in the presence 1 nM human IL-
17) of about 50 oM or less (e.g. from sbout (.01 to about 50 nM) when tested as above, i.e. said
iuhﬂ:ihryac&vityismnsmadonMpmdneﬁmhdueedbyhu—Lﬂinmnﬁmdmﬂ
fibroblasts. Prefersbly, the Antibodies of the Invention have an ICsp for inhibition of IL-6
production as defined above of about 20 nM or less, more preferably of about 10 oM or less,
more preferably of about 5 nM or less, mare preferably of about 2 1M or less, more preferably of
about 1 oM or less.

As indicated in the above assay Antibodies of the Invention potently block the effects of
IL-17. Accordingly, the Antibodies of the Invention bave pharmaceutical utility as follows:

Antibodies of the Invention are useful for the prophylaxis and treatment of IL-17
mediated diseases or medical conditions, e.g. inflammatory conditions, allergies and allergic
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tissue transplant rejection.

For example, Antibodies of the Invention may be use for the treatment of recipients of
heart, hing, combined heert-tung, liver, kidney, pancreatic, skin or corneal transplants, including
allograft rejection or xenograft rejection, and for the prevention of graft-versus-host disease, such
as following bone marrow transplant, and organ transplant associated arterioscleroxis.,

Antibodies of the Invention are perticularly usefil for the treatment, prevention, or
amelicration of antoimmmune disease and of inflasnmatory conditions, in particular inflammatory
conditions with an actiology inchuding an autoimmune component such es arthritis (for example
theumatoid erthritis, arthritis chronica progrediente and arthritis deformans) and theumatic
diseases, incinding inflammatory conditions and rheumatic discases involving bons loss,
inflammatory pain, spondyloarhropathies including ankolsing spondyfitis, Reiter syndrome,
reactive arthritis, psoriatic arthritis, and emterophathis arthritia, hypersensitivity (including both
airways hypersensitivity and dermal hypersensitivity) and aliergies. Specific auto-immmme
diseases for which Antibodies of the Invention may be employed include autoimmune
haematological disorders (including e.g. hemolytic anacmie, aplastic snaemia, pure red cell
ansemia and idiopathic thrombocytopenis), systemic lupus erythemstosus, inflammatory muscle
disorders, polychondritis, sclerodoma, Wegener granulomatosis, dermatomyositis, chronic active
inflammatory bowel discase (including e.g. ulcerstive colitis, Crohn's disease and hritable Bowel
Syndrome), endocrine ophthalmopathyy, Graves disease, sarcoidosis, mmitiple sclerosis, primary
biliary cirrhosis, juvenile diabetes (diabetes mellitus type I), uveitis (anterior and posterior),
arthritis and glomerulonephritis (with and without nephrotic syndrome, e.g. including idiopathic
nephrotic syndrome or minimal chenge nephropathy), tamors, multiple sclerosis, inflammatory
diseaae of skin and comnea, myositis, loosening of bone implants, metabolic disorders, such as
atherosclerosis, diabetes, and dislipidemia.

Antibodies of the Invention are also useful for the treatment, prevention, or amelioration
of asthma, bronchitis, pnewmoconiosis, pulmonary emphysema, and other obstructive or
inflammatory diseases of the airways.
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Antibodies of the lnvention are useful for treating undesirable acute and hyperacute
inflammatory reactions which are mediated by IL-17or involve IL-17 production, or ths
promotion of TNF release by IL-17, e.g. acute infections, for example septic shock (e.g.,
endotoxic shock and adult respiratory distress syndroms), meningitis, pneumonia; and severe
burns; and for the trestment of cachexia or wasting syndrome associated with morbid TNF
release, consequent to infiction, cancer, or organ dysfanction, especially AIDS -related cachexia,
e.g., associated with or consequential to HIV infection.

Antibodies of the Invention are particularly useful for treating diseases of bone
loss in genersl, including age-related bone loss, and in particular periodontzl disease.

For these indications, the appropriate dosage will, of course, vary dspending upon, for
example, the particular Antibody of the Invention to be employed, the host, the mode of
administration and the nature and severity of the condition being treated. Howeover, in
prophylactic use, satisfactory results are generally indicated to be obtained at dosages from about
0.05 mg to about 10 mg per kilogram body weight more usually from about 0.1 mg to about 5 mg
per kilogram body weight, The frequency of dosing for propbylactic uses will normally be in the
range from about once per week up to about once every 3 months, more usually in the range from
about once every 2 weeks up to about once every 10 weeks, e.g. once every 4 to 8 weeks.
Antibody of the Invention is conveniently administered parenterally, intravenously, e.g. into the
antecubital or other peripheral vein, intramuscularly, or subcutaneously. A prophyiactic
treatment typically comprises administering the Antibody of the Invention once per month to
once every 2 to 3 months, or less frequently.

The Antibodies of the Invention may be administered as the sole active ingredient or in
conjunction with, e.g. as an adjuvant to or in combination to, other drugs e.g.
immunosuppressive or immunomodulating agents or other anti-inflammatory agents, e.g. for the
treatment or prevention of discases mentioned ebove. For exampls, the Antibodies of the
Invention may be used in combination with DMARD, e.g. Gold salts, sulphasalazine,
antimalarias, methotrexate, D-penicillamine, azathioprine, mycophenolic acid, cyclosporine A,
tacrolimmus, sirolimms, minocycline, leflunomide, glococarticoids; a calcineurin inhibitor, e.g.
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cyclosporin A or FK 506; a modnlator of lymphocyte recirculation, e.g. FTY 720 and FTY720
analogs; 8 mTOR inhibitor, e.g. rapamycin, 40-O-(2-hydroxyethyf)-repamycin, CCI779,
ABTS578, AP23573 or TAFA-93; an ascomycin having immumo-suppressive propertice, o.g.
ABT-281, ASM981, etc.; corticosteroids; cyclo-phos-pbamide; azathioprens; methotrexate;
leflunomide; mizoribine; mycophenolic acid; myco-pheno-late mofetil; 15-deoxyspergualine or
an immunosuppressive homologue, analogue or derivative thereof; immunosuppressive
monoclonal antibodies, .g., monoclons] antibodies to leukncyte receptars, e.g., MEC, CD2,
CD3, CD4, CD7, CD8, CD25, CD28, CD40. CD45, CD58, CD80, CD8S6 or their ligands; other
immnnomodulatory compounds, e.g. a recombinant binding molecule having at least a portion of
the extracellular domsin of CTLA4 or & mutant thereof, e.g. an at least extracellnlar portion of
CTLAA4 or 2 mitant thereof joined to a non-CT1L.A4 protein sequence, e.g. CTLA4Ig (for ex.
designated ATCC 68629) or a mutant thereof, ¢.g. LEA29Y; adhesion molecule inhibitors, e.g.
LFA-1 antegonists, ICAM-1 or -3 entagonists, VCAM-4 aniagonists ar VI.A-4 antagonists; or a
chemotherapeutic agent, e.g. paclitaxel, gemcitabine, cisplatimnn, doxorubicin or 5-fluorouracil;
anti TNF agents, e.g. monoclonal antibodies to TNF, e.g. infliximab, adalimnmab, CDP870, or
receptor constructs to TNF-RI or TNF-RII, e.g. Btanercept, PEG-TNF-RT; blockers of
proinflammatory cytokines, . IL-1 blockers, e.g. Anakinva or IL-1 trap, AAL160, ACZ 885, IL-6
blockers; chemokines blockers, e.g inhibitors or activators of proteases, ¢.g. metalloproteases,
anti-IL-15 antibodies, anti-IL-6 antibodies, anti-CD20 antibodies, NSAIDs, such as aspirin or an
enti-infectious agent (list not limited to the agent mentioned).

- In accordance with ths foregoing the present invention provides in a yet firther aspect

A method as defined above comprising co-administration, e.g. concomitantly or in
sequence, of a therapeuatically effective amount of an IL-17 binding molecule, e.g. an Antibody of
the Invention, and at Ieest one second drug substance, said second drug substance being a
immuno-suppressive / immunomodulatory, anti-inflammatory chemotherapeutic or anti-
infectious drug, e.g. as indicated above,

Or, a therapsutic combination, e.g. a kit, comprising of & therapeutically effective amount
of 2) an IL-17 binding molecule, o.g. an Antibody of the Invention, and b) at least one second
substance selected from a iormuno-suppressive / immumomodulatory, anti-mfleammatory
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chemotherapentic or anti-infectious drug, e.g. as indicated above. The kit may comprise
nstractions for its administration.

‘Where the Antibodies of the Invention are administered in conjunction with other
. ve /i salstory, snti-drfl iorv chemo P
infectious therapy, dosages of the co-administared combination compound will of course vary
depending on the type of co-drug employed, ¢.g. whether it is 8 DMARD, anti-TNF, IL-1 blocker
or others, on the specific drug employed, on the condition being treated and so forth.

Pharmaceutical compositions of the invention may be mamufactured in conventional
munner. A composition according to the invention is prefersbly provided in lyophitized form.
For immediate administration it is dissolved in a suitsble aqueons carrier, for example sterile
water for injection or sterile buffered physiological saline. If it is considered desirable to make
up & solution of larger volume for administration by infusion rather as & bolus injecticom, it is
advantageous to incorporate humsn serum albumin or the patient’s own heparinised blood into
the saline at the time of formulation. Alternatively, the formmulation is given subcuteneous. The
presence of an excess of such physiologically inert protein prevents loss of antibody by
adsorption onto the wallg of the container and tubing used with the infusion soltion. Ifalbumin .
is used, a suitable concentration is from 0.5 to 4.5% by weight of the saline solution. Other
formulations comprise liquid or lyophilized formulation.

The invention is further described by way of iftustration in the following Examples."
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Transgenic mice engineared to express the human JgG/x repertoire instead of the murine
immumoglobulin repertoire (Fizhwild et al,, 1996, Nat Biotechnol., 14, 845-851) are used to
generate antibodies to human 11-17. B cells from these mice are immortalized by standard
hybridoma technology and murine hybridoma cells are obtained which secrete the lumsn IgG1/x
antibody AIN457.

Examplel; Generation of the hybridoms, purification of the antibodies, selection of
AIN457 antibody

Production of recombinant human IL-17 (hulL-17): Recombinant hulL-17 is either produced in
E. colt in inclusion bodies and refolded by conventional techniques (produced in house carrier
free (B. coli; Novartis Pharma, batch BM-E3141/98) or bought (carrier free, E. coli; R&D
Systerns #317-IL/CF)) or as secreted and pertially glycosyiated protein in HEK.EBNA
(Recombinsnt hull 17, carrier froe (IL-17 APP-CS from transfected HEK/EBNA cells; Novartis
Pharma, batch En E-3382/82; 0.28 mg/ml; recombinant hall-17, carrier free (IL-17 APP-C4
from transfectod HEK/EBNA cells; Novartis Pharma, batch En.E-3382/83; 0.29 mg/m1)). The
Iatter form features & C-terminal 4 smino acids extension for rapid purification from calfure
supernatanis by immunoaffinity chromatography. In this case, culture supematants are loaded on
a cohrmn of appropriate size of a specific immobilized anti-tag antibody coupled to CNBr
activated Sepherose 4B &t a density of 10 mg/m] resin following the mamfacturer’s instructions
(Pharmecia). After base-line washing with PBS, bound hull~17 is eluted with 100 mM glycios,
pH 2.7 and immedistely neutralized with diluted NaOH.

Coupling of kulL-17 to Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH): Hull-17 produced in either E. coll
or HEK.EBNA is coupled to KLH pre-activated with an axcess of the homobifimctional cross-
linker Disuccinimidyl suberats (DSS). Briefly, 20 mg lyophilized Imject® Mariculture KLH
(Pierce # 77600) are reconstituted with 2 m1 HO to give & 10 mg/ml soltion contzining
Phosphate Buffared Saline (PBS), pH 7.2. To this solution 400 1 of 250 mM DSS in Dimethyl
Sulfioxide (DMSO) are added and the mixture stirred for about 1 br at room tamperature (not all
the reagent dissolved and some precipitate formed). After a brief centrifogetion and filtration .
(0.45 jm) tho solution is then desalted on Sephadex G25 fine (Pharmacis) in PBS (flow rate 2
ml/min) yielding sbout 11 mg activated KLH at 1.5 mg/m] (Bredford). 1 ml of the activated KLH
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(1.5 mg) is mixed with 1 ml of 8 9 mg/ml solution in water of Iyophilyzed E. colf dexivod bull- 2 |
17 (batch BM-E3141/98). The solution remains clear end is incubated for 2 brs at room

temperature. The cancentration of the resulting complex is 1.4 mg/ml (measured by Bradford). 1

ml of the activated KLH (1.5 mg) is mixed with 1 ml of HEE EBNA hulL-17 (sbout 3 mg in

water ; batch En.E-3382/83), The sobution remuins cleer and is incubated for 2 hrs at room
temperature. Concentration (Bradfiord) is 2.9 mgfml.

Immunization: The genetically engineered mouse 27340 (female; MEDAREX Inc, Annandale,
NJ) in which the murine immunoglobulin varisble and constant part genes are fimctionally
replaced by their human counterparts (Genotype Tg code 221100-TgH
(CMD)+TgN(Heo7)11952+; TgHOKD)+H-; TgN(EKCO05)9272+ (see also Sherie L. Marrison,
1994, Nature, Vol 368, p. 812-813; Nils Lonberg et al., 1994, Nature, Vol. 368, p. 856-859) is
immumired following the scheme reported in table 1. -
Table 1. Immunization schedule
Day Date Immmogen Dose and route of
) immurtization
0 07.0601 Hull-17 (BM-E3141/98) coupled to KLH 25 ug of each s.c. in two
mixed 1:1 with hull-17 (BM-E3141/98) in spots; total volume/mouse
Gerbu adjuvant with adjuvant 100 ul
14 21.0601 Hull-17 (BM-E3141/98) coupled to KLH 25 g of each ac. in two
(1®boost) mixed 1:1 with hull-17 (En.B-3382/83) spots; total volume/mouse
coupled to KLH in Gerbu adjuvant with adjuvant 100 ul
28 050701 Hull-17 (BM-E314198) mixed 1:1 with 10 pg of each s.c. in two
(2™ boost) hulL-17 (En.E-3382/83) in Gerbu adjuvant  spots; total volume/monsa
with adfuvent 100 ul
35  12.07.01 Sera collected for ELISA
42 19.0701 Bull-17 (BM-E3141/98) mixed 1:1 with 20 gg of each s.c. in two
(3 boost) hull-17 (Bn.B-3382/83) coupled to XLH in spots; total volume/mouse
Gerbu adjuvant with adjuvant 100 ul
63 09.0801 Hull-17 (BM-E3141/98) compled to KLH 20 pg of each g.c. in two
(4% boost) mixed 1:1 with hull-17 (En.B-3382/83) spots; totdl volume/mouse
coupled to KLH in Gerbu adjuvant with adjuvant 100 g
91 060901 Hull-17 (BM-E3141/98) mixed 1:1 with 20 ug of each s.c. in two

28



WO 2006/013107 PCT/EP2005008470

(5® boost) huil-17 (BnE-3382/83) in Gerbu adjuvant  spots; total volume/mouse

with adjuvent 100 ul
99 14.09.01 Sera collected for ELISA
117 02.10.01 HulL-17 (Bn.BE-3382/83) 10 pg/mouse v,

Hull-17 (Bn.E-3382/83) coupled to KLH 10 ug/mouse i.p.
118 03.1001 HulL-17 (BnB-3382/83) coupled o KLH 10 pg/mouse i.p.
119 04.10.01 Hull-17 (BnE-3382/83) coupled to KLH 10 pg/mouse i.p.
120 051001 fosion

Sera semples are obtained 35 and 99 dxys after the start of the immunization protocol, for
measuring levels of anti-hnll.17 antibody by enzyme-linked imnmunosorbent assay (ELISA).

Generation of hybridomas: On day 120, mouse 27340 is killed by CO» inhalation. Total spleen
cells (1 x 10) are fused with PAI-0 cells (5 x 10" cells) using PEG 4000. Fused cells are plated
out in 720 wells (1 ml/well), containing a feeder lsyer of mouse peritones] cells (Belb/c mice), in
HAT meditm (RPMI 1640 containing 2 g/l Sodium Bicerbonsts, 5 x 16° M -Merceptosthanol,
10"* M Hypoxanthine, 1.6 x 10* M Thymidine, 4 x 107 M Aminopterin, 10% heat inactivated
FCS and 50 yig/ml Gentamycin). At day 14, HAT medium is exchanged with HT medium i.c.
HAT medium without Aminopterin. Scroening starts on day 10, and lasts two weeks. Of the
initial 720 wells plated, 684 wells (95%) are positive for hybridoma growth. Supernatants are
collected and screened for hull~17 reactive MAb in ELISA using both the B. coli and the
HEK/EBNA darived hnll-17. Fifty-two primary wells score positive for the presence of anti-
hull~17 antibodies. Twenty-eight hybridomas are cloned and the remsining ones are frozen.
Cloning is dons, in 4 x 96 well microtiter plates, in BT medium and & feeder layer of mouse
peritoneal cells, Hybridomas are plated at 0.5 call/100 i per well, Wells ere screensd
microscopically for growth, and positive ones are fed 100 ul of HT medinm. The following day,
supematents afe testod for antibody production in a hulf.~17 specific ELISA. Upon cloning, the
majority of the cloned hybridomas retain the capacity to secrets anti-hulL-17 specific
Monoclonal Antibody (MAD).

Production and purification of antibody: The selected clones are transferred in sarum free
medium (5 mI) into 25 em? TC (TC: tissue culture) flasks. Hybridomas are progressively
expanded in serum free medium to 75 cm? TC flasks and roller flasks. All the diffierent anti-hn-
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IL-17 MAb inclnding NVP-AIN457-NX (340-110-28 i.e. mouse mumber-hybridoms number-
clone rumber) are purified by Protein A affinity chromatography. Culture supamatimts are
adjusted to pH 7.3 and loaded on a columnn of sppropriate size of Protein A Sepharose 4 fast flow
(Pharmacis). After base-line washing with 100 mM phosphate buffer, pH 7.3 bound antibodies
aro cluted with 50 mM citrate, pH 2.7, 140 mM NaCl. The eluted fraction is immediately
neutralized (pH 7.0) and sterile filtered. Protein concentration is determined by sbsorption at 280
nm using a factor of 1.35 Absorption Unit (AU)/mg.

Inhibitory activity of anti-hulL-17 MAb on IL-6 production induced by hull-17 in human dermal
fibroblasts: Fiuman dermal fibroblasts are cultured in FBM supplemented with 2% FCS, insalin
(5 pig/ml) bnFGF-basic (0.1 sg/ml) and Gentarnycin (50 pg/ml). The fbroblasts aro detached

" from plastic using a Trypsin/EDTA solution. Fibroblasts are distributed into 96 well microtiter
plates at & density of 1x10° cells/well in FBM supplementsd with 1% FCS. Fibroblasts are
allowed to adhere to the plates overnight. The next morning medium is removed and fresh FBM
supplemexted with 1% FCS, kL 17 (different concentrations renging from 30 to 500 ng/mi)
and hybridoma supernatants (1/5 final dilution) ar purified antibodies are added to & final volume
of 200 pl. Culture supernatants are collected after an incubation of 24 h and hull -6 production is
measured by ELISA.

ELISA for detection of anti-hull-17 antibodies: ELISA microtiter plates are coated with
recombinant hull -17 (100 pl/well at 3 pg/ml; baich BM-E3141/98 or En.E-3382/82) in PBS
0.02% NaN; and incubated overnight at room temperature. The following day, microtiter plates
ere blocked with 300 ul of PBS/ 2% BSA/ 0.02% NalN; for 2 h at 37°C. Plates are then washed 4
times with PBS/ 0.05% Tween 20/ 0.02% NaN, Serum dilutions of mouse 27340 (final dilution
range at day 35: 1/100 to 1/3200; final dilution range at day 99: 1/200 to 1/12800; 100 ul/well) or
culture supernatants of hybridomas (final dilution 1:3; 100 ul/well) are added. After an overnight
incubation at room temperature, plates are washed 4 times with PBS/ 0.05% Tween 20/ 0.02%
NaNs. A biotin-conjugated mouse enti-lm-IgG, Fe fragment specific antibody is added at a final
dilution of 1/20000 (100 pl/well). Semples are loft to reect for 4 h at room temperature, After
washing (4 times), alkaline phosphatase-conjugated streptavidin is added at a final dilution of
1/8000 (100 pl/well). After 40 minutes at room temperature, plates are washed agein 4 times and
the substrate (p-nitrophenylphosphate in diethylamino buffer pH 9.8; 150 pl/well) is added.
Plates are read after 30 or 45 min dspending on the development of the reaction in a microtiter
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reader (Bio-Rad) using filters of 405 end 490 nm,

ELISA for detection of antibody isotype: For revealing the isotype of the MAD, culture
supernatents (100 ul; final dilution 1/5) are added to the wells of microtiter plates coated with
hulL-17 (see above), and incubated overnight st room temperature. After washing (4 times), 100
plfwell of biotin-conjugated mouse MAbs anti-humen IgG1 (final dilution 1/1000), IgG2 (final
dilation 1/1000), IgG3 (final dilution 1/1000) IgG4 (final dihttion 1/2000) or anti lruman x hght
chain (final dilution 1/1000) are added for 4 b at room temperature. As a control a biotin-
conjugated rat snti-mouse A1 and X2 Kght chain specific MAb is used (final dilution 1/1000).
'This is followed as previously described by washing and addition of alkatine phosphatase-
confugated streptavidin (100 pl; final dilution 1/8000). After washing (4 times) the substrate (p-
nitrophenylphosphate in dietirylamino buffer; 100 ul) is added. Plates are read after 30 or 45 min
depending on development of reaction, in a microtiter reader (Bio-Rad) using fiters of 405 and
490 nm,

ELISA for detection of kulL-6 production: ELISA microtiter plates are coated with an anti-hulL-
6 mouse MAb (MAB206 from R&D system; 100 pl/well at 4 pg/ml) in PBS 0.02% NaN; and
incubated overnight at room tempersture. The following day, microtiter plates were blocked with
300 pl of PBS/ 2% BSA/ 0.02% NaNj for 2 h at 37°C. Plates were then washed 4 times with
PBS/ 0.05% Tween 20/ 0.02% NaNj;, Culture supernatants of humen dermal fibroblasts (final
dilution 1:3; 100 pl/well) were added. To esteblish a titration curve hulL-6 (100 ul/well) is
titrated from 400 pg/ml to 3.1 pg/ml in 1:2 dilution steps.- After an ovemight incubation st room
temperature, plates are washed 4 times with PBS/ 0.05% Tween 20/ 0.02% NaN. A biotin-
conjugated goat anti-hull -6 antibody (BAP206; R&D Systems) is added (25 ng/ml; 100 ul/well).
Samples are left to react for 4 h at room temperature. After washing (4 times), alkaline
phosphatese-conjugated streptavidin is added at a final dilution of 1/8000 (100 ul/well). After 40
minutes &t room tempereture, plates are washod again 4 times and the substrate (p-
nitrophenylphosphate in diethylamino buffer pH 9.8; 150 jul/well) is added. Plates are road after
30 min in a microtiter reader (Bio-Rad) uzing filters of 405 and 490 nm.

Calculations: Vahes are roported as original O.D. values or as % inhibition celculated on the
means of duplicate values. Additional data are reparted as Means = SEM. An hmlL 6 stendard
curve was used to measure hull -6 concentration in culture supernatants by using a cubic curve
fit
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Rexults
Serum titers of mouse 27340:
Table 2, Anti-hulL-17 serum titers (mouse 27340)
Serum ditution
_ O.D. values (Means + SEM)
Day HulL-17 -
.- 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 1:6400 1:12800
1795 1524 1167 0854 0615 0378
.5 £ co £0,022 +0.006 0015 +0.013 0,005 =0.032
2180 1875 1577 1313 1031 0728
+0.041 +0.005 +0.047 £0016 0,011 =0.003
£ ol 2130 1913 1635 1494 1125 0810 0559
£0.078 £0075 0041 £0.066 0001 +0.070 +0.021
% 2029 1925 1716 1524 1259 0970 0.706

HEK/EBNA
: +0.005 +£0.030 +0.012 +0.004 +0.018 +£0.036 =+0.002

* Microtiter plates were coated with hall-17 (3 pg/ml) from B. coli (BM-E3141/98) or
HEK/EBNA cells (En.B-3382/82).

The serum of mouse 27340 is analyzed in ELISA for the presence of anti-tmlL-17 antibodies on
days 35 and 99 on two different preparations of ImIL-17 (Table 2). Results show that serum titers
of monse 27340 increase about fourfold between day 35 and day 99 amd that both hull-17

Binding in ELISA of kybridoma supernatanis: 684 supematunts are tested in ELISA for the
mo{mﬁ-ﬂl?mﬂboﬁmuﬁngtwomnnﬁmofmhinmhmrﬂ.them
from E coli (BM-B3141/98) the latter from HEK/EBNA cells (En.E-3382/82). Fifty-two
supernatants score positive for the presence of enti-hull-17 antibodies (Table 3). Preferential
binding to one or the other proparation of hull-17 is observed in a few cases. The 28 hybridomss
that are subsequently cloned are underiined.
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Table 3. BLISA reactivity of culture supernatants

Hybridoma
(No)

112

RREEE

373

HulL-17 batch*

E. coll
O.D. values

1.935/1.830

1.928/1,928 .

1.386/1.471
1.917/2,078
1,629/1.619
2.650/2.716
1.329/1.371

2.353/2:363
0.789/0.857

. L.656/1.652

1.244/1.669

1.322
1.899/2,108
0.948/0.903
2.249/2.084
1.406/1.305
1.120/1.146
1.890/1.990

1,674/1.640
0.678/0.789

2.475/2.677
1.721/1.789
1.111/1.073
1.738/1.762

247822702
1.200/1.194

HEK/EBNA
O.D. values

ND

2.026/1.956
200972042
2.342/2.384
ND

2:439/2.366
1.362/1.465
242512497
1.154/1.208
ND

0.714/0.695
0.847/0.810
1.966/2,023
0.874/0.866
2.150/2.139
1.797/1.752
1.114/1.128
ND

ND
0.735/0.784

2.340/2.358

0.602/0.634
1.223/1.202

.1.869/1,835

2.302/2.448
1.212/1.233

Hybridoma
(No)

386
435

FRESRERE

348
552

564
366
577

RERR

649
658
674
686
705
720

PCT/EP2005/008470
HulL-17 batch
E. coli HEK/EBNA
O.D.walues  O.D, values
17801812  2.002/1.905
219472139  2.221/2.169
L180/1236  1.44%1.470
206012200  2,079/2.237
1392/1348 15131524
21312078  2.569/2.798
1.755/1.559 ND
23322455  23702.381
11451196 L1872
072800750  0.891/0.909
08240811  0.969/0.943
0.628/0.675  0.808/0.820
1.092/1.068  1.239/1.152
1018/0928  1.226/1.206
07810821 111771121
1.935/1,777  2.033/1.989
2121/2230  2.592/2.277
1.0001077  1,203/1.209
13351389  1311/1.337
1.218/12 1.415/1.437
11121087  1.134/1.127
14471549  1.730/1.646
1.899/1.803  1.870/1872
224972420  2.383/2.385

*Plates are coated with recombinant hulL-17 (3 gg/ml) from E. coli (BM-E3141/98) or
HER/EBNA cells (En.E-3382/82). Supernatants are tested at the final dilution of ).
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Binding in ELISA of culture supernatarts of the kybridoma clones: The reactivity in ELISA of
the supematants of the clones of the 11 hybridomas, which retained the best production of anti-
hull~17 MAD, is shown in Table 4. The clones, highlighted in bold, were selected for prodncing
~ 1 liter of supernatant in roller bottles for purification and analysis of the antibodies. With the
exception of the clonos derived from the hybridoms No S, which produced a hulgG3x antibody,
all the other clones produced halgGlx MAD, as assessed by isotype specific monoclonal
sntibodies.

Table 4. ELISA reactivity of culture supematents for bn-1L-17.

Clone Supernatants* Clone Supernatants* Clone Supernatanis*
{No) O.D. values (No) O.D. values (No) O.D, values
3-2 2.198/1.940 106-1 1.244/1.306 3434 1.003/0.913
3-20 1.909/1.939 106.2 1.203/1.138 543-16  0.795/0.717
3-21 1.873/1.812 106-3 1.176/1.166 3576  0.879/0.940
5-18 1240/1.168 110-7 1.535/1.393 357-36  0.980/0.925
5-22 1.340/1.396 110-28  1.376/1.370 557-37 1.104/1.109
5.29 1.316/1.354 305-21 1.484/1.518 622-2 0.923/0,894

3.31 1.227/1.302 305-38  1.669/1.858 622-5 1.070/1.032
=40 1.364/1.543 2431 1.351/1.375 622-6 0.980/0.953
104-2 1.385/1299 439380  2.506/2.543 658-2 0.744/0.744
1044 1.085/1.044 450-13 1.568/1.610 658-6 0.769/0.772
104-9 1.488/1.304 43023  1.658/1.667 638-16  0.741/0.758
10411 1.670/1.380 543-1 1.074/0.991 '

Microtiter plates are coated with recombinant holl-17 (3 ug/ml) from HEK/EBNA cells (En.B-
3382/82).

Neutralizing activity of culture supernatants: Culture supernatents are tested for inhibition of
bull~6 production by lumean dermal fibroblasts stimulated with recombinant hull ~17. As shown
in Table 5, the majority of the culture suparnatants show inhibitory activity.
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Table 5. Inhibition of IL-6 production induced by hull~17 in human dermal fibroblasts by culture
supa:nm- ’

. Inkibition of IL-6 production (%)

Clons Amount of hulL-17 used as stimulus (ng/m])

(No) 62.5 125 250 500
3-20 863 75.0 33.1 232
5-40 - 233 414 203 19.0
10611 . 417 485 222 163
106.1 616 19.8 57 9.8
11026 998 92.5 88.6 613
305-38 472 471 366 237
343-1 96.8 102.4 90.5 66.4
450-23 517 48.5 415 266
5434 5.0 -12.0 6.5 71
622-2 34.0 232 203 184
65816 - 344 27.7 12.7 18.8

Neutralizing activity of AIN45: Selection of clone 110-28 for the production of development
candidate AIN457 (prefirred embodiment of the invention) is based on neutralizing activity and
affinity measurement an BIACORE 2000 of the purified sntibodies (se¢ below Example 2).

Example 2: AIN451 binds with very high affinity to recombinant human I1.-17 (hulL-17);
the Kp is 122 3 22 pM (BLAcore) and neutralizes haman I1.-6 production induced by hull-~
17 in human dermal fibroblast; IC50 is 2.1:0.1 nM at a concentration of 1.870M hull~17

a) Methods -

Reagents: General labaratory reagents are purchased from Merck or Sigma and are of the highest
pmitymhvaﬂnble;ﬁemoflp_edﬂtymgmmdmﬂdbelow.

Proteins: Monoclonal antibodies are generated by immmizing MEDAREX transgenic mice with
recambinsnt human 1T ~17, and then following the standerd procedure for producing cell lines,
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from which the secreted material could be purified by Protein A Sepharose chromatography
[cssentially as described in Bxample 1). AIN457 is stored as a sterile-filtered solution in 50 mM
Nacitrate, pH 7.0, 140 mM NaCl at 4°C . The recombinant human AINAS7 (batch KB03303A)
is obtained in sterile stock solution of cither 20 mM Na-citrate/40 mM phosphate bufer, pH 7,
150 mM NaCl or 20 mM acetic acid pH 5.5 adjusted with 1M Tris-base. Concentrations are
usually in the range of 2 mg/m] and diluted to a final concentration of 5 ug/ml into BIA buffer
(20 mM HEPES, pH 7,4, 150 mM NaC], 0,05% v/v Tween-20) for the Biscore experiments.

Recombinant huoman IL-17 is produced in-houss; batch En/E 3882/83; 0.29 mg/ml.

BLAcore measurements

Determination of kinetic binding parameters and levels of crossreactivity are done by surface
plasmon resonance measurements using the optical biosensor BIAcore 2000 (BlAcore AB,
Upaalla, Sweden, see Lit. HS 1,2 for details). This technology allows the label-free determination
the microscopic rate constants for binding (ko) and dissociation (kur) of & ligand to & receptor. It
is therefore especially suited for characterizing fhe antibody-antigen interactions. This technology
oomplanmhmdisinmmyrupeo:ts superior to ELISA messurements (VmRagmortel.De\;
Biol (Basel). 2003;112:141-51,).Binditg studies of recombinant IL-17 to the IL-17 antibody
AIN457 are performed in two ways. In the standard protocol, AIN457 is captured by an anti-
umsn Fcy antibody (Jeckson Immunochemicals; Cat No. 109-005-098) that is previously
immobilized onto a CM-5 BIAcore sensor chip (Research grade). Covalent binding of Fey
capture antibody is done with the ‘Amine coupling kit’ provided by BIAcore (BIAcore, Cat-No.
BR-1000-50). Typically, 3000 RUs of capture antibody are atteched to the activated dextran
surface with a 30ug/ml anti Fey antibody solution in 10 mM Ac buffer, pH 4.5 at a flow rate of 5
pl/min which lead to epproximately 250 RUs of AIN457 immobilization. As a guideline, 1000
RUs correspond to a mass transfer of 1 ng/mm®. Alternatively, IL-17 (Section 3.2; Table 4),
AINAS57 antibody is coupled directly to the chip snrface without capture antibody. The results are
compared to the protocol described in Table 9 (see below).

b)Results

Binding kinetics of the IL-17/ AIN457 complex

The equilibrium dissociation constant Kp allows some judgement about the stability of
complexes, once formed in vivo. We have therefore determined kinetic constents for the binding
of human IL-17 to the immobilized AIN457 antibody, and have derived the Kp for the process
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from these data. Table 3 shows the suummary of data obtained when the curves of 2 expariments D(B
gre fitted to the Langrmir model using the BIAevaluation 3.0 software. Although the entibody is,

of course, bivalent, the binding can be treated as a 1:1 event, with individual antibody binding

gites displayed at the surface that become occupied by monomeric I.-17 molecules.

This experiment shows both, the extremely fast association as well as the very slow disgociation

kinetics of the antibody-chemokins complex. The best data fit is obtained when the sensorgrams

aro troated individually (rather than globally, as is suggested in the BIAcvealuation ) Ths, after
combining the titration series we obtain average values from 12 sensorgrams of k= (4.1 % 0.1)

x10° 1/M 8; kogr= (3.8 + 0.5) x10™* 1/8; and for K= 122 22 pM.

Table 3. Kinetic constants far the 1:1 binding of rec human IL-17 to NVP-AIN457
Conc[nM] kon[i/Ms] koff[l/s] KD[M] Exp.IL314
2 331E+05 336805 1.02E-10 Ron 1
128E405 3.78B-05 2.95B-10

B 3.79E+05 1.86E-05 4.50E-]11

12 3.60E+05 3.00B-05 833E-11

16 352B405 5.70B-05 1.62E-10

20 35ZBH05  4.15E05  LIEE-10

2 123E+06 197E05 1.60B-11 Run 2
AlIE+05 120805 292B-11

8 3.78B+05 454E-05 120B-10

12 3A6E+05 5.13E-05 148E-10

16 3.17B405 5.95B-05 1.88E-10

20 334E+05 5.01E-05 1.50E-10

Mean 410E+05 3.80E05 122E-10 =12

SEM 7.73B+04 451E-06  221B-11

Mem Kp calculated from individual entries (vertically), rther than by epplying the equation XKo=&k

Far the AIN457 prodnced in recombinant cells (KB03303A) affinity measurements are
performed for the IL-17 cytokines from man, marmoset, rhesus and cynomolgons monkey,
respectively. Experimantal details of the Biscare measurements are the same as described above
for MAB110-28 antibody. Two independent runs testing 6 IL-17 concentrations in each run are
performed. Concentrations for human IL-17 are 2, 4, B, 12, 16, 20 oM and 10, 20, 30, 40, 50, 60
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ﬁMfmnﬂoﬁaspedu.CmnplehduhmnlyﬁsﬁeMsleindiﬁMmmuﬂxunh qq
1L-17 species. The Kp as well as SEM is reparted.

Table 4. Summary: Kinetic constants for the 1:1 binding of rec human, marmoset,
rhesus and cynomolgous monkey IL-17 to NVP-AIN4S7 (KB03303A)

Species KD [M] SEM
Mean
Ron 1+2
Human 0.227 oM +/- 0.03 oM
Marmoset 12 M +-0.1 aM
Rhesus monkey 9 nM +/-1aM
Cynomolgous 6 oM +- 0.7 oM
monkey

A full set data of the BIAcore analysis for antibody KB03303A with ko, kor and Kp and the
respective IL-17 species are given below in tables 5 to 8.

TableS.  Kinetic constants for the 1:1 binding of rec human IL-17 to AIN4S7
(KB03303A)

Conc [eM] kon[1/Ms] koff{l/s] KD[M] Exp.IL-366/

IL-365
2 337BH05 643B05 191B-10 Run1
4 ' 259B+05  7.76B-05 2.99E-10
8 2.12EH05 521B05 2.46B-10
12 2.18EH05  7.38B-05 338E-10
16 2,02BH05 7.15B05 3.54E-10
20 1.92BH)5 8.04B-05 420B-10
2 S.50B+05 7.01E-05 127E-10 Run 2
3228+05 3.30B-05 1.02B-10
8 285B+05 4.73E-05 1.66E-10
12 2.86E+05 4.84B05 1.69BE-10

38



WO 2006013107 PCT/EP2005/008470

16 2.61E+05S 3.09E05 1.18BE-10

20 2.58E+05 4.90B05 1.90E-10

Mean 282EH8 582E-05 227E-10 =12
SEM 2.77E+04 491E-06 3.00B-11

Table 6. Kinetic constants for the 1:1 binding of rec jnarmoget IL-17 to AIN457
(KB03303A) .

Conc [nM] kon[1/Ms] koff[1/s] KD[M] Exp.1L-366/

1L-365
T0aM SE9ET04 796805 B95E10 Run 1
200M LIIBH5 8.69B-05 7.82B-10
300M 982E+04 1.15B04 117B09
40nM 992E+04 116804 1.17B09
50nM 981E+04 1.19B04 121E9
100M 8.83E+04 9.98B05 1.13E-09 Rmn 2
200M L10E+05 128B04 1.17B-09
30oM 970B+04 1.52E04 1.57B-09
40nM 9.66E+04 131E-04 1.3GE-09
50uM 9.52E+04 1.59E-04 1.67E-09
Mean 9.8IEH4 LIOE-04 121E-09 =10
SEM 236B+03  8.09B-06 0.1
Table 7. Kinetic constants for the 1:1 binding of rec rhesns monkey
. IL-17to AIN4ST (KB03303A)
Cono [M] koo [I/Ms] koff[1/s] KD [M] Exp.IL366/
IL 365
10 1708105 3.80E04 2.28E.09 Rmn1
20 673B104 494E04 7.34B09
30 586E+04 3.54B-04 6.04B09
40 327B+04 40SB04 124E-08
50 405E+04 455B04 1.12B-08
60 350B+04 4.60B-04 1.31E-08
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10 547TE+04 3.85B-04 7.04B-09 Run 2
20 4.62E+04 2,74B-04 5.93B-09
30 430E+04 3.51B04 8.16B-09
40 3.76B+04 3.66E-04 9.74B-09
50 3.60B+04 4.32B-04 1.20B-08
60 3.44E+H04 424B04 123E-08
Mean 547E+04 399E-04 8.96E-09 =12
SEM 1.0SE+04 1.72E05 9.70E-10
Table 8, Kinetic constants for the 1:1 binding of rec cynomolgoys monkey I1-17 to
AIN457 (KB03303A)
Conc [nM] kon[1/Ms] koff[l/s] ED[M] Exp.IL-366/
' IL-365
SnM 3278+05 3.60E04 1.10E-09 Run 1

10nM 1.79E+05  4.02B-04 2.24B-09

150M 1.03B+05 5.67E-04 5.50E-09

20nM 1.10B+05 523E-04 4.75B-09

25nM 923E+04 5.78E-04 6.26E-09

30nM 9.05E+04  7.14B-04 7.89E-09

5nM 7.18B+04  5.08E-04 7.08B-09 Run 2

10nM 9.70E+04 6.69B-04  6.90E-09

15nM 1.03E+05 7.66B-04 7.41E-09

20oM 1.02B+05  7.32B-04 7.17B-09

250M 1.02B+05 7.47B-04 7.34B-09

30nM 1.00BH05 834E-04 B.32E-09
Mean 123E+05 6.17E-04 6.00E-09 =10
SEM 1.99B+04 4.34B-05 6.52B-10

Subsequently inhibitory activity of purified AIN457 (Batch En/E-10333/53; 0.54 mg/mI) on
bnll-17 is evaluated. ICsp values are shown in Table 6. In these experiments, hnll -17R/Fc and a
mouse anti-hull.-17 MAD are included as pogitive controls and Simmlect as negative control.
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Table 9. Nentralization of hu-IL-17 by the human snti-hull-17 MAb AIN457 in 6’2—
comparison with IIL-17R/Fc, and a mouse anti-hnfl~17 MAb (R&D System).

AIN457 IL-17 R/Fo MAB 317
ICso+ SEM ICs0 SEM ICso + SEM
(@=3*) (=3) @=3)

Recombinant holl-17 2.071+£0.1160M 1.713+£0305nM 12226+ 2.050 oM
@ 1.87 nM (30 ng/mi)

In conclusion, AIN457 abrogates the IL-17-dependent secretion of hull-6 by Imman dermal
fibroblasts. The potency is comparable to that of hull-17R/Fc and superior to that of a
commercially available mouse anti-hall-17 MAb, It is interesting to note that a more complete
inhibition is observed with AIN457 than with IL-17R/Fc.

Example 3; Purity and partial amino acid sequences of heavy and light chain
Amino acid sequencing

Amino-terminal amino acid sequences of Vi and Vg regions: The first 48 amino-acid residnes of
the heavy and the Kight chain for two anti-IL-17A antibodies, clone 110-7 (see table 4) and 110-
28 (ges table 4), are deternrined by Edman degradation. The amino-acid sequence is identicel for
both clones. The GeneBank is searched by blast analysis and the most homologous DNA
‘sequence found is used to design the cloning primers.

Molecular cloning of the VL and VH regions: Total RNA is prepared from 2x10” hybridoma
cells (clone 110-7, clone 110-28) with the RNeasy Midi Kit according to the vendar's protocol
(Quiagen Hilden Germany). Total RNA. is cluted in 200u1 RNaso-freo water and stored at —80°C.
The first strand cDNA synthesis is carried out with M-MLYV reverse transcriptass (Promega,
Madison, WI), oligo-dT primer, PCR nucleotide mix (dNTPs) and RNAsin inhibitor (Roche,
Mannheim). Five pg of total RNA is mixed with 1 pl oligo-dT primer (0.5pg/ul), and RNase-
freo water is added to a final volume of 36 L The mixture is incubated at 70°C for 10 minutes
and then stored on ice. While on ice, the following reagents are added: 10ul 5x RT buffer, 2ul
dNTPs (10mM each), 2 ul RNasin and 1! M-MLV reverse transcriptase. The reaction is carried
out at 42°C for 1hour.
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The PCR reaction is assembled using 4yl of cDNA template, 2 of each primer at 10pM each
(soe below and Tables 10 and 11 for overview) 20u! of 2xQiamix (contaming Buffer, ANTP's,
TAQPolymerase) and 1l of Pwo DNA polymerase in a total volume of 40 pl. The PCR
conditions are set for 35 cycles of 94°C for 15 seconds, 55°C for 20 seconds and 72°C for 30
seconds. The PCR product is subclonsd into the pCR4-TOPO-Zero (Stragagene, La Jolla, Ca.)
cloning vector. Several clones are picked from each reaction and the mcleotide sequence
determined by Solvias AG (Basel), using the primers MV432 (SEQ ID NO: 21), MV433 (SEQ
ID NO: 22), MV434 (SEQ ID NO: 23), MV435 (SEQ ID NO: 14), and standard primers in the
vector DNA. '

The cDNA encoding the heavy chain is amplified using the primer pairs MV416 (SEQ ID NO:
15)/#265 (SEQ ID NO: 16} and MV418 (SEQ ID NO: 17) /#265 (SEQ ID NO: 16). The primers
cover the nucleotide sequences carresponding to the following amino acid positions of the heavy
chain: MV416 position -19/-13 (signal peptide); MV418 position +1/+7; #265 position
+253/+259. Position +1 is the first amino acid of the mature protein.

The cDNA encoding the light chain is amplified using the peimer pairs MV417 (SEQ ID NO:
18)A#223 (SEQ ID NO: 19) and MV419 (SEQ ID NO: 20)4#223 (SEQ ID NO: 19). The primers
cover the nucleotide sequences corresponding to the following amino-acid positions of the light
chain: MV417 position -20/-14 (signal peptide); MV419 position +1/+7; #223 position
+210/+215. This approach permitted to meke two independent PCR amplifications for each
immunoglobulin chain, resulting in two independently established DNA sequences.

Resulis and Discussion

The cloned PCR products coding for the heavy and light chain from two hybridomas (110-7 and
110-28, see Table 4 above) are characterized by DNA sequencing. Five and six independent
sequences are used to assemble the light and heavy chein sequences, The light chain cDNAs are
all identical and covere the entire coding sequence (amino acid position —20 to +215). The heavy
chain cDNAs had 2 different mismaiches in one cDNA each. These are excluded from the finsl
sequence, which extends from the initiation codon to the end of the hinge region after the
constent domein 1 (amino ecid position ~19 to +238). The sequences for both hybridomas are
identical. The cDNA obtained from hybridoma 110-28 is selected and used for all further
expreasion work. SEQ ID NO: 7 (¢cDNA of heavy chain of AIN457), SEQ ID NO: 8 (emino acid
sequence of heavy chain of AIN457), SEQ ID NO: 9 (cDNA of light chain of AIN457) and SEQ
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ID NO: 10 (amino acid sequence of AIN457) show the DNA sequence coding for the light and
heavy chain of AIN457, along with the protein sequence and the position of the primers used for
PCR smplification and DNA sequencing. The DNA sequences have been registered in PlasNova,
acoession rumber NPLO03689 for the heavy chain, and accession number NFL003690 for the
light chain.

The smino acid sequence found by cDNA cloning is identical to that previously obtained by
Edmsn degradation of the purified immunoglobulin heavy and light chains, indicating that the
correct cDNA hag been cloned.

Table 10: Nucleotide and amino-acid sequence of the light chaln
The amino-acid sequence coding for the variable domain is bold and underlined. The
oligonucleotide primers used for cloning are indicated (underlined).
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Table 11: Nucleotide and amino-acid sequencs of the heavy chain

The amino-acid sequence coding for the variable domain is bold and underlined. The

oligonucleotide primers used for cloning and sequencing are indicated.
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Example 4: Three-dimensional structure of the Fab fragment of the antl human I1-17A
monoclonal antibody AINAS7

In order to determine the conformation of the Complementerity-Determining Regions (CDR s)
and the structure of the antigen-binding gite of AIN457, the Fab fragment is generated,
crystallized and its X-ray structure is determined by protein crystallography.

Method: The Fab fragment of NVP-AIN457 is produced by papain cleevage from the whole
antibody and purified by protein A chromatography followed by size-exclusion chromatography.
The purified material is then concentrated by ultrafiltration to 20mg/ml in 10mM Tris-HCl pH
7.4, 25mM NaCl, 5SmM TCEP. Crystals are grown by the techniqus of vapor diffosion in hanging
drops at 19°C, from 2.0M ammonium sulfite, 5% PEG 400, 0.IM Na MES pH 6.5. They are in
space group P2,2,2; with unit cell dimansions &=90.34, b=106.7A, c=131.4A and 2 Fab
moleculos per asymmetric unit. Prior to X-ray data collection, a single crystal of AIN457 Fab is
croes-tinked with ghutaraldehyde using the method of Lusty (J. Appl. Cryst. (1999) 32, 106-112)
and then tranaferred to & solution conteining 2.0M Li,SO4, 2% PEG 400, and 0.1M Na MES pH
6.5. The crystal is subsequently mounted in a cryo-loop and flash-frozen for data collection at
95K. 180 diffraction images corresponding to 1.0deg oscillation each are recorded. The
diffraction data are processed with the HKL program suite. The structure is determined to 2.5A
resolntion by molesular replacement. The structure is then refined by torsion angle dynamics and

Results: Two AIN457 Fab molecules are present in the asymmetric unit of the crystal, with the
H-CDR3 loop of both Fab molecules involved in protein-protein contacts to the H-CDR3 loop of
symmetry-related Faba. The two Fab molecules show different elbow engles but have otherwise
essentially identical CDR loop conformations (see Table 12 for amino acid sequence of the CDR
loops). The H-CDR1 loop adopts the expected H1:1 canonical structure, while the conformation
of the H-CDR2 loop matches that of cananical structure H2:3A. The H-CDR3 loop of the
AIN457 antibody is exceptionally long, comprising 18 residues between Kabat positions 94 (Arg
H98) and 101 (Asp H115). It shows the typical bulged torso structure stabilized by a salt bridge
between the Arg side-chain in position 94 (Arg H98) and the Asp carboxylate group in position
H101 (Asp H115), and by an H-bonded interaction between the side-chain of Trp H117 and the
mnin-chnincarbonylgmupof?heﬂll4.1hehndofﬂmﬂ-cr_m3 loop has the structare of a
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long, twisted beta-hairpin with a second beta-bulge at its base and a type I beta-turn, at its apeot.
A striking feature of the AIN457 H-CDR3 loop is its very high content in aromatic residues: 6
tyrosines, 2 tryptophanes, 1 phemylalenine. Since all other CDR loops contribute 1 mare tyrosine
each, the antigen-combining site of AIN457 possesses 11 tyrosines in total. The conformations of
the L-CDR1 and L-CDR2 loops comrespond to canonical structures L1:6 and L.2:1, regpectively.
In contrast to H-CDR3, the L-CDR3 loop is short (6 residnes) and shows the commonly obsarved
canonical structure L3:1, with a cis-proline at its tip (Pro L96), a glutamine at Kshat position 90
(Gln 191) and a threonine et Kabat position 97 (Thr 1.98). Howover, a very unusual feature of the
AIN457 L-CDR3 loop is the presence of & cysteins residns after the cis-proline (Cys L97). The
side-chain of Cys 197 is at the bottom of a shallow depression located at the Vi -Vy interface and
lined by residuos Trp H112, Trp H47 and Tyr L92. '

Table 12:

Light-chaln
L-CORf Kabat definfion R-A-8-O-8-V-8-8-8-Y-LA
Chothia/ X-ray definftion R-A-8-Q-8-V-8-8-8-Y-L-A
L-CDR2 Kabat definftion G-ASSRAT
Chothie/ X-ray definttion O-ABSRAT
L-CDR3 Kabet definition QQY-GSSPLT
Chothia/ X-ray definttion Q-Q-Y-G-8-8-P-CT
Heavy-chain
H-COR{ Kabat definftion N-Y-W-M-N
Chothia/ X-ray definition OF-T-FBN-Y-W-MN
o H-CDR2 Kabat defintion A-LN-O-D-G-8-E-K-Y-Y-V-G-8VK-Q
| Chothia/ X-ray definition A-N-Q-D-G-8-E-K-Y-Y
H-CDR3 Kabat definftion | D-Y-Y-D-HL-T-D-Y-YHH-Y-W-
Y-F-DL
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Chothia/ X-ray definition CVRD-YY-DH-L-T-D-Y-Y-d-H-Y-W-
YF+OL-WG

Table 1 : Amino acid sequences of the hypervarisble regions of the AIN457 monoclonal
antibodies, based on the Kabat definition and as determined by the X-ray analysis, uaing the
approach of Chothia end coworkers. Amino acid highlighted in bold are part of the CDR loops,
while those shown in plain style are part of the antibody framework.
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CLAIMS

1. An IL-17 binding molecule which is capable of inhibiting the activity of 1 nM honan IL-
17 ot a concentration of less than 5 nM by 50%, said inhibijtory activity is measured on
IL-6 production indnced by hu-IL-17 in humsn dermal fibroblasts.

2 An IL-17 binding molecule comprising both heavy (Vg) and light chain (V) variable
domains; said IL-17 binding molecule comprises &t least one antigen binding site

8) an immmunoglobulin heavy chain varisble domain (Vi) which comprises in sequence
hypervarisble regions CDR1, CDR2 end CDR3, ssid CDR1 having the amino
acid sequence SEQ ID NO:1, said CDR2 having the amino acid sequence SEQ ID
NO22, and said CDR3 having the amino acid sequance SEQ ID NO:3 or direct
CDR equivelents thereof; and ]

b) an immmogiobulin light chain variable domain (V1) which comprises in
sequenoce hyperveriable regions CDR1', CDR2’ and CDR3’, ssid CDR1’ having
the amino acid sequence SEQ ID NO:4, seid CDR2’ having the amino acid
sequence SEQ ID NO:5, and said CDR3" having the amino acid sequence SEQ ID
NO:6 or direct CDR' equivalents thereof.

3 An I1.-17 binding molecnle comprising both heavy (V) and light chein (Vi) variable
domsins; said IL-17 binding molecule comprises at least one antigen binding site

&) an immunogiobulin heavy chain variable domain (V) which comprises in sequence
hypervarisble regions CDR1-x, CDR2-x and CDR3-x, said CDR1-x having the
amino acid sequence SEQ ID NO:11, said CDR2-x having the amino acid
sequence SEQ ID NO:12, and said CDR3-x having the amino acid sequence SEQ
ID NO:13 or direct CDR-x equivalenis thereof; and

c} an immunoglobulin light chain variable domain (V1) which comprises in
sequence hypervariable regions CDR1', CDR2’ and CDR3’, said CDR1’ having
the amino acid sequence SEQ ID NO:4, seid CDR2’ having the amino acid
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10.

11.

sequence SEQ ID NO:5, and said CDR3’ having the amino acid sequence SEQ ID
NO:6 or direct CDR’ equivalents thereof.

. The IL-17 binding molecule according to claim 1, 2 or 3 which is a Iuman antibody.

An IL.-17 binding molecule which comprises at loast one entigen binding site comprising
cither a first domain having an amino acid sequence substentially homologous to that
shown in SEQ ID NO: 8 starting with amino acid at position 1 and ending with amino
acid at position 127 or a first domain as described above and a second domain having sn
amino acid sequence substantially homologous to that shown in SEQ ID NO: 10, starting
with amino acid at position 1 and ending with emino acid at position 109.

A DNA construct encoding an IL-17 binding molecule according to any of claims 1 to 5.

A DNA construct comprising @ DNA molecule which is substantialty homologous to
either SEQ ID NO: 7 or & direct DNAy; equivalent thereof ;or
SEQ ID NO: 9 or a direct DNA; equivalent thereof.

A DNA construct comprising 2 DNA molecules of which one is substantially
homologous to SEQ ID NO: 7 or a direct DNAy equivalent thereof and the other
substantially homologous to SEQ ID NO: 9 or a direct DNA, equivalent thereof,

An expression vector able to replicate in a prokaryotic or eukaryotic cell line which
comprises at least one DNA construct according to claims 6, 7 or 8. '

A process for the product of en IL-17 binding molecule which comprises (i) culturing an
organiem which is tranaformed with en expression vector according to claim 9 and (ji)
recovering the IL-17 binding molecule from the culture.

The use of an IL-17 binding molecule according to claims 1 to 5, for the manufacture of &
medicament.
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12.  The use of an IL-17 binding molecule according to claims 1 to 5, for the manufacture of a é'q
medicament for the treatment of an IL-17 mediated disease or disorder,

13.  The use of an IL-17 binding molecule according to claims 1 to 5, for the treatment of
dhritis, 1 eoid arhritis ot is and other infl : ehritides.
14. A method for the treatment of an IL-17 mediated disease or disorders in a patient in need
thereof, which comprises administering to the patient an effsctive emount of an IL-17
binding molecule according to claims 1 to 5.

15. A phermaceutical composition comprising an antibody to IL-17 according to claims 1 to
5, in combination with a pharmeceutically acceptable excipient, diluent or carrier.
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Figure 1. X-ray structure of AIN457 Fab

Close-up view of the varisble domains of the AIN457 Fzb (CO trace) with complementarity-
determining regions highlightsd. All tyrosine side-chains contributed by the CDR loops are
shown, to illustrate the fact that the antigen-combining site of AIN457 is exceptionnally rich in
tyrosine residnes. The side-chein of Cys 197, at the V-Vy interfuce, is also shown (arrow).
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H-CDR3 loop

Figure 2. X-ray structure of AIN457 Fab, overall view

Van der Waals surface representation of AIN457 Fal. The light and heavy chain are coloured
light end dark grey, respectively. CDR loops are highlighted in different colours. Note the
presence of the very loop H-CDR3 loop protruding out of the antigen-combining eite of the
antibody.
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BEQUENCE LISTING
<110> Novartis ARG
<120> Organic Compound
<130> 4-333953P1
<160> 23
<170> PatentIn version 3.2
<210> 1
<211i> §
<213> PRT
<213> artificial
<220>

<223> CDR1 region of AIN4AS7

<220>

<221> DOMAIN

<222> (1)..(5)

2223> CDR1 = hypervariable region 1 of heavy chain of AINAS?

<400> 1

Asn Tyr Trp Met Asn
1 5
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<210> 2 '69

<21l> 17
<212> PRT
<213> artificial

<220>

<223> CDR2 of AIN4S57

<220>

<221> DOMAIN

<222> (1)..(17)

<223> C(DR2 = hypervariable region 2 of heavy chain of AIN4S57

<400> 2
Ala Ile Asn Gln Asp Gly Ser Glu Lys Tyr Tyr Val Gly Ser Val Lys

1 5 10 15

Gly

<210> 5

<211> 18

<212> PRT

<213> artificisml

<220>
<223> CDR3 of ATN457

<220>
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<221> DOMAIN @1

<222> (1)..(18)
<2323> CDR3 = hypervariable region 3 of heavy chain of AIN457

<400> 3

Asp Tyr Tyr Asp Ile Leu Thr Asp Tyr Tyr Ile His Tyr Trp Tyr Phe
1 5 10 15

Asp Leu

<210> 4

<211> 12

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<233> CDR1l' of AIN4S?

<2320>

<221> DOMAIN

<2322> (1)..(12)

<223> CDR1' « hypervariable region 1 of light chain of AIN457

<400> 4

Arg Ala Ber Gln SBer Val Ber Ber Ser Tyr Leu Ala
1 5 10
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<210>
<21ll>
<2l12>
<213>

<220>
<123>

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

<400>

5

7

PRT
artificial

CDR2' of AIN4S7

DOMAIN
(1)..(7)

PCT/EP2005/008470

CDR2' = hypervariable region 2 of light chain AIN457

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr

1

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

<220>
<223>

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

5
6
9
PRT
artificial

CDR3' of AIN457

DOMATN
(1)..(9)

CDR3' = hypervariable region 3 of light chain AIN457

417
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<400> 6

Gln Glr Tyr Gly Ser Her Pro Cys Thr
1 5

<210> 7

<211l> 381

<212> DRA

<213g Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(381)

<223> DHA of heavy chain domain of AIN457

<400> 7

gag gtg cag ttg gtg gag tct ggg gga ggc ttg gto
48

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val
1 5 10

tcc ctg aga coto toe tgt geca gee tct gga ttao ace

96

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr
20 a5

tgg atg aasc tgg gto oga cag got oca ggg aaa ggg

144

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Qdly
35 40

sn7

PCT/EP2005/008470

cag cct

Gln Pro

ttt agt

Phe Ser
30

ctg gag

Leu Glu
45

Gly Gly
15

aaga tat

Asn Tyr

tgg otg

Trp Val

#)
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goc goc ata aac

192

Ala Ala Ile Asn
50

aag gge cga ttao
240
Lys Gly Arg Phe
65

otg caa atg aac
288
Leu Gln Met Asn

gtg agg gac tat
336

Vel Arg Asp Tyr
100

tac tta gat cte

sl

Tyr Phe Asp Leu
115

<210> 8

<dll> 127
<212> PRT
<313>

<400> 8

caa gat

Gln Asp

ago ata

Thr Ile
70

ago otg

agt gag aaa tac

dly Ser Glu Lys Tyr

tae

Bex

aga

aga gac aac gcc

Arg Asp Asn Ala
75

gta gag gac acg

Ber Leu Arg Val Glu Asp Thr

tac gat

Tyxr Asp

tgg ggc

att

Ile

egt

ttg aoc gat tat

Leu Thr Asp Tyr
105

ggc aca ctg gtc

Trp Gly Arg Gly Thr Leu Val

Homo saplans

120

tat

Iyx
60

Lys

got

Ala

tac

TyT

act

PCT/EP2005/008470

N\

gtg ggc toct gtg aL

Val

gty

Val

atc

Ile

gte

Val
145

Gly Ser Vval

tca ctg tat

S8er Leu Tyr
80

tat tac tgt

Tyr Tyxr Cys
95

cac tat tgg

His Tyr Trp
110

toca toa

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

17
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Ber Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Pha Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Ala Ile Asn Gln Asp Gly Ser Glu Lys Tyr Tyr Val Gly Ser Val
50 55 60

Lys-Gly Arg Fhe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

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

Val Arg Asp Tyr Tyr Asp Ile leu Thr Asp Tyr Tyr Ile His Tyr Trp
100 105 110

Tyr Pha Asp Leu Txp Gly Arg Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ber
115 120 - : 125

<210> 9
<211> 327
<212>. DMA

mi
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<213> Homo sapiens

<220>
<231>
<222>
<223>

<400> 9

gaa att gtg ttg
48

@Glu Ile
1

VYal Lesu

gaa aga gcc aca

96

Glu Arxrg Ala Thr
20

tac tta

144

gee tgg

Leu Ala Trp
35

atc tat

1s2

Tle

ggt gea

Tyr
50

Gly Ala

agt ggg tect
240
Gly

Ber Gly S8Ser

(1) ..(327)
DMA of wvaribale part of light chain of AIN457

ata

Leu

tac

tee

Hex

Aly

cag tat cca

Gln Sexr Pro Gly

toe tﬁe agg gea

Cys Arg
a5

cag cag asa cct

@ln @Gln Lys Pro

40

agg geo act

Azg Ala
55

Bex

aca gac ttc

Thr Asp Phe
70 .

10

agt

Ber

Gly

ctec

Leu

ctyg

Leu

cag

Gln

cag

Gln

ate

Ile

75

tet

Bar

agt

got

Ala

ata

Ile

PCT/EP2005/008470

ttg tct cca gogg

Leu Ber Pro Gly
15

gtt ago agc age

Val Ser SBSer fHer
30

cac agg cte cta

Pro Arg Leu Leu
45

gac agy ttc agt

Asp Arg Phe Ser

agc aga ctg gag

Ber Arg Leu Glu
80
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cat gaa gat ttt gea gtg tat tac tgt

288

Pro Glu Agp Pha Ala Val Tyr Tyr Cys
85

tge acc ttec ggo caa ggg aca cga otg

3a7

Cys Thr Phs Gly Gln Gly Thr Arg Leu
100 105

10
109

<210>
<211>
<212>
<213> Homo saplens

<400> 10
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly
1 5

Glu Azg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala
20 a5

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
3s 40

Ile Tyr Gly Ala Ber Ser Arg Ala Thr
50 55

‘M7

PCT/EP2005/008470

cag cag tat ggt aga tca cog % |

Gln Gln Tyr Gly 8er Ser Pro
90 95

gag att aaa coga

Glu Ile Lys Arg

Thr Leu Ser Lsu Ser Pro Gly
10 15

SBer Gln Her Val Ser Besr Ber
30

Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
45

Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
60
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Gly Ser Gly Ber ély Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 70 75 80

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ber Pro
85 50 95

Cys Thr Phe Gly Gln Gly Thr.Arg Leu Glu Ils Lys Arg
100 108

<210> 11
<211> 10

<3l2> PRT

<213> artificial

<220>

<223> CDRl-x of AIN457

<220>

<321> DOMAIN

<222> (1)..(10)

<223> CDR1l-x = hypervariable domain x of heavy chain of AIN457

<400> 11

Gly Phe Thr Pha Ser Asn Tyr Trp Met Asn
1 '5 10
<3210> 12

<211> 11

1017
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<212> PRT
<213> artificial

<230>
<223> CDR2-x of AINA457

<220>

<221> domain

<222> (1)..(11)

<223> CDR2-x = hypervariable domain of heavy chaln x of AIN457

<400> 12

Ala Ile Asn Gln Asp Gly Ber Glu Lys Tyr Tyr
1l 5 10

<210> 13

<211> 23

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<3223> CDR3-x of ATIN457

<220>

<221> domain

<222> (1)..(23)

<223> CDR3-x = hypervariable domain x of heavy chain AINA57

<4005 13

11/17
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>\
Cys Val Arg Asp Tyr Tyr Asp Ile Leu Thr Asp Tyr Tyr Ile His Tyr
1 5 10 15 ;Pﬁb

Trp Tyr Phs Asp Leu Trp Qly
20

<210> 14

<21l1l> 20

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> Primer for cloning of heavy chain of AIN457

<220>

<221> primer bind
<222> (1)..(20)
<223> MNV432

<400> 14
gactattacg atattttgac
20

<210> 15

<211> 20

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> primer for cloning haavy chain of AIN457

12/17
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<230>

<221> primer bind
<222> (1)..(20)
<223> MNV433

<4005> 15
gectcoacca agggeccate
20

<210> 16

<21l> 20

<212> DHNA

<213> artificial

<220>
<223> primer for cloning hesavy chain of ATN457

<220>

<221> priner bind
<222> (1)..(20)
<223> MV434

<400> 16
tggttacogg gtagccagaa
20

<210> 17
<211> 20
<212> DMA

1317
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<213>

<220>
<233>

<320>
<221>
<222>
<223>

<4005

artificial

PCT/EP2005/008470

primer for cloning of heavy chain of AINAS7

primer bind
(1) ..(20)
MV435

17

ccacctgtte tetcaactceg

<210>
<21ll>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>»
<221>
<232>
<223>

<400>

18

24

DMA
artificial

PCR of AINA57 heavy chain

primer bind
(1)..(24)
MV4l6

18

agcatggaat tggggcetgag ctgg

24

1417
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

.<220>
<231>
<222>
<223>

<400>

gagtgtgtac gggtggeacg ggtatt

<210>
<21l1>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<3221>
<222>
<223>

19

26

DHA
artificial

PCR of AIN457 heavy chain

primer bind
(1) ..(26)
%265

19

20

21

DMA
artificial

PCR of AINAS7 heavy chain

primer bind
(1)..(21)
NV4ls

PCT/EP2005/008470
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<400>

gaggtgoagt tggtggagte t

21

<210>
<211>
<212>
<213»

<220>
<223>

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

<400>

accatggaaa coccagcgga gectt

a4

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

<220>
<223 >

<220>

a1
a4

artificial

PCR of AIN457 light chain

primer bind
(1) ..(24)
MV4l7

al

a2

a1

DNA
artificial

PCR of AIN457 light chain

1617

PCT/EP2005/008470
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<221> primer bind
<222> (1)..(23)
<223> $#223

<400> 22
gaagttgtoc catctcacaa ta
22

<210> 23

<211> 21

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> PCR of AIN457 light chain

<220>

<221> primer bind
<222> (1)..(21)
<223> MV4l9

<400> 23

gaaattgtgt tgacgcagte t
21

17117
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ANTICUERPOS ANTAGONISTAS DE I1L-17

Descripclén de la Invenclén

Esta invencidén se refiere a una molécula de enlace de IL-
17, en particular un anticuerpo para IL-17 humana, mas
preferiblemente un anticuerpo humano para IL-17 humana
(también denominada IL-17A), y al uso de estos anticuerpos en el
tratamiento de enfermedades y trastornos mediados por IL-17.

La IL-17, una citoquina derivada de células-T presente, por
ejemplo, en artritis reumatoide (RA), actia como una citoquina
pro-inflamatoria, en particular en conjunto con IL-1 y TNF-a
(Chabaud M. y Miossec P (1999) Arthritis Rheum. 42, 963-870,
Awane M. y colaboradores (1999) J. Immunol 162, 5§337-5344). La
IL-17 induce la produccién de MMP, y disminuye Ila TIMP
(Jovanovic DV. y colaboradores {2001) J. Rheumatol. 28, 712-
718), y el bloqueo de IL-1 e IL-17 tlene un efecto sinérgico sobre
la inflamacién y la destruccién del hueso in vivo (Chabaud M. y
Miossec (2001) Arthritis Rheum. 44, 1293-1303). La produccién
inapropiada o excesiva de 1L-17 esta asociada con la patologia de
diferentes enfermedades y trastornos, tales como artritis
reumatoide (Witowski y colaboradores, 2004 Cell Mol. Life Sci.
61:567-579), osteoartritis, aflojamiento de los implantes é6seos,
rechazo de trasplante agudo (Antonysamy y colaboradores, 1888,
J. Immunol 162, 577-584; van Kooten y colaboradores, 1908, J.
Am. Soc. Nephrol 9, 1526-1534), septicemia, choque séptico o
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endotdxico, alergias, asma (Molet y colaboradores, 2001, J.
Allergy Clin. Immunol. 108, 430-438), peérdida o6sea, psoriasis
(Teunissen y colaboradores, 1998, J. Invest. Dermatol. 111, 845-
649), isquemia, esclerosis sistémica (Kurasawa y colaboradores,
2000, Arthritis Rheum. 43, 2455-2463), embolia, y otros
trastornos inflamatorios. Se han propuesto los anticuerpos para
IL-17 con el fin de utilizarse en el tratamiento de enfermedades y
trastornos mediados por IL-17; ver, por ejemplo, la Publicacién
Internacional Numero WO 95/18828, y la discusién en su
introduccion.

Ahora hemos preparado anticuerpos mejorados para la IL-
17 humana, adecuados para utilizarse en el tratamiento de
enfermedades y trastornos mediados por IL-17.

De conformidad con lo anterior, la invencién proporciona
una molécula de enlace de IL-17, la cual comprende un sitio de
enlace de antigeno que comprende cuando menos un dominio
variable de cadena pesada de inmunoglobulina (Vu), que
comprende, en secuencia, las regiones hipervariables CDR1,
CDR2, y CDR3, teniendo la CDR1 la secuencia de aminoécidos
SEQ ID NO:1 (N-Y-W-M-N), teniendo la CDR2 la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO:2 (A-1-N-Q-D-G-S-E-K-Y-Y-V-G-S8-V-K-G),
y teniendo la CDR3 la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:3 (D-
Y-Y-D-1-L-T-D-Y-Y-I-H-Y-W-Y-F-D-L); o sus equivalentes de CDR
directos.

De acuerdo con lo anterior, la invencién también

55
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proporciona una molécula de enlace de IL-17, la cual comprende
cuando menos un dominio variable de cadena ligera de
inmunoglobulina (V_.), que comprende, en secuencia, las
secuenclias hipervariables CDR1', CDR2', y CDR3', teniendo la
CDR1' la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:4 (R-A-S-Q-
§-V-8§-8-8-Y-L-A), teniendo la CDR2' |la secuencia de aminoécidos
de la SEQ ID NO:5 (G-A-§-S-R-A-T), y teniendo la CDR3' la
secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:6 (Q-Q-Y-G-5-§-P-P-
C-T), o sus equivalentes de CDR' directos.

En otra modalidad de la invencidén, 1la invencidn
proporciona una molécula de enlace de IL-17, la cual comprende
un sitio de enlace de antigeno que comprende cuando menos un
dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina (Vy), que
comprende, en secuencia, las regiones hipervariables CDR1-x,
CDR2-x, y CDR3-x, teniendo l|la CDR1-x |a secuencia de
aminodcidos de Ila SEQ ID NO:11 (G-F-T-F-S-N-Y-W-M-N),
teniendo la CDR2-x |la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID
NO:12 (A-I-N-Q-D-G-S-E-K-Y-Y), y teniendo Ila CDR3-x |la
secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:13 (C-V-R-D-Y-Y-D-I-
L-T-D-Y-Y-I1-H-Y-W-Y-F-D-L-W-G); o sus equivalentes de CDR-x
directos.

Ademds, la invencién también proporciona una molécula de
enlace de IL-17, la cual comprende ambos dominios variables de
cadena pesada (Vy) y de cadena ligera (V.); la molécula de

enlace de IL-17 comprende cuando menos un sitio de enlace de

R
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antigeno que comprende:

a) un dominio variable de cadena pesada de
inmunoglobulina (Vy4), el cual comprende, en secuencia, las
regiones hipervariables CDR1, CDR2, y CDR3, teniendo la CDR1
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:1, teniendo Ia
CDR2 la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO:2, y teniendo
la CDR3 la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:3, o sus
equivalentes de CDR directos; y

b) un dominio variable de cadena ligera de
inmunoglobulina (V.), el cual comprende, en secuencia, las
regiones hipervariables CDR1', CDR2', y CDR3', teniendo Ila
CDR1' la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:4, teniendo
la CDR2' |la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:5, y
teniendo la CDR3' la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID
NO:8, o sus equivalentes de CDR’ directos.

Més aln, la invencién también proporciona una molécula de
enlace de IL-17 que comprende ambos dominios variables de
cadena pesada (Vy) y de cadena ligera (V.); la molécula de
enlace de IL-17 comprende cuando menos un sitio de enlace de
antigeno que comprende:

a) un dominio variable de <cadena pesada de
inmunoglobulina (Vy), el cual comprende, en secuencia, las
regiones hipervariables CDR1-x, CDR2-x, y CDR3-x, teniendo la
CDR1-x |la secuencia de aminoadcidos de la SEQ ID NO:11,

teniendo la CDR2-x la secuencia de aminodécidos de la SEQ ID

%
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NO:12, y teniendo la CDR3-x la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO:13, o sus equivalentes de CDR-x directos; y

b) wun dominio variable de cadena ligera de
inmunoglobulina (V.), el cual comprende, en secuencia, las
regiones hipervariables CDR1’', CDR2', y CDR3', teniendo la
CDR1' la secuencia de aminoédcidos de la SEQ 1D NO:4, teniendo
la CDR2' la secuencia de aminocédcidos de la SEQ ID NO:5, y
teniendo ia CDR3' la secuencia de aminoacidos de la SEQ 1D
NO:6, o sus equivalentes de CDR' directos.

A menos que se indique de otra manera, cualquier cadena
de polipéptido se describe en la presente por tener una secuencia
de aminoacidos empezando en la extremidad N-terminal, y
finalizando en la extremidad C-terminal. Cuando el sitio de enlace
antlgeno comprende ambos dominios V4 y V., éstos se pueden
localizar sobre 1la misma molécula de polipéptido, o de
preferencia, cada dominio puede estar sobre una cadena
diferente, siendo el dominio V4 parte de una cadena pesada de
inmunoglobulina o fragmento de la misma, y siendo el V| parte de
una cadena ligera de inmunoglobulina o fragmento de la misma.

"Molécula de enlace de IL-17" significa cualquier molécula
capaz de enlazarse al antigeno IL-17, ya sea solo o.asociado con
otras moléculas. La reaccién de enlace se puede demosirar
mediante métodos convencionales (ensayos cualitativos)
incluyendo, por ejemplo, un ensayo de enlace, un ensayo de

competencia, o un bioensayo, para determinar la inhibicién del
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enlace de IL-17 con su receptor, o cualquier clase de ensayos de
enlace, con referencia a una prueba de control negativo en donde
se utilice un anticuerpo de una especificidad no relacionada pero
del mismo isotipo, por ejemplio un anticuerpo anti-CD25 (ver
también el Ejemplo 1).

Los ejemplos de las moléculas de enlace de antigeno
incluyen los anticuerpos producidos por células-B o hibridomas, y

los anticuerpos quiméricos, injertades con CDR, o humanos,

o

cualquier fragmentoc de Ilos mismos, por ejemplo F(ab'); y
fragmentos Fab, asl como los anticuerpos de una sola cadena o
de un solo dominio.

Un anticuerpo de una sola cadena consiste en los dominios
variables de las cadenas pesada y llgera de un anticuerpo
covalentemente enlazado por un enlazador peptidico que consiste
usualmente en 10 a 30 aminodcidos, de preferencia de 15 a 25
aminoécidos. Por consiguiente, esta estructura no incluye la parte
constante de las cadenas pesada y ligera, y se cree que el
separador de péptidos pequefio debe ser, menos antigénico que
una parte constante entera. "Anticuerpo quimérico” significa un
anticuerpo en donde las regiones constantes de |las cadenas
pesada o ligera, o ambas, son de origen humano, mientras que
los dominios variables de ambas cadenas pesada y ligera son de
origen no humano (por ejemplo, de murino), o son de origen
humano pero derivadas a partir de un anticuerpo humano

diferente. "Anticuerpo injertado con CDR" significa un anticuerpo
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en donde las regiones hipervariables (CDRs) se derivan a partir
de un anticuerpo donador, tal como un anticuerpo no humano (por
ejemplo, de murino), o de un anticuerpo humano diferente,
mientras que todas o sustancialmente todas las otras partes de la
inmunoglobulina, por ejemplo las regiones constantes y las partes
altamente conservadas de los dominios variables, es decir, las
regiones de estructura, se derivan a partir de un anticuerpo
aceptor, por ejemplo un anticuerpo de origen humano. Sin
embargo, un anticuerpo injertado con CDR puede contener unos
cuantos aminoédcidos de |la secuencia donadora en las regiones de
estructura, por ejemplo en l|las partes de las regiones de
estructura adyacentes a las regiones hipervariables. "Anticuerpo
humano” significa un anticuerpo en donde las regiones constantes
y variables de ambas cadenas pesada y ligera son todas de
origen humano, o sustancialmente idénticas a las secuencias de
origen humano, no necesariamente a partir del mismo anticuerpo,
e incluyen los anticuerpos producidos por ratones, en donde los
genes de las partes variables y constantes de inmunoglobulina de
murino han sido reemplazados por sus contrapartes humanas, por
ejemplo como se describe en términos generales en las Patentes
Nameros 0546073 B1, USP 5545806, USP 5569825, USP 5625126,
USP 5633425, USP 5661018, USP 5770429, EP 0 438474 B1, y EP
0 463151 B1.

Las moléculas de enlace de IL-17 particularmente

preferidas de la invencién son anticuerpos humanos, en especial

3
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el anticuerpo AIN457 como se describe posteriormente en |[a
presente, en los Ejemplos 1 y 2.

Por consigulente, en loa anticuerpos quiméricos preferidos,
los dominios variables de ambas cadpnas pesada y ligera son de
origen humano, por ejemplo aquélias del anticuerpo AIN457, que
se muestiran en la SEQ ID NO:10 (= dominio variable de cadena
ligera, es decir, aminoécidos 1-109 de la SEQ ID NO:10), y en la
SEQ ID NO:8 (= dominio variable de cadena pesada, es decir,
aminodcidos 1 a 27 de la SEQ ID NO:8). Los dominios de Ia
regidn constante de preferencia también comprenden dominios de
region constante humana adecuados, por ejemplo como se
describen en "Sequences of Proteins of Immunological interest”,
Kabat E.A. y colaboradores, Departamento de Salud y Servicios
Humanos de los Estados Unidos, Servicio de Salud Publica,
Instituto Nacional de Salud.

Las regiones hipervariables pueden estar asociadas con
cualquier clase de regiones de estructura, aunque de preferencia
son de origen humano. Las regiones de estructura adecuadas se
describen en Kabat E.A. y colaboradores, /b/d. La estructufa de
cadena pesada preferida es una estructura de cadena pesada
humana, por ejemplo aquélla del anticuerpo AIN457. Consiste en
la secuencia, por ejemplo, de las regiones FR1 (aminoécidos 1 a
30 de la SEQ ID NO:8), FR2 (aminodcidos 36 a 49 de la SEQ ID
NO:8), FR (aminoécidos 87 a 88 de la SEQ ID NO:8), y FR4
(aminoacidos 117 a 127 de la SEQ ID NO:8). Tomando en
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consideracién de las regiones hipervariables determinadas de
AIN457 mediante analisis de rayos-X, otra estructura de cadena
pesada preferida consiste en la secuencia de las regiones FR1-x
(aminodcidos 1 a 25 de la SEQ ID NO:8), FR2-x (aminoacidos 36
a 49 de la SEQ ID NO:8), FR3-x (aminoacidos 65 a 95 de la SEQ
ID NO:8), y FR4 (amlnoacidos 119 a 127 de la SEQ ID NO:8). De
una manera similar, la estructura de cadena ligera consiste, en
secuencia, en las regiones FR1' (aminoacidos 1 a 23 de la SEQ
ID NO:10), FR2' (aminodcidos 36 a 50 de la SEQ ID NO:10), FR3'
(aminodcidos 58 a 89 de la SEQ ID NO:10), y FR4' (aminoacidos
89 a 109 de la SEQ ID NO:10).

De conformidad con lo anterior, la invencién también
proporciona una molécula de enlace de IL-17, la cual comprende
cuando menos un sitio de enlace de antigeno que comprende ya
sea un primer dominio que tiene una secuencia de aminoécidos
sustancialmente Iidéntica a la mostrada a la SEQ ID NO:8,
empezando con el aminodcido en |la posiciéon 1, y finalizando con
el aminoAcido en la posicién 127, 6 bien un primer dominio como
se describe anteriormente, y un segundo dominio que tiene una
secuencia de aminodcidos sustancialmente idéntica a la mostrada
en la SEQ ID NO:10, empezando con el aminodcido en la posicién
1, y finalizando con el aminodcido en la posicién 109.

Tipicamente se desarrollan anticuerpos monocionales
reproducidos contra una proteina que se encuentre naturalmente

en todos los seres humanos, en un sistema no humano, por
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ejemplo en ratones, y como tales, son tipicamente proteinas no
humanas. Como una consecuencia directa de esto, un anticuerpo
xenogénico producido por un hibridoma, cuando se administra a
seres humanos, provoca una respuesta inmune indeseable, la cual
es mediada predominantemente por la parte constante de la
inmunoglobulina xenogénica. Esto limita claramente el uso de
estos anticuerpos, debido a que no pueden administrareée durante
un perliodo de tiempo prolongado. Por consiguiente, se prefiere en
particular utilizar anticuerpos de una sola cadena, de un solo
dominio quiméricos, injertados con CDR, o en especial humanos,
que no tengan probabilidades de provocar una respuesta
alogénica sustancial cuando se administren a seres humanos.

En vista de lo anterior, una molécula de enlace de IL-17
méis preferida de la invencidn se selecciona partir de un
anticuerpo anti-IL-17 humano, el cual comprende cuando menos:

a) una cadena pesada de inmunoglobulina o fragmento de
la misma, la cual comprende: (i) un dominio variable que
comprende, en secuencia, las regiones hipervariables CDR1,
CDR2, y CDR3, o sus equivalentes de CDR directos, y (ii) la parte
constante o fragmento de ia misma de una cadena pesada
humana; teniendo |la CDR1 la secuencia de aminodcidos de la
SEQ ID NO:1, teniendo la CDR2 la secuencia de aminodcidos de
la SEQ ID NO:2, y teniendo la CDR3 |la secuencia de aminodcidos
de la SEQ ID NO:3; ¥y

b) wuna cadena ligera de inmunogliobulina o fragmento de
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la misma, la cual comprendes: (i) un dominio variable que
comprende, en secuencia, las regiones hipervariables, vy
opcionalmente también las regiones hipervariables CDR1’', CDR2',
y CDR3', o sus equlvalentes de CDRO' directos, y (ii) la parte
constante o fragmento de la misma de una cadena ligera humana,
teniendo la CDR1' la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:4, teniendo la CDR2’ |a secuencia de aminodcidos de la SEQ
ID NO:5, y teniendo la CDR3' la secuencia de aminodcidos de la
SEQ ID NO:6.

De una manera altarnativa, se puede seleccionar una
molécula de enlace de IL-17 de la invencién a partir de una
molécula de enlace de una sola cadena, la cual comprende un
gitio de enlace de antigeno, que comprende:

a) un primer dominio que comprende, en secuencia, las
regiones hipervariables CDR1, CDR2, y CDR3, o sus equivalentes
de CDR directos, teniendo la CDR1 la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:1, teniendo la CDR2 Ila secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO:2, y teniendo la CDR3 la secuencia
de aminodacidos de la SEQ ID NQ:3; vy

b) un segundo dominio que comprende las regiones
hipervariables CDR1', CDR2', y CDR3', o sus equivalentes de
CDR' directos, teniendo la CDR1' |la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO:4, teniendo la CDR2' |la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO:5, y teniendo la CDR3' la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO:6; y
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¢) un enlazador peptidico que se enlaza ya sea a la
extremidad N-terminal del primer dominio y a la extremidad C-
terminal del segundo dominio, o bien a |la extremidad C-terminal
del primer dominio y a la extremidad N-terminal del segundo
dominio.

Como es bien sabido, los cambios menores en una
secuencia de aminoacidos, tales supresién, adicién, o sustitucién
de uno, unos cuantos, o inclusive varios aminoacidos, pueden
conducir a una forma alélica de Ia protelna original que tenga
propiedades sustancialmente idéanticas.

Por consiguiente, el término °‘sus equivalentes de CDR
directos” significa las moléculas de enlace de IL-17 que
comprenden, en secuencia, las regiones hipervariables CDR1,,
CDR2,, y CDR, (en lugar de CDR1, CDR2, y CDR3), en donde:

(i) la regién hipervariable CDR1, difiere por 3, de
preferencia 2, mas preferiblemente 1 amlinoacido, de la reglén
hipervariable CDR1 como se muestra en la SEQ ID NO:1; y

(ii) la regién hipervariable CDR2, difiere por 3, de
preferencia 2, mas prefariblemente 1 aminoacido, de la regién
hipervariable CDR2 como se muestra en la SEQ ID NO:2; y

(iii) la region hipervariable CDR3, difiere por 3, de
preferencia 2, mas preferiblemente 1 aminodcido, de la regidn
hipervariable CDR3 como se muestra en la SEQ ID NO:3; y

(iv) esta molécula que comprende, en secuencia, las

regiones hipervariables CDR1,, CDR2,, y CDR3,, es capaz de
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inhibir la actividad de la IL-17 humana 1 nM (= 30
nanogramos/mililitro) en una concentracién de 50 nM, de
preferencia de 20 nM, mas preferiblemente de 10 nM, y de una
manera muy preferible de 5 nM de esta molécula por el 50 por
ciento, y esta actividad inhibidora se mide sobre |la produccién de
IL-6 inducida por hu-IL-17 en fibroblastos dérmicos humanos.

De una manera similar, el término “sus equivalentes de
CDR-x directos”, significa las molécuias de enlace de IL-17 que
comprenden, en secuencia, las regiones hipervariables CDR1)-x,
CDR2,-x, y CDR3,-x (en lugar de CDR1-x, CDR2-x, y CDR3-x), en
donde:

(v) la regién hipervariable CDR1,-x difiere por 3, de
preferencia 2, mdas preferiblemente 1 aminoacido, de la regién
hipervariable CDR1-x, como se muestra en la SEQ ID NO:11; y

(vi) la regién hipervariable CDR2,-x difiere por 3 de
preferencia 2, més preferiblemente 1 aminoacido, de la regién
hipervariable CDR2-x, como se muestra en la SEQ ID NO:12; ¥y

(vii)la regiédn hipervariable CDR3,-x difiere por 3, de
preferencia 2, mas preferiblemente 1 aminoacido, de la region
hipervariable CDR3-x, como se muestra en la SEQ ID NO:13; vy

(viii) esta molécula que comprende, en secuencia, las
regiones hipervariables CDR1-x, CDR2-x, y CDR3,-x, es. capaz de
inhibir l|a actividad de Ila IL-17 humana 1 nM (= 30
nanogramos/mililitro) en una concentracién de 50 nM, de

preferencia 20 nM, més preferiblemente 10 nM, y de una manera

17
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muy preferible 5 nM de esta moléculia por el 50 por ciento, y esta
actividad inhibidora se mide sobre la produccién de IL-8 inducida
por hu-IL-17 en fibroblastos dérmicos humanos.

De una manera similar, ol término “sus equivalentes de
CDR' directos” significa un dominio que comprende, en secuencia,
las regiones hipervariables CDR1', CDR2';, y CDR3'|, en donde:

(i) la regién hipervariable CDR1' difiere por 3, de
preferencia 2, méas preferibiemente 1 aminodcido, de la regién
hipervariable CDR1' como se muestra en la SEQ ID NO:4; y

(ii) la regidén hipervariable CDR2'H difiere por 3, de
preferencia 2, mas preferiblemente 1 aminoacido, de la regién
hipervariable CDR2’' como se muestra en la SEQ ID NO:5; ¥y

(iii) la regién hipervariable CDR3' difiere por 3, de
preferencia 2, mas preferiblemente 1 aminoacido, de la regién
hipervariable CDR3' como se muestra en la SEQ ID NO:6; y

(iv) esta molécula que comprende, en secuencia, las
regiones hipervariables CDR1';, CDR2", y CDR3', es capaz de
inhibir la actividad de 1Ia 1IL-17 humana 1 nM (= 30
nanogramos/mililitro) en una concentracién de 50 nM, de
preferencia de 20 nM, mas preferiblemente de 10 nM, y de una
manera muy preferible de 5 nM de esta molécula por el 50 por
ciento, y esta actividad inhibidora se mide sobre la produccién de
IL-6 inducida por hu-lL-17 en fibroblastos dérmicos humanos.

De una manera alternativa, una molécula de enlace de IL-

17 de la invencidén puede ser una molécula de enlace de IL-17 que
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comprende cuando menos un sitio de enlace de antigeno el cual
comprende cuando menos un dominio variable de cadena pesada
de inmunoglobulina (Vy), que comprende, en secuencia:

a) las regiones hipervariables CDR1 (SEQ ID NO:1),
CDR2 (SEQ ID NO:2), y CDR3 (SEQ ID NO:3); o

b) las regiones hipervariables CDR1,, CDR2,, y CDR3,, en
donde la reglén hipervariable CDR1, difiere por 3, de preferencia
2, mas preferiblemente 1 aminoacido, de la regién hipervariable
CDR1 como se muestra en ia SEQ ID NO:1; la regién
hipervariable CDR2, difiere por 3, de preferencia 2, mas
preferiblemente 1 aminodcido, de |la regién hipervariable CDR2
como se muestira en la SEQ ID NO:2; y la regidn hipervariable
CDR3,; difiere por 3, de preferencia 2, mas preferiblemente 1
aminoacido, de la regién hipervariable CDR3 como se muestra en
la SEQ ID NO:3; ¥y

la molécula de enlace de IL-17 que comprende, en
secuencia, las regiones hipervariables CDR1-x, CDR2-x, y CDR3-
x es capaz de inhibir la actividad de la IL-17 humana 1 nM (= 30
nanogramos/mililitro) en una concentracién de 50 nM, de
preferencia de 20 nM, mas preferiblemente de 10 nM, y de una
manera muy preferible de 5 nM de esta molécula por el 50 por
ciento, y esta actividad inhibidora se mide sobre la produccién de
IL-6 inducida por hu-IL-17 en fibroblastos dérmicos humanos,

De una manera similar, una molécula de enlace de IL-17 de

la invencién puede ser una molécula de enlace de IL-17 que
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comprende cuando menos un sitio de enlace de antigeno, el cual
comprende cuando menos un dominio variable de cadena pesada
de inmunoglobulina (V4), que comprende, en secuencia:

a) las regiones hipervariables CDR1-x (SEQ ID NO:11),
CDR2-x (SEQ ID NO:12), y CDR3-x (SEQ ID NO:13); o

b) las regiones hipervariables CDR1,-x, CDR2,-x, vy
CDR3,-x, en donde la regién hipervariable CDR1,-x difiere por 3,
de preferencia 2, méds preferiblemente 1 aminoéacido, de la regién
hipervariable CDR1-x como se muestra en la SEQ ID NO:11; la
regién hipervariable CDR2,-x difiere por 3, de preferencia 2, mas
preferiblemente un aminoacido, de la regién hipervariable CDR2-x
como se muestra en la SEQ ID NO:12; y la regién hipervariable
CDR3,-x difiere por 3, de preferencia 2, mas preferiblemente 1
aminodcido, de |la regién hipervariable CDR3-x como se muestra
en la SEQ ID NO:13; y

la molécula de enlace de IL-17 que comprende, en
secuencia, las regiones hipervariables CDR1,-x, CDR2,-x, vy
CDR3,-x, es capaz de inhibir la actividad de la IL-17 humana 1 nM
(= 30 nanogramos/mililitro) en una concentraciéon de 50 nM, de
preferencia de 20 nM, méas preferiblemente de 10 nM, y de una
manera muy preferible de 5 nM de esta molécula por el 50 por
ciento, y esta actividad inhibidora se mide sobre la produccién de
IL-8 inducida por hu-IL-17 en fibroblastos dérmicos humanos.

De una manera simliar, una molécula de enlace de IL-17 de

la invencion puede ser una molécula de enlace de IL-17 que
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comprende cuando menos un sitio de enlace de antigeno, el cual
comprende cuando menos un dominio variable de cadena ligera de
inmunoglobulina (V,.), que comprende, en secuencia:

a) las regiones hipervariables CDR'1 (SEQ ID NO:4),
CDR'2 (SEQ ID NO:5), y CDR'3 (SEQ ID NO:6); o

b) las regiones hipervariables CDR1', CDR2", y CDR3',,
en donde la regién hipervariable CDR1', difiere por 3, de
preferencia 2, mas preferiblemente 1 aminoédcido, de la regién
hipervariable CDR’'1 como se muestra en la SEQ ID NO:4; la
regién hipervariable CDR2', difiere por 3, de preferencia 2, mids
preferiblemente un aminoacido, de la regién hipervariable CDR’'2
como se muestra en la SEQ ID NO:5; y la regién hipervariable
CDR’3, difiere por 3, de preferencia 2, mas preferiblemente 1
aminodcido, de la regién hipervariable CDR'3 como se muestra en
la SEQ ID NO:8; y

la molécula de enlace de IL-17 que comprende, en
secuencia, las reglones hipervariables CDR’'1,, CDR’2,, y CDR'3,,
o8 capaz de inhibir la actividad de la IL-17 humana 1 nM (= 30
nanogramos/mililitro) en wuna c¢oncentracién de 50 nM, de
preferencia de 20 nM, méas preferiblemente de 10 nM, y de una
manera muy preferible de 5 nM de esta molécula por el 50 por
ciento, y esta actividad inhibidora se mide sobre la produccién de
IL-6 inducida por hu-IL-17 en fibroblastos dérmicos humanos.

De una manera alternativa, una molécula de enlace de IL-

17 de la invencién puede ser una molécula de enlace de IL-17 que

100
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comprende ambos dominios variables de cadena pesada (Vy) y de
cadena ligera (V.), y esta molécula de enlace de IL-17 comprende
cuando menos un sitio de enlace de antigeno, el cual comprende:

a) un dominio variable de cadena pesada de
inmunoglobulina (Vy), el cual comprende, en secuencia, las
regiones hipervariables CDR1 (SEQ ID NO:1), CDR2 (SEQ ID
NO:2), y CDR3 (SEQ ID NO:3); ¥

un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina
(V.), el cual comprende, en secuencia, las regiones
hipervariables CDR1' (SEQ ID NO:4), CDR2' (SEQ ID NO:5), vy
CDR3' (SEQ ID NO:8); o

b) un dominio variable de <cadena pesada de
inmunoglobulina (Vy), el cual comprende, en secuencia, las
regiones hipervariables CDR1,, CDR2,, y CDR3J3,, las regiones
hipervariables de la regidn hipe?variable CDR1,, CDR2,, y CDR3,,
en donde Ila regién hipervariable CDR1,, difiere por 3, de
preferencia 2, mas preferiblemente 1 aminoacido, de la regién
hipervariable CDR1 como se muestra en la SEQ ID NO:1, la
regidén hipervariable CDR2,, difiere por 3, de preferencia 2, mas
preferiblemente 1 aminoacido, de la regién hipervariable CDR2
como se muestra en la SEQ ID NO:2; y la regién hipervariable
CDR3, difiere por 3, de preferencia 2, mas preferiblemente 1
aminodcido, de la regién hipervariable CDR3 como se muestra en
la SEQ ID NO:3; y

un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina
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(V). el cual comprende, en secuencia, las regiones
hipervariables CDR1',, CDR2', y CDR3', en donde la regién
hipervariable CDR1',, difiere por 3, de preferencia 2, mas
preferiblemente 1 aminodcido, de la regién hipervariable CDR'1
como se muestra en la SEQ ID NO:4; la regién hipervariable
CDR'2,, difiere por 3, de preferencia 2, mas preferiblemente 1
aminodcido, de la regién hipervariable CDR’'2 como se muestra en
la SEQ ID NO:5; y la region hipervariable CDR'3,, difiere por 3, de
preferencia 2, mas preferiblemente 1 aminoacido, de la regién
hipervariable CDR'3, como se muestra en la SEQ ID NO:8; y

la molécula de enlace de IL-17 definida en b) que
comprende, en secuencia, las regiones hipervariables CDR1,,
CDR2,, vy CDR3,, es capaz de inhibir la actlvidad de la IL-17
humana 1 nM (= 30 nanogramos/mililitro) en una concentracién de
50 nM, de preferencia de 20 nM, mas preferiblemente de 10 nM, y
de una manera muy preferible de 5 nM de esta molécula por el 50
por ciento, y esta actividad Iinhibidora se mide sobre Ia
produccién de IL-8 inducida por hu-IL-17 en fibroblastos dérmicos
humanos.

De una manera alternativa, una molécula de enlace de IL-
17 de la invencidn puede ser una molécula de enlace de IL-17 que
comprende ambos dominios variables de cadena pesada (Vy) y de
cadena ligera (V.), vy la molécula de enlace de IL-17 comprende
cuando menos un sitio de enlace de antigeno, el cual comprende:

a) un dominio variable de cadena pesada de
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inmunoglobulina (Vy), el cual comprende, en secuencia, las
regiones hipervariables CDR1-x (SEQ ID NO:11), CDR2-x (SEQ ID
NO:12), y CDR3-x (SEQ ID NO:13); v

un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina
{VL), el cual comprende, en secuencia, las regiones
hipervariables CDR1' (SEQ ID NO:4), CDR2' (SEQ ID NO:5), y
CDR3' (SEQ ID NO:6); o

b) un dominio variable de cadena pesada de
inmunoglobulina (V4), el cual comprende, en secuencia, las
regiones hipervariables CDR1,-x, CDR2,-x, y CDR3)-x, las
regiones hipervariables de la regién hipervariable CDR1;-x,
CDR2;-x, y CDR3,-x, y la regién hipervariable CDR1,-x, difiere por
3, de preferencia 2, mas preferiblemente 1 aminodcido, de la
regién hipervariable CDR1-x como se muestra en la SEQ ID
NO:11, la regién hipervariable CDR2,-x, difiere por 3, de
preferencia 2, mas preferiblemente 1 aminoacido, de la regién
hipervariable CDR2-x como se muestra en la SEQ ID NO:12; y la
regién hipervariable CDR3,-x, difiere por 3, de preferencia 2, mas
preferiblemente 1 aminoécido, de la regién hipervariable CDR3-x
como se muestra en la SEQ ID NO:13; ¥y

un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina
(VL), el cual comprende, en secuencia, las regiones
hipervariables CDR1',, CDR2', y CDR3', en donde la regibn
hipervariable CDR'1,, difiere por 3, de preferencia 2, mas

preferiblemente 1 aminodcido, de la regién hipervariable CDR'1



10

15

20

25

21

como se muestra en la SEQ ID NO:4; la regién hipervariable
CDR'2,, difiere por 3, de preferencia 2, mas preferiblemente 1
aminodcido, de la regidn hipervariable CDR'2 como se muestra en
la SEQ ID NO:5; y la ragidén hipervariable CDR'3,, difiere por 3, de
preferencia 2, mas preferiblemente 1 aminoacido, de la regidn
hipervariable CDR"3, como se muestra en la SEQ ID NO:8,; y

la molécula de enlace de IL-17 definida en b), que
comprende, en secuencia, las regiones hipervariables CDR1,,
CDR2,, y CDR3,, CDR’'1,, CDR'2,, y CDR'3,, es capaz de inhibir la
actividad de la IL-17 humana 1 nM (= 30 nanogramos/mililitro) en
una concentracién de 50 nM, de preferencia de 20 nM, mas
preferiblemente de 10 nM, y de una manera muy preferible de 5
nM de esta molécula por el 50 por ciento, y la actividad inhibidora
se mide sobre la produccidon de |IL-8 inducida por hu-IL-17 en
fibroblastos dérmicos humanos.

La inhibicién del enlace de IL-17 con su receptor se puede
probar de una manera conveniente en diferentes ensayos,
incluyendo los ensayos descritos posteriormente en la presente,
en al texto. El término “"hasta el mismo grado® significa que la
referencia y las moléculas equivalentes exhiben, sobre una base
estadistica, una actividad inhibidora de IL-17 esencialmente
idéntica en uno de los ensayos referidos en la presente (ver el
Ejemplo 1). Por ejJempio, las moléculas de enlace de IL-17 de |a
invencién normalmente tienen ICs.8 para la inhibicién de IL-17

humana sobre la produccién de IL-6 inducida por IL-17 humana en

\D
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decir, debajo de 10 nM, méae preferiblemente 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 6
2 nM de aquélla de, de preferencia sustancialmente la misma que,
la ICso de la molécula de referencia correspondiente, cuando se
ensaya como se describe en el Ejemplo 1.

De una manera alternativa, el ensayo utilizado puede ser
un ensayo de inhibicidon competitiva del enlace de IL-17 por los
receptores de IL-17 solubles (por ejemplo, |las construcciones
R/Fc de IL-17 humana del Ejemplo), y las moléculas de enlace de
IL-17 de la invencién.

De una manera méas preferible, el anticuerpo IL-17 humano
comprende cuando menos:

a) una cadena pesada que comprende un dominio variable
que tiene una secuencia de aminodcidos sustancialmente idéntica
a |la mostrada en la SEQ ID NO:8, empezando con @l aminodcido
en la posicién 1, y finalizando con el aminoicido en la posicién
127, y la parte constante de una cadena pesada humana; y

b) una cadena ligera que comprende un dominio variable
que tiene una secuencia de aminodcidos sustancialmente idéntica
a la mostrada en la SEQ ID NO:10, empezando con el aminodcido
en {a posicién 1, y finalizando con el aminodcido en |la posicion
109, y la parte constante de una cadena pesada humana.

La parte constante de una cadena pesada humana puede
ser del tipo v1, Y2, Vs, Ye, H, G¢, Gz, 8, 6 £, de preferencia del tipo

Y. mas preferiblemente del tipo y,, mientras que Ila parte
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constante de una cadena ligera humana puede ser del tipo kK 0 A
{(que incluye los subtipos Ay, Az, ¥ As), pero de preferencia es del
tipo x. Las secuencias de aminoadcidos de todas estas partes
constantes se dan en Kabat y colaboradores (supra).

También se incluyen los conjugados de las moléculas de
enlace de la invencién, por ejJemplo los conjugados de enzimas o
toxinas o radioisétopos, dentro del alcance de |la invencién.

“Polipéptido”, si no se especifica de otra manera en la
presente, incluye cualquier péptido o protelna que comprenda
aminodcidos unidos unos con otroe mediante enlaces peptidicos,
que tengan una secuencia de aminodcidos empezando en la
extremidad N-terminal y finalizando en |la extremidad C-terminal.
De preferencia, el polipéptido de la presente invencién es un
anticuerpo monoclonal, mas preferiblemente es un anticuerpo
monoclonal quimérico (también denominado V-injertado) o
humanizado (también denominador CDR-injertado), y de una
manera muy preferible, un anticuerpo completamente humano que
se puede obtener, por ejemplo, mediante Ila tecnologla
ejemplificada en el Ejemplo 1. ElI anticuerpo monoclonal
humanizado (CODR-injertado) o completamente humano, puede o
no incluir mutaciones adicionales introducidas en las secuencias
de estructura (CFR) del anticuerpo aceptor.

Un derivado funcional de un polipéptido, como se utiliza en
la presente, incluye una molécula que tiene una actividad

biclégica cualitativa en comdn con un polipéptido de |la presente

Y
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Invencién, es decir, que tiene la capacidad para enlazarse a la IL-
17 humana. Un derivado funcional incluye fragmentos y analogos
de péptidos de un polipéptido de acuerdo con l|a presente
invencién. Los fragmentos comprenden las regiones dentro de |a
secuencia de un polipéaptido de conformidad con la presente
invencidn, por ejemplo, de una secuencia especificada. El término
“derivado” se utiliza para definir variantes de secuencias de
aminoacidos, y las modificaciones covalentes de un polipéptido
de acuerdo con la presente invencién, por ejemplo, de una
secuencia especificada. Los derivados funcionales de un péptido
de conformidad con la presente invencién, por ejemplo, de una
secuencia especificada, por ejemplo de la regién hipervariable de
la cadena ligera y pesada, de preferencia tienen cuando menos
una homologlia de secuencia global de aproximadamente el 65 por
ciento, méas preferiblemente de cuando menos aproximadamente
el 75 por ciento, todavia de una manera mas preferible de cuando
menos aproximadamente el 85 por ciento, y muy preferiblemente
de cuando menos el 95, 96, 97, 98, 99 por ciento, con la
secuencia de aminoédcidos de un polipéptido de acuerdo con la
presente invencién, por ejemplo, de una secuencia especificada,
y retienen sustancialmente la capacidad para enlazarse con la IL-
17 humana, o, por ejemplo, para neutralizar la produccién de IL-8
de los fibroblastos dérmicos humanos inducidos por IL-17.

El término “modificacién covalente”, incluye las

modificaciones de un polipéptido de acuerdo con |la presente
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invencién, por ejemplo de una secuencia especificada, o un
fragmento de la misma, con un agente de derivacién orgénico,
proteinaceo, o no proteinaceo, fusiones con secuencias de
polipéptidos heterdlogas, y modificaciones posteriores a Ia
traducciéon. Los polipéptidos con modificacién covalente, por
ejemplo, de una secuencia especificada, todavia tendran la
capacidad para enlazarse conh la IL-17 humana, o, por ejemplo,
para neutralizar la produccién de IL-8 de los fibroblastos
dérmicos humanos inducidos por IL-17, mediante reticulacién.
Tradicionalmente se introducen las modificaciones covalentes
mediante |la reaccién de los residuos de aminoicidos objetivos
con un agente de derivacién organico que sea capaz de
reaccionar con los lados seleccionados o los residuos terminales,
o medlante mecanismos de arnés de I|as modificaciones
posteriores a la traduccion que funcionan en células huéspedes
recombinantes seleccionadas. Ciertas modificaciones posteriores
a la traduccién son el resultado de la accién de las células
huéspedes recombinantes sobre el polipéptido expresado. Los
residuos de glutaminilo y asparaginilo con frecuencia son
desamidados posteriormente a la traduccién hasta los residuos de
glutamilo y aspartilo correspondientes. De una manera
alternativa, estos residuos son desaminados bajo condiciones
ligeramente 4acidas. Otras modificaciones posteriores la
traduccién incluyen Ila hidroxilaciéon de prolina y lisina, la

fosforilacion de los grupos hidroxilo de ios residuos de serilo,

P
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tirosina, o treonilo, la metilacién de los grupos a-amino de las
cadenas laterales de lisina, arginina, e histidina, ver, por
ejemplo, T. E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular
Properties, W. H. Freeman & Co., San Francisco, pdginas 79-88
(1983). Las modificaciones covalentes, por ejemplo, incluyen a
las proteinas de fusién que comprenden un polipéptido de
acuerdo con la presente invencion, por ejemplo de una secuencia
especificada, y sus variantes de secuencias de aminodcidos, tales
como inmunoadhesinas, y las fusiones N-terminales para las
secuencias de sefiales heterélogas.

“Homologlia®, con respecto a un polipéptido nativo y su
derivado funcional, se define en |la presente como el porcentaje
de residuos de aminodcidos en la secuencia candidata, que son
idénticos a los residuos de un polipéptido nativo correspondiente,
después de alinear las secuencias y de introducir huecos, si es
necesario, para alcanzar el maximo porcentaje de homologla, vy
sin considerar cualquiera sustituciones conservadoras como parte
de la identidad de la secuencia. No se interpretard que las
extensiones N- & C-terminales, ni las inserciones, reduzcan la
identidad o la homologla. Laos métodos y los programas de
computadora para la alineacién son bien conocidos.

*"Aminodcidos”" se refieren a todos los L-a-aminoacidos que
se presentan naturalmente, por ejemplo, e incluyendo, los D-
aminodacidos. Los aminoacidos se identifican mediante cualquiera

de las designaciones de una sola letra o de tres letras bien
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conocidas.

El término “variante de secuencia de aminodcidos® se
refiere a las moléculas con algunas diferencias en sus secuencias
de aminodcidos, comparandose con un polipéptido de acuerdo con
la presente invencién, por ejemplo de una secuencia
especificada. Las variantes de secuencias de aminodcidos de un
polipéptido de conformidad con la presente invencién, por
ejemplo, de una secuencia especificada, todavia tendridn f{a
capacidad para enlazarse a la IL-17 humana, o, por ejemplo, para
neutralizar la produccién de IL-6 de los fibroblastos dérmicos
humanos inducidos por IL-17. Las variantes de sustitucién son
aquéllas que tienen cuando menos un residuo de aminodcido
removido, y un aminoécido diferente_ insertado en su lugar en la
misma posicién en un polipéptido de acuerdo con la presente
invencién, por ejemplo de una secuencia especificada. Estas
sustituciones pueden ser individuales, en donde solamente se
haya sustituido un aminodcido en la molécula, o pueden ser
multiples, en donde se hayan sustituidos dos o mas aminoacidos
en la misma molécula. Las variantes de insercién son aquéllas
con uno o mas aminodcidos insertados inmediatamente
adyacentes a un aminodcido en una posicidn particular en un
polipéptido de conformidad con la presente invencidn, por ejemplo
de una secuencia especificada. Inmediatamente adyacente a un
aminoécido significa que estd conectado ya sea al grupo funcional

a-carboxilo o bien a-amino del aminoacido. Las varlantes de
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supresidén son aquéilas con uno o mds aminodcidos en un
polipéptido de conformidad con la presente invencion, por ejemplo
de una secuencia especificada, removidos. Ordinariamente, las
variantes de supresién tendrdn uno o dos aminoacidos suprimidos
en una regién particular de la molécula.

Una molécula de enlace de IL-17 de la invencidn se puede
producir mediante técnicas de ADN recombinante. En vista de
esto, se deben construir una o més moléculas de ADN que
codifiquen a la molécula de enlace, se colocan bajo secuencias
de control apropiadas, y se transfieren un organiamo huésped
adecuado para |la expresién.

De una manera muy general, de conformidad con |lo
anterior, se proporcionan:

(i) moléculas de ADN que codifican una molécula de
enlace de IL-17 de un solo dominio de la invencién, una molécula
de enlace de IL-17 de una sola cadena de la invencién, una
molécula de enlace de IL-17 que comprende una cadena pesada y
ligera como se define en la presente, o fragmentos de una
moiécula de enlace de IL-17 de la invencién; y

(ii) el uso de las moléculas de ADN de la invencién para la
produccién de una molécula de enlace de IL-17 de la invencién
por medios recombinantes.

De conformidad con lo anterior, la invencién proporciona
una molécula de ADN que codifica una molécula de enlace de IL-

17 como se describe en lo antarior.

)(@



10

20

25

29

Ademads, la invencién proporciona una construccién de ADN
que comprende una molécula de ADN que es sustanciaimente
homéloga a las SEQ ID NO:7 6 SEQ ID NO:9.

Adicionalmente, 1a invencién proporciona una construccién
de ADN que comprende dos moléculas de ADN, de las cuales una
es sustancialmente homédloga a la SEQ ID NO:7 6 es un
equivalente de ADNy directo de la misma, y la otra es
sustancialmente homdéloga a la SEQ ID NO:9, 6 es un equivalente
de ADN,_ directo de Ia misma.

El presente estado de la técnica es tal que el experto en
este campo puede sintetizar las moléculas de ADN de la invencién
dada la informacidn proporcionada en |la presente, es decir, las
secuencias de aminodcidos de las regiones hipaervariables y las
regiones de ADN que las codifican. Por ejemplo, en la Patente
Europea NUmero EPA 239 400, se describe un método para
construir un gen de dominio variable, y se puede resumir
brevemente como sigue: se clona un gen que codiflca un dominio
variable de un anticuerpo monoclonal de cualquier especificidad.
Se determinan los segmentos de ADN que codifican las regiones
de estructura e hipervariables, y se remueven los segmentos de
ADN que codifiquen las regiones hipervariables, de tal manera
que se fusionen entre si los segmentos de ADN que codifiquen las
regiones de estructura con sitios de restriccién en las uniones.
Los sitios de restriccién se pueden generar en las posiciones

apropiadas mediante mutagénesis de Ila molécula de ADN
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mediante procedimientos convencionales. Se preparan casetes de
CDR sintéticos de doble cadena mediante sintesis de ADN de
acuerdo con las secuencias que codifican para las SEQ ID NO:1
(CDR1), SEQ ID NO:2 (CDR2), SEQ ID NO:3 (CDR3), SEQ ID
NO:4 (CDR1'), SEQ ID NO:5 (CDR2'), SEQ ID NO:6 (CDR8"), SEQ
ID NO:11 (CDR1-x), SEQ ID NO:12 (CDR2-x), SEQ ID NO:13
(CDR3-x). Estos casetes son provistos con extremos pegajosos,
de tal manera que se puedan ligar en las uniones de Ila
estructura.

Ademds, no es necesario tener acceso al ARNm desde una
linea celular de hibridoma productora con el objeto de obtener
una construccién de ADN que codifique para las moléculas de
enlace de IL-17 de |la invencién. Por consiguiente, la Solicitud del
TCP Numero WO 90/07861 da instrucciones completas para la
produccién de wun anticuerpo mediante técnicas de ADN
recombinante, dada solamente la informacién escrita con respecto
a la secuencia de nucleétido del gen. El método comprende la
sintesis de un numero de oligonucledtidos, su amplificacién
mediante el método de reaccién en cadena de |la polimerasa, y su
empalme para dar la secuencia de ADN deseada.

Los vectores de expresidon que comprenden un promotor
adecuado o genes que codifican las partes constantes de cadena
pesada y ligera estdn puablicamente disponibles. Por consiguiente,
una vez que se prepara una molécula de ADN de la invencidn, se

puede transferir de una manera conveniente a un vector de
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expresién apropiado. También se pueden preparar moléculas de
ADN que codifican anticuerpos de una sola cadena mediante
métodos convencionales, por ejemplo, como se describe en la
Publicacién Internacional Nimero WO 88/16489.

En analogia al caso para los equivalentes de CDR, el
término “equivalentes de ADNy directos de la misma” significa que
es una primera construccion de ADN que codifica una cadena
pesada o fragmento de la misma de una molécula de enlace de IL-
17 de la invencidén, y que comprende:

a) una primera parte que codifica un dominio variable que
comprende de manera alternada las regiones de estructura e
hipervariables, siendo las regiones hipervariables, en secuencia,
CDR1,, CDR2,, y CDR3,, la CDR1, es cuando menos 50 por ciento
homéloga, de preferencia cuando menos 60, 70, 80, 85, 6 90 por
ciento homéloga, mas preferiblemente cuando menos 985 por
ciento homéloga a la regién hipervariable CDR1 como se muestra
en ia SEQ ID NO:1, la CDR2, es cuando menos 50 por ciento
homdloga, de preferencia cuando menos 80, 70, 80, 85, 6 90 por
ciento homéloga, y de una manera méas preferible cuando menos
95 por ciento homéloga a la regién hipervariable CDR2 como se
muestra en la SEQ ID NO:2; y la CDR3, es cuando menos 50 por
ciento homéloga, de preferencia cuando menos 680, 70, 80, 85, ¢
90 por ciento homdloga, de una manera més preferible cuando
menos 95 por ciento homdloga a la regién hipervariable CDR3

como se muestra en la SEQ ID NO:3; empezando esta primera
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parte con un coddn que codifica el primer aminoacido de! dominio
variable, y finalizando con un codén que codifica el ultimo
aminoécido del dominio variable; y

b) una segunda parte que codifica una parte constante de
cadena pesada o fragmento de |la misma, que empieza con un
codén que codifica el primer aminoacido de |la parte constante de
la cadena pesada, y finaliza con un codén que codifica el dltimo
aminodacido de la parte constante o fragmento de la misma,
seguido por un codén de paro; y

c) codificando esta construccién de ADN un polipéptido
que es capaz, ya sea solo o en combinacién con otro polipéptido,
de inhibir la actividad de la IL-17 humana 1 nM (= 30
nanogramos/mililitro) en una concentraciéon de 50 nM, de
preferencia de 20 nM, méas preferiblemente de 10 nM, y de una
manera muy preferible de 5 nM de esta molécula por el 50 por
ciento, y la actividad inhibidora se mide sobre la produccién de
IL-6 inducida por la hu-IL-17 en fibroblastos dérmicos humanos.

De una manera similar, el término "equivalentes de ADNy-x
directos de la misma®, significan una primera construccion de
ADN alternativa que codifica una cadena pesada o fragmento de
la misma, de una molécula de enlace de IL-17 de la invencién, y
que comprende:

a) una primera parte que codifica un dominio variabie que
comprende, de una manera alternada, las regiones de estructura

@ hipervariables, siendo estas regiones hipervariables, en
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secuencia CDR1,-x, CDR2,-x, y CDR3,-x; la CDR1,-x es cuando
menos 50 por ciento homdéloga, de preferencia cuando menos 60,
70, 80, 85, 6 90 por clento homdloga, de una manera mas
preferible cuando menos 95 por ciento homdloga a la regién
hipervariable CDR1 como se muestra en la SEQ ID NO:11; |a
CD23,-x es cuando menos 50 por clento homéloga, de preferencia
cuando menos 60, 70, 80, 85, 6 90 por ciento homdloga, de una
manera més prefarible cuando menos 85 por ciento homéloga a la
regidon hipervariable CDR2 como se muestra en la SEQ ID NO:12;
y la CDR3,-x es cuando menos 50 por ciento homéloga, de
preferencia cuando 60, 70, 80, 85, 6 90 por ciento homéloga, de
una manera mas preferible cuando menos 85 por ciento homéloga
a la regién hipervariable CDR3 como se muestra en la SEQ ID
NO:13; empezando esta primera parte con un codén que codifica
el primer aminodcido del dominio variable, y finalizando con un
codén que codifica el Gltimo aminoacido del dominio variable; y

b) una segunda parte que codifica una parte constante de
cadena pesada o fragmento de |la miama, que empieza con un
codén que codifica el primer aminoacido de la parte constante de
la cadena pesada, y finaliza con un coddn que codifica el ditimo
aminodcido de la parte constante o fragmento de la misma,
seguido por un codén de paro; y

c) codificando esta construccién de ADN un polipéptido
que e8 capaz, ya sea solo o en combinacién con otro polipéptido,

de inhibir la actividad de la |IL-17 humana 1 nM (= a0
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nanogramos/mililitro) en una concentracion de 50 nM, de
preferencia de 20 nM, mas preferiblemente de 10 nM, y de una
manera muy preferible de 5 nM de esta molécula por el 50 por
clento, y la actividad inhibidora se mide sobre la produccién de
IL-8 inducida por la hu-1L-17 en fibroblastos dérmicos humanos.
De preferencia, estas construcciones de ADN codifican un
dominio variable que comprende, de una manera alternada,
regiones de estructura e hipervariables, siendo las regiones
hipervariables, en secuencia CDR1, CDR2, y CDR3, teniendo I|a
CDR1 |la secuencia de aminodcidos de |la SEQ ID NO:1, teniendo
la CDR2 la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:2, y
teniendo la CDR3 la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:3. De una manera mas preferible, estas construcciones de
ADN codifican un dominio variable que comprende, de una manera
alternada, regiones de estructura e hipervariables, siendo estas
regiones hipervariables, en secuencia, CDR1-x, CDR2-x, y CDR3-
x, teniendo la CDR1-x la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID
NO:11, teniendo la CDR2-x la secuencia de aminaodcidos de (a
SEQ ID NO:12, y teniendo la CDR3-x la secuencia de aminoéacidos
de la SEQ ID NO:13. De una manera méas preferible, esta primera
parte codifica un dominio variable que tiene una secuencia de
aminodcidos sustancialmente idéntica a la secuencia de
aminodcidos mostrada en la SEQ ID NO:8, empezando con el
aminoacido en la posicién 1, y finalizando con el aminoacido en la

posicién 127. De una manera mas preferible, la primera parte
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tiene la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO:7,
empezando con el nucledtido en la posicién 1, y finalizando con
el nucledétido en I|a posicion 381. También de una manera

preferible, la segunda parte codifica la parte constante de una

cadena pesada humana, més preferiblemente la parte constante

de |la cadena y1 humana. Esta segunda parte puede ser un
fragmento de ADN de origen gendmico (que comprenda intrones),
o un fragmento de ADNc (sin intrones).

De una manera similar, el término "equivalentes de ADN,
directos de la misma” significa una segunda construccién de ADN
que codifica una cadena ligera o fragmento de |la misma, de una
molécula de enlace de IL-17 de la invencidn, y que comprende:

a) una primera parte que codifica un dominio variable que
comprende de manera alternada las regiones de estructura e
hipervariables, sliendo las regiones hlpervariables CDR3/), vy
opcionalmente CDR1,', y CDR2,’; la CDR1,’ es cuando menos 50
por ciento homéloga, de preferencia cuando menos 60, 70, 80, 85,
6 90 por ciento homéloga, mas preferiblemente cuando menos 985
por ciento homéloga la regién hipervariable CDR1 como se
muestra en la SEQ 1D NO:4; la CDR2,' es cuando menos 50 por
ciento homdloga, de preferencia cuando menos 60, 70, 80, 85, ¢
90 por ciento homéloga, mas preferible cuando menos 85 por
ciento homéloga a la regién hipervariable CDR2' como se muestra
en la SEQ ID NO:5; y la CDR3,’ es cuando menos 50 por ciento

homdéloga, de preferencia cuando menos 60, 70, 80, 85, 6 80 por
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ciento homéloga, y de una manera muy preferible cuando menos
95 por ciento homdéloga a la regién hipervariable CDR3' como se
muestra en la SEQ ID NO:6; empezando esta primera parte con un
codén que codifica el primer aminoacido del dominio variable, y
finalizando con un codén que codifica el udltimo aminodcido del
dominio variable; y

b) una segunda parte que codifica una parte constante de
cadena ligera o fragmento de la misma, que empieza con un
coddn que codifica el primer aminodcido de |la parte constante de
la cadena ligera, y finaliza con un codén que codifica el aitimo
aminoédcido de la parte constante o fragmento de la misma,
seguido por un ¢codén de paro; y

¢) codificando westa construccién de ADN para un
polipéptido que es capaz, ya sea solo o en combinacién con otro
polipéptido, de inhibir la actividad de la IL-17 humana 1 nM (= 30
nanogramos/mililitro) en una concentracién de 50 nM, de
preferencia de 20 nM, mas preferiblemente de 10 nM, y de una
manera muy preferible de 5 nM de esta molécula por el 50 por
ciento, y la actividad inhibidora se mide sobre la produccion de
IL-8 inducida por la hu-IL-17 en fibroblastos dérmicos humanos.

De preferencia, esta segunda construcciéon de ADN codifica
un dominio variable que comprende, de una manera alternativa,
regiones de estructura e hipervariables, siendo las regiones
hipervariables, en secuencia, CDR1', CDR2’, y CDR3’', teniendo la

CDR1' la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:4, teniendo
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la CDR2' la secuencla de aminoacidos de la SEQ ID NO:5, y
teniendo la CDR3' |la secuencia de aminodcidos de |la SEQ ID
NO:8. De una manera mas preferible, esta primera parte de la
segunda construccion de ADN codifica un dominio variable que
tiene una secuencia de aminodcidos sustancialmente idéntica a la
secuencia de aminodcidos mostrada en la SEQ [D NO:10,
empezando con el aminoécido en la posicién 1, y finalizando con
el aminoacido en la posicién 109. De una manera méas preferible,
la primera parte tiene la secuencia de nucleétidos mostrada en la
SEQ ID NO:9, empezando con el nucledtido en la posicién 1, y
finalizando con el nucleétido en la posicién 327. Tamblién de
preferencia, la segunda parte codifica la parte constante de una
cadena ligera humana, mas preferiblemente la parte constante de
la xk humana.

De preferencia, las primera y segunda construcciones de
ADN se utilizaran juntas, pero también se pueden utilizar por
separado.

La invencién también incluye moléculas de enlace de IL-17,
en donde se cambian uno o mas de los residuos de aminoacidos
de la CDRt, CDR2, CDR3, CDR1-x, CDR2-x, CDR3-x, CDR1’,
CDR2', 6 CDR3', o las estructuras, tipicamente sélo unos cuantos
(por ejemplo, de 1 a 4); por ejemplo, mediante mutaclén, por
ejemplo mutagénesis dirigida al sitio de las secuencias de ADN
correspondientes. La invencién incluye las secuencias de ADN

que codifican para estas moléculas de enlace de IL-17
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cambiadas. En particular, la invencién incluye moléculas de
enlace de IL-17, en donde se han cambiado uno o mas residuos
de CDR1' 6 CDR2’ de los residuos mostrados en las SEQ ID NO:4
(para CDR1') y SEQ ID NO:5 (para CDR2’).

En las primera y segunda construcciones de ADN, las
primera y segunda partes se pueden separar mediante un intrén,
y convenientemente se puede localizar un potenciador en el intrén
entre las primera y segunda partes. La presencia de este
potenciador, que se transcribe pero no se traduce, puede ayudar
a tener una transcripcién eficiente. En Ilas modalidades
particulares, las primera y segunda construcciones de ADN
comprenden al potenciador de un gen de cadena pesada
convenientemente de origen humano.

Cada una de las construcciones de ADN se coloca bajo el
control de secuencias de control adecuadas, en particular bajo el
control de un promotor adecuado. Se puede utilizar cualquier
clase de promotor, en el entendido de que se adapte al organismo
huésped al que se transferiran las construccicnes de ADN para la
expresion.

El anticuerpo deseado se puede producir en un cultivo
celular o en un animal transgénico. Se puede obtener un animal
transgénico adecuado de acuerdo con los métodos
convencionales, los cuales incluyen microinyeccién en los huevos
de las primera y segunda construcciones de ADN puestas bajo

secuencias de control adecuadas, la transferencia de los huevos
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as| preparados a las hembras pseudo-prefiadas apropiadas, y la
seleccidon de un descendiente que exprese el anticuerpo deseado.

Cuando se producen las cadenas de anticuerpos en un
cultivo celular, primero se deben insertar las construcciones de
ADN ya sea en un solo vector de expresidn, o bien en dos
vectores de expraesién separados pero compatibles, prefiriéndose
esta altima posibilidad.

De conformidad con lo anterior, la invencién también
proporciona un vector de expresién capaz de replicarse en una
linea celular procariética o eucariética, la cual comprenda cuando
menos una de las construcciones de ADN anteriormente descritas.

Cada vector de expresién que contenga una construccidn
de ADN, se transflere entonces a un organismo huésped
adecuado. Cuando se insertan por separado las construcciones de
ADN sobre dos vectores de expresion, se pueden transferir por
separado, es decir, un tipo de vector por célula, o se pueden co-
transferir, prefiriéndose esta Ultilma posibilidad. Un organismo
huésped adecuado puede ser una bacteria, una levadura, o una
linea celular de mamifero, prefiribndose ésta dltima. De una
manera mdas preferible, |la linea celular de mamifero es de origen
linfoide, por ejemplo un mieloma, hibridoma, o una célula-B
inmortalizada normal, que convenientemente no exprese ninguna
cadena pesada o ligera de anticuerpo enddégeno.

Para la expresién en células de mamifero, se prefiere que

la molécula de enlace de IL-17 que codifique la secuencia, se
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integre en el ADN de la célula huésped dentro de un lugar que
permita o favorezca un alto nivel de expresién de la molécula de
enlace de IL-17. Las células en las que se integre la secuencia
que codifique la molécula de enlace de IL-17 en estos lugares
favorables, se pueden identificar y seleccionar con base en los
niveles de la molécula de enlace de IL-17 que expresen. Se
puede utilizar cualquier marcador selecclonable adecuado para la
preparaciéon de células huéspedes que contengan la secuencia de
codificacién de la molécula de enlace de IL-17; por ejemplo, se
puede utilizar un sistema de seleccién de gen dhfr/metotrexato o
equivalente. Los sistemas alternativos para |la expresién de las
moléculas de enlace de IL-17 de la invencién incluyen Ilos
sistemas de amplificacién/seleccién basados en GS, tales como
los descritos en las Patentes Europeas Numeros EP 0256055 B,
EP 0323997, y en la Solicitud de Patente Europea Numero
89303064 .4.

En un aspecto adicional de la invencién, se proporciona un
proceso para la produccién de una molécula de enlace de IL-17,
el cual comprende: (i) cultivar un organismo que se transforme
con un vector de expresién como se define anteriormente, y (ii)
recuperar la molécula de enlace de IL-17 a partir del cultivo.

Para los propdsitos de la presente invencidn, un anticuerpo
es “capaz de inhibir el enlace de IL-17 como AIN457" si el
anticuerpo es capaz de Inhibir el enlace de IL-17 con su receptor

sustancialmente hasta el mismo grado que el anticuerpo AIN457,
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en donde “"hasta el mismo grado" tiene el significado definido
anteriormente.

El anticuerpo AIN457 tiene una afinidad de enlace para IL-
17 que es mas alta que las afinidades previamente reportadas
para los anticuerpos anti-IL-17, en particular para cualquier
anticuerpo anti-iL-17 humana. Por consiguiente, el AIN457 tiene
una constante de equilibrio de disociacién Kp para enlazarse con
IL-17 de aproximadamente 0.188 + 0.036 nM (determinado por
BlAcore, por ejemplo como se muestra en el Ejemplo 2). Esta alta
afinidad de enlace hace que el anticuerpo AIN457 sea
particularmente adecuado para aplicaciones terapéuticas.

En la presente descripcién, la frase “enfermedad mediada
por IL-17" abarca todas las enfermedades y condiciones médicas
en las que la IL-17 tenga un papel, ya sea directa o
indirectamente, en la enfermedad o en la condicién médica,
incluyendo la causa, desarrollo, progreso, persistencia, o
patologia de la enfermedad o condicidn.

En la presente descripcién, los términos “"tratamiento” o
“tratar® se refieren tanto al tratamiento profildctico como
preventivo, asl como al tratamiento curativo o modificador de la
enfermedad, inciuyendo el tratamiento del paciente en riesgo de
contraer la enfermedad o del que se sospeche que ha contraido la
enfermedad, asl como de los pacientes que estén enfermos o
hayan sido diagnosticados por sufrir de una enfermedad o

condiciéon médica, e incluye la supresién de la recurrencia clinica.
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Las moléculas de enlace de IL-17 definidas anteriormente,
que tienen especificidad de enlace para la IL-17 humana, en
particular los anticuerpos que son capaces de inhibir el enlace de
iIL-17 con su receptor; y los anticuerpos para IL-17 que son
capaces de inhibir |la actividad de la IL-17 humana 1.nM (= 30
nanogramos/mililitro) en una concentracién de 50 nM, de
preferencia de 20 nM, mas preferiblemente de 10 nM, y de una
manera muy preferible de 5 nM de esta molécula por el 50 por
ciento, en donde l|a actividad inhibidora se mide sobre Ia
produccidn de IL-8 inducida por hu-IL-17 en fibro-blastos dérmicos
humanos, son referidas posteriormente en |la presente como los
Anticuerpos de la Invencién.

De preferencia, los Anticuerpos de la Invencién son
anticuerpos humanos, mas preferiblemente el anticuerpo AIN457,
0 sus equivalentes directos.

Los Anticuerpos de la Invencidén bloquean los efectos de la
IL-17 sobre sus células objetivas, y por lo tanto, se indican para
utilizarse en el tratamiento de enfermedades y trastornos
mediados por IL-17. Estas y otras actividades farmacoldgicas de
los Anticuerpos de la Invencién se pueden demostrar en métodos
de prueba convencionales, por ejemplo, como se describen en
seguida:

Neutralizaclén de la produccién de Interleucina-6 dependiente
de IL-17 por parte de los fibroblastos humanos primarlos:

La produccién de IL-6 en los fibroblastos humanos
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primarios (dérmicos) depende de la (L-17 (Hwang SY vy
colaboradores, (2004) Arthritis Res. Ther; 6:R120-128.

En resumen, se estimulan Ilos fibroblastos dérmicos
humanos con IL-17 recombinante en la presencia de diferentes
concentraciones del Anticuerpo de la Invencién o del receptor de
IL-17 humano con la parte Fc. Se utiliza el anticuerpo quimérico
anti-CD25 Simulect® (basiliximab) como un control negativo. Se
toma el sobrenadante despuéds de un estimulo de 18 horas, y se
ensaya para determinar la IL-6 mediante ELISA. Los Anticuerpos
de la Invencién tipicamente tienen |Cs¢8 para la inhibicidn de la
produccién de IL-6 {en la presencia de IL-17 humana 1 Nm) de
aproximadamente 50 nM o menos (por ejemplo, de
aproximadamente 0.01 a aproximadamente 50 nM) cuando se
prueba como anteriormente, es decir, se mide la actividad
inhibidora sobre la produccién de IL-6 inducida por hu-IL-17 en
los fibroblastos dérmicos humanos. De preferencia, Ilos
Anticuerpos de la Invencién tienen una IC4s, para la inhibicién de
la produccién de IL-8 como se define en lo anterior, de
aproximadamente 20 nM 6 menos, més preferiblemente de
aproximadamente 10 nM 6 menos, de una manera mas preferible
de aproximadamente 5 nM 4 menos, muy preferiblemente de
aproximadamente 2 nM 60 menos, y de una forma muy preferible de
aproximadamente 1 nM 6 menos.

Como se indica en el eansayo anterior, los Anticuerpos de la

Invencién bloquean potentemente los efectos de la IL-17. De
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conformidad con lo anterior, los Anticuerpos de Ila Invencidn
tienen utilidad farmacéutica como sigue:

Los Anticuerpos de la Invencién son uatiles para la
profilaxis y el tratamiento de enfermedades o condiciones
médicas mediadas por IL-17, por ejemplo condiciones
inflamatorias, alergias y condiciones alérgicas, reacciones de
hipersensibilidad, enfermedades autoinmunes, infecciones
severas, y rechazo de trasplante de érganos o tejidos.

Por ejemplo, los Anticuerpos de la Invencién se pueden
utilizar para el tratamiento de receptores de trasplantes de
corazén, pulmén, corazdédn-pulmén combinados, higado, rifidn,
pancreas, piel o cérnea, incluyendo rechazo de aloinjerto o
rechazo de xenoinjerto, y para |la prevencién de la enfermedad del
injerto contra el huésped, tal como en seguida de trasplante de
médula o6sea, y arterioesclerosis asoclada con trasplante de
arganos. '

Los Anticuerpos de la Invencién son particularmente atiles
para el tratamiento, la prevencién, o l|a disminucién de
enfermedad autoinmune y de condiciones inflamatorias, en
particular condiciones inflamatorias con una etiologla que incluya
un componente autoinmune, tales como artritis (por ejemplo,
artritis reumatoide, artritis crénica progrediente, y artritis
deformans) y enfermedades reumaticas, incluyendo condiciones
inflamatorias y enfermedad reumédticas que involucren pérdida

6sea, dolor inflamatorio, espondiloartropatias incluyendo
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espondilitis anquilosante, sindrome de Reiter, artritis reactiva,
artritis psoridtica, y artritis enterofatis, hipersensibilidad
(incluyendo tanto hipersensibilidad de las vias respiratorias como
hipersensibilidad dérmica), y alergias. Las enfermedades
autoinmunes especlificas para las cuales se pueden emplear los
Anticuerpos de la Invencidon incluyen trastornos hematolégicos
autoinmunes (incluyendo, por ejemplo, anemia hemollitica, anemia
aplastica, anemia de glébulos rojos puros, y trombocitopenia
idiopdatica), lupus eritematoso sistémico, trastornos inflamatorios
de los misculos, policondritis, esclerodoma, granulomatosis de
Wegener, dermatomiositis, hepatitis activa crénica, miastenia
gravis, psoriasis, sIndrome de Steven-Johnson, prurito idiopético,
enfermedad inflamatoria del intestino autoinmune (incluyendo, por
ejemplo, colitis ulcerativa, enfermedad de Crohn, y sindrome de
intestino irritable), oftalmopatia endocrina, enfermedad de
Graves, sarcoidosis, esclerosis multiple, cirrosis billar primaria,
diabetes juvenil (diabetes mellitus tipo 1), uvelitis (anterior y
posterior), queratoconjuntivitis sicca y queratoconjuntivitis vernal,
fibrosos pulmonar intersticial, artritis psoriatica y
glomerulonefritis (con y sin sindrome nefrético, por ejemplo
incluyendo sindrome nefrético idiopatico o nefropatla de cambio
minimo), tumores, esclerosis multiple, enfermedad inflamatoria de
la piel y de la cérnea, miositis, aflojamiento de implantes 6seos,
trastornos metabdlicos, tales como ateroesclerosis, dlabetes, y

dislipidemia.
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Los Anticuerpos de la Invenclién también son utiles para el
tratamiento, la prevencién, o la disminucién de asma, bronquitis,
neumoconiosis, enfisema pulmonar, y otras enfermedades
obstructivas o inflamatorias de las vias respiratorias.

lLos Anticuerpos de Ila Invencién son dtiles para el
tratamiento de reacciones inflamatorilas agudas e hiperagudas
indeseables que sean mediadas por IL-17, o0 que involucran la
produccién de 1L.-17, o la promocién de la liberacién de TNF por
parte de IL-17, por ejemplo infecciones agudas, por ejemplo
choque séptico (por ejemplo, choque endotéxico y sindrome de
insuficiencia respiratoria de adultos), meningitis, neumonlia; y
quemaduras severas; y para el tratamiento de caquexia o
sindrome de desecho asociado con liberacién patolégica de TNF,
a consecuencia de infeccién, cdncer, o disfuncién de 6rganos, en
especial caquexia relacionada con SIDA, por ejemplo asociada
con, o a consecuencia de, infecciéon por VIH.

Los Anticuerpos de la Invencién son particularmente Gtiles
para el tratamiento de enfermedades del metabolismo 6éseo,
incluyendo osteoartritis, osteoporosis y otros ariritidos
inflamatorios, y pérdida 6sea en general, incluyendo pérdida ésea
relacionada con la edad, y en particular enfermedad periodontal.

Para estas indicaciones, la dosificacién apropiada, por
supuesto, variard dependiendo, por ejemplo, del Anticuerpo de la
Invencidn particular que se vaya a emplear, del huésped, del

modo de administraciéon, y de la naturaleza y severidad de ia
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condicién que se esté tratando. Sin embargo, en el uso
profilactico, en general se indica que se obtienen resultados
satisfactorios en dosificaciones de aproximadamente 0.05
miligramos a aproximadamente 10 miligramos por kilogramo de
peso corporal, mas usualmente de aproximadamente 0.1
miligramos a aproximadamente 5 miligramos por kilogramo de
peso corporal. La frecuencla de dosificacién para usos
profilacticos normalmente estaré en el intervalo de
aproximadamente una vez por semana hasta aproximadamente
una vez cada tres meses, mas usualmente en el intervalo de
aproximadamente una vez cada dos gsemanas hasta
aproximadamente una vez cada 10 meses, por ejemplo una vez
cada cuatro a ocho semanas. El Anticuerpo de la Invencidén se
administra de wuna manera conveniente parenteralmente,
intravenosamente, por ejemplo en la vena anticubital u otra vena
periférica, intramuscularmente, o subcutdneamente. Un
tratamiento profilactico tipicamente comprende administrar el
Anticuerpo de la Invencién de una vez al mes a una vez cada dos
a tres meses, o con menos frecuencia.

Los Anticuerpos de la Invencién se pueden administrar
como el Ganico ingrediente activo, o en conjunto con, por ejemplo,
como un adyuvante para, o en combinacién con, otros fdrmacos,
por ejemplo agentes inmunosupresores o inmunomoduladores, u
otros agentes anti-inflamatorios, por ejemplo para el tratamiento

o la prevencién de las enfermedades mencionadas anteriormente.
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Por ejemplo, los Anticuerpos de !a Invenciéon se pueden utilizar en
combinacién con DMARD, por ejemplo sales de oro, sulfasalazina,
antimalarias, metotrexato, D-penicilamina, azatioprina, 4cido
micofendlico, ciclosporina A, tacrolimus, sirolimus, minociclina,
leflunomida, glucocorticoides; un inhibidor de calcineurina, por
ejemplo, ciclosporina A 6 FK 506; un modulador de Ia
recirculacién de linfocitos, por ejemplo FTY720 y anéalogos de
FTY720: un inhibidor de mTOR, por ejemplo rapamicina, 40-O-(2-
hidroxi-etil)-rapamicina, CCI779, ABT578, AP23573 & TAFA-83;
una ascomicina que tenga propiedades inmunosupresoras, por
ejemplo ABT-281, ASMS81, etcétera; corticosteroides;
ciclofosfamida; azatiopreno; metotrexato; leflunomida; mizoribina;
dcido micofendlico; mifenolato-mofetil; 15-desoxi-espergualina, o
un homélogo, andlogo, o derivado inmunosupresor de la misma,
anticuerpos monoclonales inmunosupresores, por ejemplo
anticuerpos monoclonales para los receptores de leucocitos, por
ejemplo MHC, CD2, CD3, CD4, CD7, CD8, CD25, CD28, CD40,
CD45, CD58, CD80, CD88 o sus ligandos; otros compuestos
inmunomoduladores, por ejemplo una molécula de enlace
recombinante que tenga cuando menos una porcién del dominio
extracelular de CTLA4 o un mutante de la misma, por ejemplo
cuando menos una porcién de CTLA4 6 un mutante de |la misma
unido a una secuencla que no sea de proteina CTLA4, por
ejemplo CTLA4Ilg (por ejemplo designada como ATCC 68628), ¢

un mutante de la misma, por ejemplo LEA29Y; inhibidores de
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moléculas de adhesién, por ejemplo antagonistas de LFA-1,
antagonistas de ICAM-1 ¢ -3, antagonistas de CVAM-4 ¢
antagonistas de VLA-4; o un agente quimioterapéutico, por
ejemplo paclitaxel, gemcitabina, cisplatino, doxorrubicina, 6 5-
fluorouracilo; agentes anti-TNF, por ejemplo anticuerpos
monoclonales para TNF, por ejemplo infliximab, adalimumab,
CDP870, o construcciones receptoras para TNF-RI 6 TNF-RII, por
ejemplo Etanercept, PEG-TNF-RI; bloqueadores de |las citoquinas
proinflamatorias, bloqueadores de IL-1, por ejemplo Anakinra ¢ la
trampa de IL-1, AAL160, ACZ 885, bloqueadores de |IL-8;
bloqueadores de quimiocinas, por ejemplo inhibidores o
activadores de proteasas, por ejemplo metaloproteasas,
anticuerpos anti-IL-15, anticuerpos anti-IL-8, anticuerpos anti-
CD20, NSAIDs, tales como aspirina ¢ un agente anti-infeccioso
(la lista no se limita a los agentes mencionados).

De conformidad con lo anterior, la presente invencién
proporciona, en todavia un aspecto adicional:

Un método como se define anteriormente, el cual
comprende |a co-administracién, por ejemplo de una manera
concomitante o en secuencia, de una cantidad terapéuticamente
efectiva de una molécula de enlace de IL-17, por ejemplo un
Anticuerpo de la Invencién, y cuando menos una segunda
sustancia de farmaco, siendo esta segunda sustancia de fdrmaco
un farmaco inmunosupresor/-inmunomodulador, anti-inflamataorio,

quimioterapéutico, o anti-infeccioso, por ejemplo como se indica
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en lo anterior.

O una combinacién terapéutica, por ejemplo un estuche
terapéutico, que comprenda una cantidad terapéuticamente
efectiva de: a) una molécula de enlace de IL-17, por ejemplo un
Anticuerpo de la Invencién, y b) cuando menos una segunda
sustancia seleccionada a partir de un farmaco
inmunosupresor/inmunomodulador, anti-inflamatorio,
quimioterapéutico, o anti-infeccioso, por ejemplo como se indica
en lo anterior. El estuche terapéutico puede comprender
instrucciones para su administracion.

Cuando los Anticuerpos de la Invencién se administran en
conjunto con otra terapia inmunosupresora/-inmunomoduladora,
anti-inflamatoria, quimioterapéutica, o anti-infecciosa, Ilas
dosificaciones del compuesto de combinacién co-administrado,
por supuesto, variarén dependiendo del tipo de co-fdrmaco
empleado, por ejemplo si es un DMARD, anti-TNF, bloqueador de
IL-1, u otros, del farmaco especifico empleado, de la condicién
que se esté tratando, etcétera.

Las composiciones farmacéuticas de la invencidn se
pueden fabricar de una manera convenclonal. Una composicién de
acuerdo con la invencién de preferencia se proporciona en una
forma liofilizada. Para su administracién inmediata, se disuelve
en un vehlculo acuoso adecuado, por ejemplo agua estéril para
inyecciones, o suero fisiolégico regulado estéril. Si se considera

deseablie formar una solucién de un mayor volumen para su
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administracién mediante infusién en lugar de hacerlo como una
inyeccién de bolo, es conveniente incorporar albumina de suero
humano o la propia sangre heparinizada del paciente en el suero
en el momento de la formulacién. De una manera alternativa, la
formulacién se da de una forma subcutanea. la presencia de un
exceso de esta protelna fisiolédgicamente inerte previene Ila
pérdida del anticuerpo por su adsorcién sobre las paredes del
recipiente y la tuberfa utilizados con la solucién para infusidn. Si
se utiliza albimina, una concentracién adecuada es del 0.5 al 4.5
por ciento en peso de la solucidén salina. Otras formulaciones
comprenden una formulacién liquida o liofilizada.

La invencidén se describe ademés a manera de ilustracién
en los siguientes ejemplos.

EJEMPLOS

Se utilizan ratones transgénicos diseflados para expresar
el repertorio de IgG/k humano en lugar del repertorio de
inmunoglobulina de murino (Fishwild y colaboradores, 1996, Nat
Biotechnol., 14, 845-851), para generar anticuerpos para la IL-17
humana. Las células-B de estos ratones se inmortalizan mediante
tecnologla de hibridoma convencional, y se obtienen c¢élulas de
hibridoma de murino, las cuales saecretan al anticuerpo AIN457 de
IgG/ x humana.
Ejemplo 1: Generaclén del hibridoma, purificaclén de los
anticuerpos, seleccldn del anticuerpo AINA457,

Produccién de IL-17 humana recombinante (hullL-17): La
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hulL-17 recombinante se produce ya sea en E. coli an cuerpos de
inclusién y se repliega mediante técnicas convencionales
(producida en casa sin vehlculo (E. coli; Novartis Pharma, lote
BM-E3141/98), o bien se compra (sin vehlculo, E. coli; R&D
Systems #317-IL/CF)), o como |a proteina secretada vy
parcialmente glicosilada en HEK.EBNA (hulL-17 recombinante, sin
vehiculo (IL-17 APP-C8 a partir de células HEK/EBNA
transfectadas; Novartis Pharma, lote En.E-3382/82; 0.28
miligramos/mililitro); hulL-17 recombinante, sin vehlculo (IL-17
APP-C4 a partir de células HEK/EBNA transfectadas; Novartis
Pharma, lote En.E-3382/83; 0.29 miligramos/mililitro)). La tltima
forma proporciona una extensién C-terminal de 4 aminoé’cidos
para una rapida purificacién a partir de los sobrenadantes de
cultivo mediante cromatografia por inmunoafinidad. En este caso,
los sobrenadantes de cultivo se cargan sobre una columna del
tamafio apropiado, de un anticuerpo anti-marca inmovilizado
especlifico acoplado con Sepharose 4B activada con CNBr en una
densidad de 10 miligramos/mililitro de resina, siguiendo las
instrucciones del fabricante (Pharmacia). Después del lavado de
la linea base con suero regulado con fosfato, se eluye la hulL-17
enlazada con glicina 100 nM, pH de 2.7, e inmediatamente se
neutraliza con NaOH diluido. !
Acoplamiento de hulL-17 con Ia hemocianina de limpete
de orificlo (KLH): La hullL-17 producida ya sea en E. coli o bien

HEK.EBNA, se acopla con KLH preactivada con un exceso de
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reticulante homobifuncional de suberato de disuccinimidilo (DSS).
Dicho de una manera breve, 20 miligramos de Inject® Mariculture
KLH liofilizada (Pierce #776800) se reconstituyen con 2 mililitros
de H,0, para dar una solucién de 10 miligramos/mililitro que
contiene suero regulado con fosfato (PBS), pH de 7.2. A esta
solucién se le agregan 400 microlitros de DSS 250 mM en
sulféxido de dimetilo (DMSO), y la mezcla se agita durante
aproximadamente 1 hora a temperatura ambiente (no se disuelve
todo el reactivo, y se forma algun precipitado). Después de una
breve centrifugacién y filtracién (0.45 micras), la soluciéon se
desala luego sobre Sephadex G25 fina (Pharmacia) en suero
regulado con fosfato (velocidad de flujo de 2 mililitros/minuto),
produciendo aproximadamente 11 miligramos de KLH activada a
1.5 miligramos/mililitro (Bradford). 1 mililitro de la KLH activada
(1.5 miligramos) se mezcla con 1 mililitro de una solucién de 9
mitigramos/mililitro en agua de hulL-17 derivada de E. coli
liofilizada (lote BM-E3141/98). La solucién permanece
transparente, y se incuba durante 2 horas a temperatura
ambiente. La concentracién del complejo resultante es de 1.4
miligramos/mililitro (medido por Bradford). 1 mililitro de la KLH
activada (1.5 millgramos) se mezcla con 1 mililitro de hullL-17 de
HEK.EBNA hullL-17 (aproximadamente 3 miligramos en agua; lote
En.E-3382/83). La solucidn permanece transparente, y se incuba
durante 2 horas a temperatura ambiente. La concentracidén

(Bradford) es de 2.9 miligramos/mililitro.
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Inmunizaclién: E| ratdén genéticamente diseflado 27340
(hembra; MEDAREX Inc. Annandale, NJ), en el que los genes de
las partes variable y constante de inmunoglobulina de murino son
funcionalmente reemplazados por sus contrapartes humanas
(genotipo Tg, cédigo 221100-TgH (CMD)++; TgN(Hco7)11952+,
TgH{JKD)++; TgN(KCO5)9272+ (ver también Sherie L. Morrison,
1994, Nature, Volumen 388, paginas 812-813; Nils Lonberg ¥y
colaboradores, 1994, Nature, Volumen 388, paginas 856-858), se
inmuniza siguiendo el esquema reportado en la Tabla 1.

Tabla 1. Programa de Inmunlizaclién.

Dia Fecha Inmunégeno Dosls y Via de
Administracién
07.06.01 hulL-17 (BM- |25 microgramos de
0

E3141/98) acoplada |cada una subcuta-
con KLH mezclada [ neamente en dos

a 1:1 con hulL-17 j puntos; volumen
(BM-E3141/98) en |total/ratén con
adyuvante Gerbu adyuvante: 100
microlitros
21.06.01 hulL-17 (BM- |25 microgramos de

14 1 (1er.refuerzo) | E3141/08) acoplada |cada una subcuts-

con KLH mezclada | neamente en dos

a 1:1 con hulL-17 | puntos; volumen
(En.E-3382/83) total/-ratén con
acoplada con KLH |adyuvante: 100

en adyuvante de |microlitros.
Gerbu.

\%6
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28 |05.07.01 hulL-17 (BM-]110 microgramos de
(2° refuerzo) [E3141/988) cada una subcutanea
mezclada a 1:1 con |en dos puntos;
hulL-17 (En.E- | volumen total/ratén
3382/83) en |con adyuvante: 100
adyuvante de | microlitros.
Gerbu.
35 |(12.07.01 sueroe recolectados
para el ELISA
42 119.07.01 hulL-17 (BM- |20 microgramos de
(3er.refuerzo) (E3141/98) cada wuna subcuté-
mezclada a 1:1 con | neamente en dos
hulL-17 (En.E- | puntos; volumen
3382/83) acoplada |total/-ratén con
con KLH en | adyuvante: 100
adyuvante de | microlitros.
Gerbu.
63 08.08.01 hullL-17 (BM- |20 microgramos de

(4° refuerzo)

E3141/98) acoplada
con KLH mezclada
a 1:1 con hulL-17
(En.E-3382/83)
acoplada con KLH
en adyuvante de
Gerbu

cada una subcutéa-
neamente en dos

puntos; volumen
total/-ratén con
adyuvante: 100
microlitros.
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91 |06.09.01 hulL-17 (BM- |20 microgramos de
E3141/98) cada wuna subcuta-
mezclada a 1:1 con |neamente en dos
hulL-17 puntos; volumen
(En.E.3382/83) en |total/-ratén con
adyuvante de | adyuvante: 100
Gerbu. microlitros.

99 |[14.09.01 sueros recolectados

para el ELISA.

117 | 02.10.01 hulL-17 (En.E- |10 microgramos/-
3382/83) ratén intravenosa.
hulL-17 En.E- {10 microgramos/ratén
3382/83) acoplada |intraperitoneal.
con KLH.

118 1 03.10.01 hulL-17 (En.E- |10 microgramos/ratén
3382/83) acoplada |intraperitoneal.
con KLH

119 | 04.10.01 hulL-17 (En.E- | 10 microgramos/ratén
3382/83) acoplada |intraperitoneal.
con KLH

120 | 05.10.01 fusién

Se obtienen muestras de suero 35 y 89 dias después del
inicio del protocolo de inmunizacién, para medir los niveles del
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anticuerpo anti-hulL-17 mediante el ensayo inmunosorbente
enlazado con enzima (ELISA).

Generacién de hibridomas: En el dla 120, se sacrifica el
ratdon 27340 mediante inhalacién de CO,. Las células de bazo
totales (1x10°%) se fusionan con las céiulas PAI-0 (5x107 células)
utilizando PEG 4000. Las células fusionadas se aplican a 720
pozos (1 mililitro/pozo), que contienen una capa alimentadora de
células peritoneales de ratén (ratones Balb/c), en un medio HAT
(RPMI 1640 conteniendo 2 gramos/litro de bicarbonato de sodio,
B-mercaptoetanol 5x10°% M, hipoxantina 10°* M, timidina 1.6x10""
M, aminopterina 4x10°7 M, suero de becerro fetal inactivado por
calor al 10 por ciento, y 50 microgramos/mililitro de gentamicina).
En el dla 14, se intercambia el medio HAT con un medio HT, es
decir, un medio HAT sin aminopterina. El rastreo se inicia en el
dla 10, y dura dos semanas. De los 720 pozos iniciales aplicados,
884 pozos (95 por ciento) son positivos para el crecimiento del
hibridoma. Los sobrenadantes se recolectan y se rastrean para
determinar el anticuerpo monoclonal reactivo con hulL-17 en el
ELISA, utilizando tanto hullL-17 derivada de E. coli como derivada
de HEK/EBNA. 52 pozos primarios califican positivo para la
presencia de anticuerpos anti-hulL-17. Se clonan 28 hibridomas, y
los restantes se congelan. La clonaciéon se hace en cuatro placas
de microtitulacién de 96 pozos, en un medio HT, y una capa
alimentadora de células peritoneales de ratén. Los hibridomas se

aplican a 0.5 células/100 microlitros por pozo. Los pozos se

A
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rastrean microscdpicamente para determinar el crecimiento, y los
positivos se alimentan con 100 microlitros del medio HT. Al dla
sigulente, se prueban los sobrenadantes para determinar Ila
produccién de anticuerpos en un ELISA especifico de hulL-17.

Después de la clonacién, la mayoria de los hibridomas clonados

" retienen la capacidad para secretar el anticuerpo monoclonal

(MADb) especifico anti-hulL-17.

Produccién y purificaclén del anticuerpo: Los clones
seleccionados se transfieren al medio exento de suero (5
mililitros) en matraces de TC (TC: cultivo de tejido) de 25
centimetros cuadrados. Los hibridomas 8o expanden
progresivamente en el medio exento de suero en matraces de
cultivo de tejido de 75 centimetros cuadrados y en matraces
rodantes. Todos los diferentes anticuerpos monoclonales anti-
hulL-17, incluyendo el NVP-AIN457-NX (340-110-28, es decir,
nimero de ratén-nimero de hibridoma-nimero de clon) se
purifican mediante cromatografia por afinidad con Protelna A. Los
sobrenadantes del cultivo se ajustan a un pH de 7.3, y se cargan
sobre una columna del tamafio apropiado de Protefna A-
Sepharose 4 de flujo rapido (Pharmacia). Después del lavado de
la linea base con regulador de fosfato 100 mM, pH de 7.3, los
anticuerpos enlazados se eluyen con citrato 50 mM, pH de 2.7,
NaCl 140 mM. La fracciéon eluida se neutraliza inmediatamente
(pH de 7.0), y se filtra estéril. La concentracion de proteinas se

determina mediante absorcién a 280 nanédmetros, utilizando un
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factor de 1.35 Unidades de Absorcidn (AU)/miligramo.

Actividad Inhibidora del anticuerpo monocional anti-
huiL-17 sobre Ia producclén de IL-18 Iinducida por hullL-17 en
fibroblastos dérmicos humanos: Se cultivan fibroblastos
dérmicos humanos en FBM complementado con suero de becerro
fetal al 2 por ciento, insulina (5 microgramos/miliiitro), huFGF-
basico (0.1 microgramos/mililitro), y gentamicina (50
microgramos/mililitro). Los fibroblastos se separan del plastico
utilizando una solucién de tripsina/EDTA. Los fibroblastos se
distribuyen en placas de microtitulacién de 96 pozos, a una
densidad de 1x10* células/pozo en FBM complementado con suero
de becerro fetal al 1 por ciento. Se permite que los fibroblastos
se adhieran a las placas durante la noche. A |la siguiente mafiana,
se remueven del medio, y se agregar FBM fresco complementado
con suero de becerro fetal al 1 por ciento, hulL-17 (diferentes
concentraciones en el intervalo de 30 a 500 nanogramos/mililitro),
y sobrenadante de hibridoma (diluciéon final de 1/5) o anticuerpos
purificados, hasta un volumen final de 200 microlitros. Los
sobrenadantes del cultivo s8se recolectan después de una
incubacién de 24 horas, y se mide la produccién de hullL-8
mediante ELISA.

ELISA para la detecclén de anticuerpos hulL-17: Las
placas de microtitulaciébn ELISA se recubren con hullL-17
recombinante (100 microlitros/pozo a 3 microgramos/mililitro; iote

BM-E3141/98 6 En.E-3382/82) en suero regulado con fosfato,
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NaN; al 0.02 por ciento, y se incuban durante la noche a
temperatura ambiente. Al dla sliguiente, las placas de
microtitulacién se bloquean con 300 microlitros de suero regulado
con fosfato/albiumina de suero bovino al 2 por ciento/NaN, ai 0.02
por ciento durante 2 horas a 37°C. Luego las placas se lavan
cuatro veces con suero regulado con fosfato/Tween 20 al 0.05 por
ciento/NaN; al 0.02 por ciento. Se agregan diluciones en suero
del ratén 27340 (intervalo de dilucién final en el dla 35: 1/100 a
1/3200; intervalo de dilucién final al dia 99: 1/200 a /12800; 100
microlitros/pozo), o sobrenadantes de cultivo de hibridomas
(dilucién final de 1:3; 100 microlitros/pozo). Después de una
incubacién durante la noche a temperatura ambiente, las placas
se lavan cuatro veces con suero regulado con fosfato/Tween 20 al
0.05 por ciento/NaN, al 0.02 por ciento. Se agrega un anticuerpo
especifico de fragmento Fc de ratén anti-hu-lgG conjugado con
biotina en una dilucién final de 1/20000 (100 microlitros/pozo).
Las muestras se dejan reacclonar durante 4 horas a temperatura
ambiente. Después de lavarse (cuatro veces), se agrega
estreptavidina conjugada con fosfatasa alcalina en una dilucién
final de 1/8000 (100 microlitros/pozo). Después de 40 minutos a
temperatura ambiente, las placas se lavan de nuevo cuatro veces,
y se agrega el sustrato (regulador de fosfato de p-nitrofenilo en
dietil-amino, pH de 9.8; 150 microlitros/pozo). Las placas se leen
después de 30 6 45 minutos, dependiendo del desarrollo de la

reaccién, en un lector de microtitulacién (BioRad) utilizando

\&2/
O
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filtros de 405 y 480 nanémetros.

ELISA para la deteccién del Isotipo del anticuerpo: Para
revelar el isotipo del anticuerpo monoclional, se agregan
sobrenadantes de cultivo (100 microlitros; dilucién final de 1/5) a
los pozos de placas de microtitulacién recubiertas con hullL-17
(ver anteriormente), y se incuban durante la noche a temperatura
ambiente. Después de {lavarse (4 veces), se agregan 100
microlitros/pozo de los anticuerpos monoclonales de ratdn
conjugados con biotina anti-humanos I1gG1 (dilucién final de
1/1000), 1gG2 (dilucién final de 1/1000), 1gG3 (dilucién final de
1/1000), 1gG4 (dilucién final de 1/2000), 6 la cadena ligera k anti-
humana (dilucién final de 1/1000) durante 4 horas a temperatura
ambiente. Como un control, se utiliza el anticuerpo monocional
especifico de la cadena ligera A1 y A2 de rata antli-ratén
conjugado con biotina (dilucidon final de 1/1000). Esto es seguido
como se describié anteriormente, por lavado y adicion de
estreptavidina conjugada con fosfatasa alcalina (100 microlitros;
dilucién final de 1/8000). Después de lavar (4 veces), se agrega
el sustrato (regulador de fosfato de p-nitrofenilo en distil-amino;
100 microlitros). Las placas se leen después de 30 6 45 minutos,
dependiendo del desarrollo de la reaccién, en un lector de
microplacas (Bio-Rad) utilizando filtros de 405 y de 490
nandmetros.

ELISA para la deteccién de la produccién de hulL-8: Las

placas de microtitulacion ELISA se recubren con un anticuerpo
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monoclonal de ratén anti-hulL-8 (MAB206 de R&D Systems; 100
microlitros/pozo a 4 microgramos/mililitro) en suero regulado con
fosfato, NaN, al 0.02 por ciento, y se incuban durante |la noche a
temperatura ambiente. Al dla siguiente, las placas de
microtitulacién se bloquean con 300 microlitros de suero regulado
con fosfato/albumina de suero bovino al 2 por ciento/NaN; al 0.02
por ciento durante 2 horas a 37°C. Luego las placas se lavan 4
veces con suero regulado con fosfato/Tween 20 al 0.05 por
ciento/NaN, al 0.02 por ciento. Se agregan los sobrenadantes de
cultivo de fibroblastos dérmicos humanos (dilucién final de 1:3;
100 microlitros/pozo). Para establecer una curva de titulacidn, se
titula la hulL-6 (100 microlitros/pozo) desde de 400
picogramos/mililitro hasta 3.1 picogramos/mililitro en pasos de
dilucidén de 1:2. Después de una incubacién durante |la noche a
temperatura ambiente, las placas se lavan 4 veces con suero
regulado con fosfato/Tween 20 al 0.05 por ciento/NaN, al 0.02 por
ciento. Se agrega un anticuerpo de cabra anti-hulL-8 conjugado
con biotina (BAP206; R&D Systems) (25 nanogramos/mililitro; 100
microlitros/pozo). Las muestras se dejan reaccionar guante 4
horas a temperatura ambiente. Después de lavar (4 veces), se
agrega estreptavidina conjugada con fosfatasa alcalina en una
dilucién final de 1/8000 (100 microlitros/pozo). Después de 40
minutos a temperatura amblente, las placas se lavan de nuevo 4
veces, y se agrega el sustrato (regulador de fosfato de p-

nitrofenilo en dietil-amino, pH de 9.8; 150 microlitros/pozo). Las
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placas se leen después de 30 minutos en un lector de
microtitulacién (Bio-Rad) utilizando filtros de 405 y de 480
nanémetros.

Céiculos: Los valores se reportan como valores O.D.
originales o como el porcentaje de inhlbicién calculado sobre la
media de los valores duplicados. Los datos adicionales se
reportan como Medias + SEM. Se utilizé una curva estadndar de
hulL-6 para medir la concentracién de hulL-6 en Ilos
sobrenadantes de cultivo, mediante la utilizacién de un ajuste

clbico de la curva.

Resultados

Titulaciones de suero del ratén 27340:;

Tabla 2. Titulaclones de suero antl-hullL-17 {ratén 27340).

Dilucién en suero

Valores O.D. (Medias + SEM)

Diag | hulL-17 | 1:100 | 1:200 | 1:400 | 1:800 1:1600 | 1:3200 | 1:6400 | 1:12800

lote*

35 | Ecoli [1.795 |1.524 |1.167 |0.854 |0.615 |[0.378

+0.022 | +0.006 | +0.015 | +0.0.13 | +0.005 | +0.032

xb
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HEK/EBNA | 2.180 ; 1.875 | 1.577 1313 ] 1.031 |0.728

+0.041 | +0.005 | +0.047 | +0.016 [ +0.011 | +0.003

99 | E.coli 2.130 | 1.913 1.635 (1494 |1.125 | 0810 |0.559

+0.078 | +0.0075 | +0.041 | +0.066 | +0.001 | +0.070 | +0.021

HEK/EBNA 2.029 |1.925 1.716 | 1.524 | 1259 |0970 |0.706

+0.005 | +0.030 | +0.012 | +0.004 | +0.018 | +0.036 | +0.002

Las placas de microtitulacién se recubrieron con hulL-17 (3
microgramos/mililitro) de E. coli (BM-E3141/98) o de células
HEK/EBNA (En.E-3382/82).

El suero del ratén 27340 se analiza en un ELISA para
determinar la presencia de los anticuerpos anti-hulL-17 en los
dias 35 y 99, en dos preparaciones diferentes de hulL-17 (Tabla
2). Los resultados muestran que las titulaciones del suero del
ratdn 27340 aumentan aproximadamente 4 veces entre el dia 35 y
el dia 99, y que se reconocen ambas preparaciones de hulL-17.

Enlace en ELISA de los sobrenadantes de hibridoma: Se
prueban 684 sobrenadantes en el ELISA para determinar la
presencia de Ilos anticuerpos antl-hullL-17, utilizando dos
preparaciones de hulL-17 recombinante, la primera de E. coli
(BM-E3141/98) y la ultima de HEK/EBNA (En.E-3382/82). 52
sobrenadantes califican positivos para la presencia de
anticuerpos anti-hulL-17 (Tabla 3). Se observa un enlace

preferencial a una o a la otra preparacién de hulL-17 en unos
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cuantos

casos.

Los

28

hibridomas

subsecuentemente estan subrayados.

Tabla 3. Reactividad de los sobrenadantes de

que

clonan

cultivo en el

ELISA.
Hibridoma | hulL-17, HEK/EBNA | Hibridoma | hullL-17, HEK/EBNA
No. iote* Valores (No.) jote Valores
E. coll O.D. E. coll 0.D.
Valores Valores
0.D. 0.D.
1 1.935/1.830 | ND 386 1.780/1.812 | 2.002/1.805
3 1.928/1,928 | 2,026/1.956 | 435 2.194/2.139 | 2.221/2.169
5 1.3686/1.471 | 2.099/2.042 | 439 1.180/1.2368 | 1.442/1.470
59 1.917/2.078 | 2.342/2.384 | 444 1.034/1.0668 | 1.166/1.138
68 1.629/1.619 | ND 450 2.0680/2.209 | 2.079/2.237
104 2.650/2.716 | 2.439/2.366 | 477 1.392/1.348 | 1.515/1.524
108 1.329/1.371 | 1.362/1.4685 | 486 2.131/2.078 | 2.560/2.798
110 2.355/2.363 | 2.425/2.497 | 504 1.755/1,559 | ND
112 0.789/0.857 | 1.154/1.208 2.332/2.455 | 2.370/2.381
116 1.656/1.652 | ND 544 1,145/1.196 | 1.187/1.201 |
128 1.244/1.669 | 0.714/0.695 | 548 0.728/0.750 ( 0.881/0.909
142 1.192/1.322 | 0.847/0.810 | 552 0.824/0.811 | 0.869/0.943
173 1.899/2.108 | 1.966/2.023 | 557 2.241/2.326 | 2.347/2.483
182 0.948/0.903 | 0.874/0.868 | 564 0.828/0.675 | 0.808/0.820
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190 2.249/2.084 2.150/2.139 568 1.092/1.068 1.239/1.152
196 1.406/1.305 1.797/1.752 577 1.018/0.928 1.226/1.208
216 1.120/1.148 1.114/1.128 597 10.781/0.821 1.117/1.121 |
(234 11.880/1.990 |ND 612 1,935/1.777 2.033/1.989
(277 | 1.674/1.640 ND 22 2.121/2.230 2.592/2.277
285 0.678/0.789 0.735/0.784 827 | 1.000/1.077 1.203/1.209
298 2.475/2.877 2.340/2.358 649 1.335/1.389 1.3111.337
1305 11.721/1.789 0.602/0.834 |658 | 1,218/1.297 1.415/1.437
319 1.111/1.073 1.223/1.202 874 1.112/1.087 1.134/1.127
328 1.738/1.762 1.869/1.835 686 1.447/1.548 1.730/1.646
343 | 2.478/2.702 2.302/2.448 705 1.898/1.803 1.870/1.872
373 1.200/1.194 1.212/1.233 720 2.249/2.420 2.383/2.385
*Las placas 6e recubren c¢on hulL-17 recombinante (3

microgramos/mililitro) a partir de E. coli (BM-E3141/98) 6 a partir
de células HEK/EBNA (En.E-3382/82). Los sobrenadantes se
prueban en la dilucidn final de 1/3.

Enlace en ELISA de sobrenadantes de cultivo de los
clones de hlbrl.doma: En la Tabla 4 se muestra la reactividad en
ELISA de los sobrenadantes de los clones de 11 hibridomas, que
retuvieron |la mejor producciéon de anticuerpo monoclonal anti-
se seleccionaron

hulL-17. Los clones, realzados en negrillas,

para producir aproximadamente 1 litro de sobrenadante en

botellas rodantes para la puriflcaciéon y el andlisis de los
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anticuerpos. Con la excepcidén de los clones derivados a partir del

hibridoma No. 5, que produjeron un anticuerpo hulgG3k, todos los

demas clones produjeron el anticuerpo monoclonal hulgGk, como

fue evaluado por los anticuerpos monoclonales especificos del

isotipo.

Tabla 4. Reactividad en ELISA de los sobrenadantes de cultivo

para hulL-17.

Clon Sobrena- Clon Sobrena- Clon Sobrene-
(No.) dantes* (No.) dantes* (No.) dantes*
Valores O.D. Valores Valores
0.D. 0.D.
3-2 2.198/1.840 108-1 1.244/1.308 | 5434 1.003/0.813
3-2 1.909/1.939 108-2 1.203/1.138 | 543-16 0.795/0.717
3-21 1.873/1.812 106-3 1.176/1.168 | 557-6 0.879/0.840
5-18 1.240/1.168 110-7 1.535/1.393 | 557-36 0.880/0.925
5-22 1.340/1.396 110-28 1.376/1.370 | 557-37 1.104/1.109
5.29 1.316/1.354 305-21 1.484/1.518 | 622.2 0.923/0.894
5.31 1.227/1.302 5 1.669/1.858 | 622-5 1.070/1.032
5-40 1,364/1,543 343-1 1.351/1.375 | 622-8 0.880/0.853
104-2 1.385/1.289 439-80 2.506/2.543 | 658-2 0.744/0.744
1044 1.085/1.044 450-13 1.568/1.8610 | 858-8 0.768/0.772
104-9 1.488/1.304 450-23 1.658/1.667 | 8658-16 0.741/0.758
104-11 1,670/1.380 543-1 1.074/0.891
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Las placas de microtitulacién se recubren con hulL-17
recombinante (3 microgramos/mililitro) a partir de células
HEK/EBNA (En.E-3382/82).

Actividad neutralizante de Ios sobrenadantes de cultivo:
Se prueban los sobrenadantes de cultivo para determinar la
inhibicién de la producclén de hulL-6 por parte de fibroblastos
dérmicos humanos estimulados con hulL-17 recombinante. Como
se muestra en la Tabla 5, |la mayoria de los sobrenadantes de
cultivo muestran una actividad inhibidora.

Tabla 5. Inhiblclén de la producclén de IL-6 Inducida por
hulL-17 en fibroblastos dérmicos humanos medlante los
sobrenadantes de cultivo.

Inhibicién de Ia producclén de IL-8 (%)

Clon (No.) Cantidad de hullL-17 utilizada
como estimulo (ng/mi)
62.5 125 250 500
3-20 86.3 75.0 33.1 23.2
3-40 23.3 41.4 20.3 19.0
104-11 47.7 48.5 22.2 16.3
106.1 61.6 19.8 5.7 9.8
110-28 99.8 92.5 88.6 61.3
305-38 47.2 47 .1 36.6 23.7
343-1 96.8 102.4 90.5 66.4
450-23 51.7 48.5 47.5 26.6
543 .4 -6.0 -12.0 -8.5 -7.1
622-2 34.0 23.2 20.3 18.4
8658-16 34 4 27.7 12.7 18.8
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Actividad neutralizante de AIN4S5: La seleccidon del clon
110-28 para la produccién del candidato de desarrollo AIN457
(modalidad preferida de la invenclén) se basa en la medicidn de
la actlvidad neutralizante y afinidad en BIACORE 2000 de los
anticuerpos modificados (ver en seguida el Ejemplo 2).

Ejemplo 2: AIN457 se enlaza con una afinidad muy ailta a
la IL-17 humana recombinante (hulL-17); la Kp es 122+22 pM
(BlAcore) y neutrallza la producecldédn de IL-6 humana induclda
por hulL-17 en flbroblastos dérmicos humanos; la IC50 o8 2.1+
0.1 nM en una concentraclién de 1.87 nM de hullL-17,

a) Métodos

Reactivos: Los reactivos generalss de Ilaboratorio se
adquieren en Merck o en Sigma, y son del grado de mids alta
pureza disponible; las fuentes de los reactivos de especialidad se
detallan en seguida.

Proteinas: Los anticuerpos monoclonales se generan
mediante la inmunizacién de ratones transgénicos MEDAREX con
ia IL-17 humana recombinante, y luego siguiendo el procedimiento
convencional para producir lineas celulares, a partir de las cuales
se podria purificar el material secretado mediante cromatografia
con Protelna A-Sepharose (esencialmente como se describe en el
Ejemplo 1). El AIN457 se almacena como una solucién filtrada
estéril en citrato de Na 50 nM, pH de 7.0, NaCl 140 mM a 4°C. Ei
AIN457 humano recombinante (lote KBO3303A) se obtiene en una

soluciéon de suministro estéril ya sea de citrato de Na 20
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mM/regulador de fosfato 40 mM, pH de 7, NaCl 150 mM, o bien
4cido acético 20 mM, pH de 5.5 ajustado con base-Tris 1M. Las
concentraciones estdn usualmente en el intervalo de 2
miligramos/mililitro, y se diluyen una concentraclén final de 5
microgramos/mililitro en regulador BIA (HEPES 20 mM, pH de 7.4,
NaCl 150 mM, Tween 20 al 0.05 por ciento por voelumen/volumen)
para los experimentos Biacore.

La IL-17 humana recombinante se produce en casa; lote
En/E 3882/83; 0.29 miligramos/mililitro.
Mediclones BlAcore

La determinacidén de los pardmetros de enlace cinético y de
los niveles de reactividad cruzada, se hace mediante mediciones
de resonancia de plasmones superficiales utilizando el biosensor
6ptico BlAcore 2000 (BlAcore AB, Upsalla, Suecia, ver Lit. HS 1,2
para los detalles). Esta tecnologia permite hacer la determinacién
sin marcas de las constantes microscépicas del Indice para el
enlace (Kgciivads) ¥ 12 disociacién (Kgessctivess) d@ un ligando con un
receptor. Por consiguiente, es especialmente adecuada para
caracterizar las interacciones de anticuerpos-antigenos. Esta
tecnologla complementa, y en muchos aspectos es superior, a las
mediciones ELISA (Van Regenmortel, Dev. Biol. (Basilea),
2003;112:141-51). Los estudios de enlace de la IL-17
recombinante con el anticuerpo AIN457 de IL-17, se llevan a cabo
de dos maneras. En el protocolo estandar, el AIN457 es

capturado por un anticuerpo Fcy anti-humano (Jackson
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Immunochemicals; Cat. No. 109-005-088) que previamente se
inmoviliza sobre un chip sensor BlAcore CM-5 (grado de
investigacién). El enlace covalente del anticuerpo de captura Fcy
se hace con el "estuche de acoplamiento de amina® proporcionado
por BlAcore (BlAcore, Cat. No. BR-100-50). TIpicamente, se unen
3000 RUs de anticuerpo de captura a la superficie de dextrano
activada con una solucién de 30 microgramos/mililitro de
anticuerpo anti-Fcy en regulador de Ac 10 mM, pH de 4.5, a una
velocidad de flujo de 5 microlitros/minuto, lo cual conduce a
aproximadamente 250 RUs de inmovilizacién de AIN457. Como
una orientaciéon, 1000 RUs corresponden a una transferencia de
masa de 1 nanogramo/millmetro cuadrado. De una manera
alternativa, el anticuerpo AIN457 de IL-17 8Seccién 3.2; Tabla 4),
se acopla directamente con la superficie del chip sin anticuerpo
de captura. Los resultados se comparan con el protocolo descrito
en |la Tabla 9 (ver méas adelante).
b) Resultados
Cinédtica de enlace del comple)o do IL-17/AINAST

La constante de disociacién en equilibrio Kp permite hacer
algun juicio acerca de la establlidad de los complejos, una vez
formados in vivo. Por consiguiente, hemos determinado las
cor;stantes cinéticas para el enlace de la IL humana al anticuerpo
AIN457 inmovilizado, y hemos derivado |la Kp para el proceso a
partir de estos datos. La Tabla 3 muestra el resumen de los datos

obtenidos cuando se ajustan las curvas de dos experimentos al
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modelo de Langmuir utilizando el software BlAevaluation 3.0.
Aunque por supuesto, el anticuerpo es bivalente, el enlace se
puede tratar como un evento de 1:1, exhibiéndose los sitios de
enlace individuales del anticuerpo en la superficie que |llega a ser
ocupada por las moléculas monoméricas de IL-17. Este
experimento muestra tanto una asociacién extremadamente rapida
como l|la cinética de disociacién muy lenta del complejo de
anticuerpo-quimiocina. Se obtiene el mejor ajuste de datos
cuando los sensogramas se tratan individualmente (en lugar que
globalmente, como se sugiere en Ia BlAevaluation). Por
consiguiente, después de combinar la serie de titulacién,
obtenemos valores promedio a partir de 12 sensogramas de
Kectiveds = (4.1 + 0.1) x 10° 1/M 8; Kdesactivaca = (3.8 + 0.5) x 10°*
1/s; y para Kp = 122 + 22 pM.

s
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Tabhla 3. Constantes cinéticas del enlace 1:1 de IL-17 humana

recombinante al NVP-AIN457.

Conc [nM] | Kectivage [1/Ms] Kaopactivade [1/8] KD IM] Exp. IL-314
2 3.31E+05 3.36E-05 1.02E-10 Prueba 1
4 1.28E+05 3.78E-05 2.95E-10

8 3.79E+05 1.86E-05 4.90E-11

12 3.60E+05 3.00E-05 8.33E-11

16 3.562E+05 5.70E-05 1.62E-10

20 3.52E+05 4.15E-05 1.18E-10

2 1.23E+08 1.97E-05 1.60E-11 Prueba 2
4 4 11E+05 1.20E-05 2.92E-11

B8 3.78E+05 4.54E-05 1.20E-10

12 -3.46E+05 5.13E-05 1.48E-10

16 3.17E+05 5.95E-05 1.88E-10

20 3.34E+05 5.01E-05 1.50E-10

Medio 4. 10E+05 3.80E-05 1.22E-10 n=12
SEM 7.73E+04 4.51E-08 2.21E-11

Ko media a partir de entradas individuales (verticalmente), en
lugar de aplicar la ecuacién Kp = Kgesactivada/Kactivada-

Para el AIN457 producido en las células recombinantes
(KB03303A), se llevan a cabo mediciones de afinidad para las
citoquinas IL-17 de hombre, titi, Rhesus, y mono cinomolgo,

respectivamente. Los detalles experimentales de las mediciones
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Biacore son iguales a los descritos anteriormente para el
anticuerpo MAB110-28. Se Illevan a cabo dos pruebas
independientes, probando seis concentraciones de IL-17 en cada
prueba. Las concentraciones para la IL-17 humana son de 2, 4, 8,
12, 18, 20 nM, y de 10, 20, 30, 40, 50, 860 nM para todas las
demas especies. El anélisis de datos completo produce n=12
mediciones individuales para cada especie de IL-17. Se reportan

la Kp asl como SEM.

Tabla 4. Resumen: constantes cinéticas para el enlace de 1:1
de IL-17 humana recombinante, de titl, de Rhesus, y de mono

cinomoigo con el NVP-AIN457 (KB03303A).

Especie KD [M] SEM
Media
Prueba 1+2
Humano 0.227 nM +/- 0.03 nM
Titl 1.2 nM +/- 0.1 nM
Mono Rhesus 8 nM +/- 1 nM
Mono cinomoligo 6 nM +/- 0.7 nM

En las siguientes Tablas 5 a 8 se dan los datos de todo el
conjunto de los andlisis BlAcore para el anticuerpo KB03303A con

Kactivedar Kdesactivada, ¥ Kp, ¥ 128 especies de IL-17 respectivas.
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humana recombinante con AIN45§7 (KB03303A).

Constantes cinéticas para el enlace de 1:1 de IL-17

\S*

50

Conc [NM] | Kectvads [1/M8] | Kossscoveas [1/8] | KD [M] | Exp. IL-366/IL-365
2 3.37E+05 6.43E-05 1.01E-10 | Prueba 1
4 2.59E+05 7.76E-05 2.99E-10

8 2.12E+05 5.21E-05 2.46E-10

12 2.18E+05 7.36E-05 3.38E-10

16 2.02E+05 7.15E-05 3.54E-10

20 1.92E+05 8.04E-05 4.20E-10

2 5.50E+05 7.01E-05 1.27E-10 | Prueba 2
4 3.22E+05 3,30E-05 1.02E-10

8 2.85E+05 4.73E-05 1.66E-10

12 2.86E+05 4.84E-05 1.69E-10

16 2.61E+05 3.00E-05 1.18E-10

20 2 58E+05 4.90E-05 1.90E-10

Media 2.82E+05 5.82E-05 2.2TE10 | n=12
SEM 2.77TE+05 4.81E-08 3.00E-11
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Tabla 6. Constantes cinéticas para el enlace de 1:1 de IL-17

de titl recombinante con AIN467 (KB03303A).

S

Conc [nM] [1/Ms8] | Kyepactivaas [1/8] | KD [M] | Exp. IL-366/IL-365
10 nM 8.89E+04 7.86E-05 8.95E-10 | Prueba 1
20 nM 1.11E+05 8.89E-05 7.82E-10

30 nM 9.82E+04 1.15E-04 1.17E-09

40 nM 9.92E+04 1.16E-04 1.17E-08

50 nM 9.81e+04 1.19E-04 1.21E-08

10 nM 8.83E+04 9.88E-05 1.13E-08 | Prueba 2
20 nM 1.10E+05 1.28E-04 1.17E-09

30 nM 9.70E+04 1.52E-04 1.57E-09

40 nM 9.66E+04 1.31E-04 1.36E-09

50 nM 8.52E+04 1.59E-04 1.67E-09

Media 9.83E+04 1.19E-04 1.21E-09 =10
SEM 2.36E+03 8.09E-08 +0.1

Tabla 7. Constantes cinéticas para el enlace de 1:1 de IL-17

de mono Rhesus recombinante con AIN4§7 (KB03303A).

Conc [NM] | Kecsteosa [1/MS] | Kyssactivaca [1/8] | KD [M] | Exp. IL-386AL-
365

10 1.70E+05 3.80E-04 2.28E-09 | Prueba 1

20 8.73E+04 4.94E-04 7.34E-09

30 5.86E+04 3.54E-04 6.04E-09

40 3.27E+04 4.05E-04 1.24E-08
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50 4.05E+04 4,55E-04 1.12E-08

60 3.50E+04 4.60E-04 1.31E-08

10 5.47E+04 3.85E-04 7.04E-09 | Prueba 2
20 4.62E+04 2.74E-04 5.93E-09

30 4.30E+04 3.51E-04 8.16E-09

40 3.76E+04 3.66E-04 9.74E-09

50 3.60E+04 4,32E-04 1.20E-08

60 3.44E+04 4.24é-04 1.23E-08

Media 5.47E+04 3.99E-04 8.96E-09 | n=12
SEM 1.08E+04 1.72E-05 9.70E-10

Tabla 8. Constantes cinéticas para el enlace de 1:1 de IL-17

de mono cinomolgo recombinante con AIN457 (KB03303A).

Conc [nM] Kactivada Kaesactivada | KD [M] Exp. IL-
[1/Ms] f1/a] 366/1L-366

5 nM 3.27E+05 3.60E-04 1.10E-09 | Prueba 1
10 nM 1.70E+05 4.02E-04 2.24E-08

15 nM 1.03E+05 5.67E-04 5.50E-09

20 nM 1.10E+05 5.23E-04 4.75E-09

25 nM 9.23E+04 5.78E-04 _6.2BE-09

30 nM 9.05E+04 7.14E-04 7.89E-09

5 nM 7.18E+04 5.08E-04 7.08E-09 | Prueba 2
10 nM 9.70E+04 6.69E-04 6.90E-09

S
%‘l‘s
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15 nM 1.03E+05 7.66E-04 7.41E-09

20 nM 1.02E+05 7.32E-04 7.17E-09

25 nM 1.02E+05 7.47E-04 7.34E-09

30 nM 1.00E+05 8.34E-04 8.32E-09

Medla 1.23E+05 6.17E-04 6.00E-09 | n=10

SEM 1.99E+04 4.34E-05 6.52E-10
Subsecuentemente, se evaliGa la actividad inhibidora del

AIN457 purificado (lote En/E-10333/53; 0.54 miligramos/mililitro)
sobre hulL-17. Los valores ICso se muestran en la Tabla 6. En
estos experimentos, &e incluyen hulL-17R/Fc y un anticuerpo
monoclonal de ratén hulL-17 como controles positivos, y Simulet
como control negativo.

Tabla 9. Neutrallzacién de hulL-17 mediante el anticuerpo
monocional humano AIN457 anti-hu-lL-17 en comparaclén con
IL-17TR/F¢, y un anticuerpo monoclional de ratén anti-hulL-17

(R&D Systems).

AINAS7 IL-17 R/IFc | MAB 317
ICs0 + SEM |ICs0 + SEM |ICs50+ SEM
(n=3") (n=3) n=3)
Recombinante | hulL- |2.07140.116 | 1.713+0.305 | 12.226+2.050
17 nM nM nM

@1.87 nM (30 nanogramos/mililitro).
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*Las medias y SEM se caiculan a partir de tres experimentos
diferentes e independientes.

En conclusién, AIN457 abroga la secrecion dependiente de
IL-17 de l|a hulL-68 por parte de los fibroblastos dérmicos
humanos. La potencia es comparable con aquélla de hulL-17R/Fe,
y superior a aquélla de un anticuerpo monoclonal de ratén anti-
hulL-17 comerclaimente disponible. Es interesante notar que se
observa una inhibicidn mas completa con AIN457 que con IL-
17R/Fe.
Ejemplo 3: Pureza y secuencias parclales de aminoécidos
de la secuenclacién de aminoécidos de cadena pesada y

ligera.

Secuenclas de aminodcidos amino-terminales de las
regiones V., y V4: Los primeros 48 residuos de aminoacidos de |la
cadena pesada y ligera para dos anticuerpos anti-IL-17A, clones
110-7 (ver la Tabla 4) y 110-28 (ver la Tabla 4), se determinan
mediante degradacién de Edman. La secuencia de aminoécidos es
idéntica para ambos clones. Se busca en GeneBank mediante
andlisis Blast, y se utiliza la secuencia de ADN mds homdloga

para disefiar los cebadores de clonacidn.

Cionacién molecular de Ias regiones V. y V,: Se prepara
ARN total a partir de 2x107 células de hibridoma (clon 110-7, clon

110-28) con el RNeasy Midi Kit, de acuerdo con el protocolo del
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vendedor (Quiagen Hilden, Alemania). Se eluye el ARN total en
200 microlitros de agua exenta de ARNsa, y se almacena a -80°C.
La sintesis del ADNc de la primera cadena se lleva a cabo con
transcriptasa inversa M-MLV (Promega, Madison, WI), cebador de
oligo-dT, mezcia de nucleétidos de reaccién en cadena de la
polimerasa (dNTPs), e inhibidor de ARNsin {Roche, Mannheim).
Se mezclan 5 microgramos de ARN total con 1 microlitro de
cebador de oligo-dT (0.5 microgramos/microlitro), y se agrega
agua exenta de ARNsa hasta un volumen final de 38 microlitros.
La mezcla se incuba a 70°C durante 10 minutos, y luego se
almacena sobre hielo. Mientras estd sobre hielo, se agregan los
siguientes reactivos: 10 microlitros de regulador RT b56x, 2
microlitros de dNTPs (10 mM de cada uno), 2 microlitros de
ARNsin, y 1 microlitro de transcriptasa Inversa M-MLV. La
reaccién se lleva a cabo .a 42°C durante 1 hora. La reaccién en
cadena de la polimerasa se ensambla utilizando 4 microlitros de
plantilla de ADNc¢, 2 microlitros de cada cebador a 10 pM cada
uno (ver méas adelante, y las Tablas 10 y 11 para un panorama),
20 microlitros de 2xQiamix (conteniendo Regulador, dNTPs,
PolimerasaTAQ), y 1 microlitro de Polimerasa de ADN Pwo en un
volumen total de 40 microlitros. Las condiciones de |la reaccidon en
cadena de la polimerasa se establecen para 35 ciclos a 94°C
durante 15 segundos, a 55°C durante 20 segundos, y a 72°C
durante 30 segundos. El producto de |a reaccién en cadena de la

polimerasa se subclona en el vector de clonacién pCR4-TOPO-
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Zero B8Stratagene, La Jolla, Ca.). Se recogen varios clones de
cada reaccidén, y la secuencia de nucledtidos es determinada por
Solvias AG (Basilea), utilizando los cebadores MV432 (SEQ ID
NO:21), MV433 (SEQ ID NO:22), MV434 (SEQ ID NO:23), MV435
(SEQ ID NO:14), y los cebadores estandares en el ADN del
vector.

El ADNc que codifica |la cadena pesada se amplifica
utilizando los pares de cebadores MV418 (SEQ ID NO:15)/#285
(SEQ ID NO:16) y MVv418 (SEQ ID NO:17)/#265 (SEQ ID NO:18).
Los cebadores cubren l|as secuencias de nucledtidos
correspondientes a las siguientes posiciones de aminoédcidos de
la cadena pesada: MV416 posicion-19/-13 (péptido de sefal);
MV418 posicién +1/+7; #2865 posiciéon +253/+258. La posicién +1
es el primer aminoéacido de la protelna madura.

El ADNc que codifica la cadena ligera se amplifica
utilizando los pares de cebadores MV418 (SEQ ID NO:18)/#223
(SEQ ID NO:19) y MV419 (SEQ ID NO:20)/#223 (SEQ |ID NO:19).
Los cebadores cubren |as secuencias de nucledtidos
correspondientes a las siguientes posiciones de aminodcidos de
la cadena ligera: MV417 posicién -20/-14 (péptido de sefial);
MV419 posicion +1/+7; #223 posicién +210/+215. Este
planteamiento permitié hacer dos amplificaciones de reaccién en
cadena de |la polimerasa independientes para cada cadena de
inmunoglobulina, dando como resultado dos secuencias de ADN

independientemente establecidas.
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Resultados y Discusién

Los productos de reaccién en cadena de la polimerasa
clonados que codifican para |la cadena pesada y ligera de dos
hibridomas (110-7 y 110-28, ver la Tabla 4 anterior) se
caracterizan mediante secuenciacién del ADN. Se utillzan 5§ y 6
secuencias independientes para ensamblar las secuencias de
cadena ligera y pesada. Los ADNcs de cadena ligera son todos
idénticos, y cubren toda la secuencia de codificacién (posicién de
aminoacidos -20 a +215). Los ADNcs de cadena pesada tuvieron
dos malos emparejamientos diferentes en un ADNc cada uno.
Estos se excluyen de !a secuencia final, |a cual se extiende desde
el coddn de inicio hasta el final de la reticulacién después del
dominio constante 1 (posicién de aminodcidos -18 a +238). Las
secuencias para ambos hibridomas son idénticas. El ADNc¢
obtenido del hibridoma 110-28 se selecciona y se utiliza para
todo el trabajo de expresién adicional. Las SEQ ID NO:7 (ADNc
de la cadena pesada de AIN457), SEQ ID NO:8 (secuencia de
aminodcidos de la cadena pesada de AIN457), SEQ ID NO:9
(ADNc de la cadena pesada de AIN457), y SEQ ID NO:10
(secuencia de aminoacidos de AIN457), muestran la secuencia de
ADN que codifica para la cadena ligera y pesada de AIN457, junto
con la secuencia de la protelna y la posicién de los cebadores
utilizados para la amplificacién con reaccién en cadena de la
polimerasa y la secuenciacion del ADN. Las secuencias de ADN

se han registrado en PlasNova, nimero de acceso NPL003688
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para la cadena pesada, y namero de acceso NPLO036860 para la
cadena ligera.

La secuencia de aminoacidos encontrada mediante Ia
clonacién del ADNc es identica a la previamente obtenida
mediante degradacién de Edman de |as cadenas pesada y ligera
de inmunoglobulina purificadas, indicando que se ha clonado el

ADNc correcto.

Tabla 10. Secuencla de nucledtidos y de aminoécidos de la

La secuencia de aminoacidos que codifica para el dominio

variable esta en negrillas y subrayada. Se indican los cebadores

de oligonuciedtidos utilizados para la clonacién (subrayados).

G 3 !VLTQSE?P»OGOTLSLSE P GESRSA -
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Tabla 11: Secuenclias de nucleétidos y aminodcidos de Ila
cadena pesada.
La secuencia de aminoacidos que codifica para el dominio
variable esta en negrillas y subrayada. Se indican los cebadores

de oligonucleétidos utilizados para la clonacién y Ila

secuenciacidén.

NV416 ACCATGGANTTOOGGCTUAGCTOUGTTTTCCTTOT TGCTATTTTAGAAGITATCCACTAT
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Ejemplo 4: Estructura tridimensional del fragmento Fab
del anticuerpoc monoclonal AIN457 antl-IL-17A humana.

Con el objeto de determinar la conformacién de las
regiones determinantes de complementariedad (CDRs), y la
estructura del sitio de enlace de antigeno del AIN457, se genera
el fragmento Fab, se cristaliza, y se determina su estructura de
rayos-X mediante cristalografia de protelnas.

Método: El fragmento Fab de NVP-AIN457 se produce
mediante disociacién de papalna a partir del anticuerpo entero, y

se purifica mediante cromatografia de protelna A, seguida por
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cromatografia de exclusién de tamafios. Luego se concentra el
material purificado mediante ultrafiltraciéon hasta 20
miligramos/mililitro en Tris-HCI 10 mM, pH de 7.4, NaCl 25 mM,
TCEP 5 mM. Los cristales se hacen crecer mediante la técnica de
difusién de vapor en gotas escurridas a 19°C, a partir de sulfato
de amonio 2.0M, PEG 400 al 5 por ciento, Na MES 0.1M, pH de
6.5. En el espacio son el grupo P2:2,2, con dimensiones
celulares unitarias de a=980.3A, b=106.7A, c¢=131.4A, y dos
moléculas Fab por unidad asimétrica. Antes de la recopitacién de
datos de rayos-X, se reticula un solo cristal del Fab de AIN457
con glutaraldehido, empleando el método de Lusty (J. Appl. Cryst.
(1999) 32, 108-112), y luego se transflere a una solucidén que
contiene LizSO, 2.0M, PEG 400 al 2 por ciento, y Na MES 0.1M,
pH de 6.5. Subsecuentemente se monta el cristal en un crio-ciclo
y se congela instantdneamente para la recoleccidon de los datos a
95°K. Se registran 180 imagenes de difraccién correspondientes a
una oscilacion de 1.0 grado. Los datos de difraccién se procesan
con el programa HKL. La estructura se determina hasta una
resolucién de 2.5A mediante reemplazo molecular. Luego se
refina la estructura mediante dindmica de angulo de torsién y
minimizacién de energla utilizando el programa CNX.

Resultados: Estan presentes dos moléculas de Fab de
AIN457 en la unidad asimétrica del cristal, con el ciclo H-CDR3
de ambas moléculas Fab involucradas en los contactos de

proteina-protelina para el ciclo H-CDR3 de los Fabs relacionados
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con la simetrla. Las dos moléculas Fab muestran diferentes
angulos de hombro, pero tienen de otra manera conformaciones
de ciclo de CDR esencialmente idénticas (ver |la Tabla 12 para la
secuencia de aminodcidos de los ciclos de la CDR). EIl ciclo H-
CDR1 adopta la estructura candnica esperada de H1:1, mientras
que la conformacién del ciclo H-CDR se empareja con aquél de la
estructura candnica H2:3A. Ei ciclo H-CDR3 del anticuerpo
AIN457 es excepcionalmente largo, comprendiendo 18 residuos en
las posiciones Kabat 94 (Arg H98) y 101 (Asp H115). Muestra la
estructura de torso abultado tipica estabilizada por un puente de
sal entre la cadena lateral de Arg en la posicién 94 (Arg HS8) y el
grupo carboxilato de Asp en la posicién H101 (Asp H115), y por
una interaccién enlazada con H entre la cadena lateral de Trp
H117 y el grupo carbonilo de la cadena principal de Phe H114. La
cabeza del ciclo H-CDR tiene la estructura de una horquilla-beta
torcida larga, con un segundo abultamiento-beta en su base y una
vueita-beta tipo |' en su apice. Una caracteristica sorprendente el
ciclo H-CDR3 de AIN457 es su contenido muy alto de residuos
aromaticos: 6 tirosinas, 2 triptéfanos, 1 fenilalanina. Debido a
que todos los demas ciclos de CDR contribuyen con una o maés
tirosinas cada uno, el sitio de combinacién de antigeno del
AIN457 posee 11 tirosinas en total. Las conformaciones de los
ciclos L-CDR1 y L-CDR2 corresponden a las estructuras
canénicas L1:6 y L2:1, respectivamente. En contraste con H-

CDR3, el ciclo L-CDR3 es corto (6 residuos), y la muestra la
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estructura candénica cominmente observada L3:1, con una cis-
prolina en su punta {(Pro L968), una glutamina en la posicién de
Kabat 90 (GIn L91), y una treonina en l|la posicion de Kabat 87
(Thr L98). Sin embargo, una caracteristica muy inusual del ciclo
L-CDR3 de AIN457 es la presencia de un residuo de cistalna
después de la cis-prolina (Cys L87). La cadena lateral de Cys L87
estd en el fondo de una depresion superficial localizada en la
interfase de V. -Vy, y revestida por los residuos Trp H112, Trp
H47, y Tyr L92.

Tabla 12:

Cadena Ligera

° L-CDR1_| Definicidn de Kabat | R-A-§-Q-§-V-5-§-8-Y-L-A

Definicién de { R-A-85-Q-8-V-8-8-8-Y-L-A
Chothia/rayos-X

° L-CDR2 |Definicién de Kabat | G-A-8-S-R-A-T

Definicion de | G-A-8-5-R-A-T
Chothia/rayos-X

° L-CDR3 Definicién de Kabat | Q-Q-Y-G-S5-8-P-C-T

Definicidén de | Q-Q-Y-G-$-8-P-C-T
Chothia/rayos-X

Cadena Pesada

® H-CDR1_ | Definicidn Kabat N-Y-W-M-N

Definicién de | G-F-T-F-§-N-Y-W-M-N

Chothia/rayos-X
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® H-CDR2 | Definicién de Kabat | A-1-N-Q-D-G-S-E-K-Y-Y-V-
G-S-V-K-G

Definicidn de | A-1-N-Q-D-G-S-E-K-Y-Y
Chothia/rayos-X

° H-CDR3 | Definicién de Kabat | D-Y-Y-D-I-L-T-D-Y-Y-I-H-

Y-W-Y-F-D-L
Definicién de |C-V-R-D-Y-Y-D-I-L-T-D-Y-
Chothia/rayos-X Y-l-H-Y-W-Y-F-D-L-W-G

Tabla 12: Secuencias de aminoacidos de Ilas regiones
hipervariables de Ilos anticuerpos monoclonales AIN457,
basandose en la definlcion de Kabat y como se determina
mediante el andl_isls de rayos-X, utilizando el planteamiento de
Chothia y colaboradores. Los aminodcidos realzados en negrillas
son parte de los ciclos de la CDR, mientras que los mostrados en

estilo normal, son parte.de |la estructura del anticuerpo.
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de enlace de IL-17 que es capaz de
inhibir la actividad de la IL-17 humana 1 nM en una concentracién
menor a 5 nM por el 50 por ciento, y esta actividad inhibidora se
mide sobre la produccién de IL-8 inducida por hullL-17 en
fibroblastos dérmicos humanos.

2. Una molécula de enlace de IL-17, la cual comprende
ambos dominios variables de cadena pesada (Vy) y de cadena
ligera (V.); |la molécula de enlace de IL-17 comprende cuando
menos un sitio de enlace de antigeno que comprende:

a) un dominio variable de <cadena pesada de
inmunoglobulina (Vy), el cual comprende, en secuencia, las
regiones hipervariables CDR1, CDR2, y CDR3, teniendo la CDR1
la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:1, teniendo la
CDR2 |la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:2, y tenlendo
la CDR3 la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:3, o sus
equivalentes de CDR directos; y

b) un dominio variable de cadena ligera de
inmunoglobulina (V.), el cual comprende, en secuencia, las
regiones hipervarlables CDR1', CDR2', y CDR3', teniendo Ia
CDR1’ la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:4, teniendo
la CDR2' la secuencia de aminodcidos de |la SEQ ID NO:5, y
teniendo ta CDR3' la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID

NO:6, o sus equivalentes de CDR' directos.
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3. Una molécula de enlace de IL-17 que comprende
ambos dominios variables de cadena pesada (Vy) y de cadena
ligera (V.); la molécula de enlace de IL-17 comprende cuando
menos un sitio de enlace de antigeno que comprende:

a) un dominio variable de cadena pesada de
inmunoglobulina (Vy), el cual comprende, en secuencia, las
regiones hipervariables CDR1-x, CDR2-x, y CDR3-x, teniendo la
CDR1-x la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:11,
teniendo la CDR2-x la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID
NO:12, y teniendo la CDR3-x la secuencia de aminoédcidos de la
SEQ ID NO:13, o sus equivalentes de CDR-x directos; y

b) un dominio variable de cadena ligera de
inmunoglobulina (V.), el cual comprende, en secuencia, las
regiones hipervariables CDR1’', CDR2', y CDR3’, teniendo Ila
CDR1' |la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:4, teniendo
la CDR2' la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:5, y
teniendo la CDR3' la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:6, o sus equivalentes de CDR' directos.

4. La molécula de enlace de IL-17 de acuerdo con la
reivindicacion 1, 2, 6 3, la cual es un anticuerpo humano.

5. Una molécula de enlace de IL-17, la cual comprende
cuando menos un sitio de enlace de antigeno que comprende ya
sea un primer dominio que tiene una secuencia de aminodacidos
sustancialmente homéloga a la mostrada a la SEQ ID NO:8,

empezando con el aminodcido en la posicién 1, y finalizando con
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al aminodcido en la posiclén 127, 6 bien un primer dominio como
se describe anteriormente, y un segundo dominio que tiene una
secuencia de aminodcidos sustancialmente homdéloga a la
mostrada en la SEQ ID NO:10, empezando con el aminodcido en
la posicién 1, y finalizando con el aminodcido en la posicién 108.

8. Una construccién de ADN que ¢bdifica una molécula de
enlace de IL-17 de acuerdo con cualquiera de |las reivindicaciones
1as.

7. Una construccién de ADN, la cual comprende una
molécula de ADN que es sustancialmente homéloga ya sea a la
SEQ ID NO:7 6 un equivalente de ADNy directo de |la misma; o a
la SEQ ID NO:9 6 un equivalente de ADN_ directo de la misma.

8. Una construcciéon de ADN, la cual comprende dos
moléculas de ADN, de las cuales una es sustancialmente
homdloga a la SEQ ID NO:7 6 un equivalente de ADNy directo de
la misma, y la otra es sustancialmente homdloga a la SEQ ID
NO:9 6 un equivalente de ADN_ directo de la misma.

8. Un vector de expresidon capaz de replicarse en una
linea celular procaridtica o eucariética, el cual comprende cuando
menos una construccion de ADN de acuerdo con Ias
reivindicaciones 6, 7, u 8.

10. Un proceso para la produccién de una molécula de
enlace de 1L-17, el cual comprende: (i) cultivar un organismo que
se transforma con un vector de expregién de acuerdo con la

reivindicacién 9, y (ii) recuperar |la molécula de enlace de IL-17
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del cultivo.

11. El ueo de una molécula de enlace de IL-17 de acuerdo
con las reivindicaciones 1 a 5, para la fabricaciébn de un
medicamento.

12. El uso de una molécula de enlace de IL-17 de acuerdo
con las reivindicaciones 1 a 5, para la fabricacibn de un
medicamento para el tratamiento de una enfermedad o trastorno
mediado por IL-17.

13. El uso de una molécula de enlace de IL-17 de acuerdo
con las reivindicaciones 1 a &, para el tratamiento de
osteoartritis, artritis reumatoide, osteoporosis, y otros artritidos
inflamatorios.

14. Un método para el tratamie.nto de una enfermedad o
trastorno mediado por IL-17 en un paciente que lo necesite, el
cual comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de
una molécula de enlace de IL-17 de acuerdo con las
reivindicaciones 1 a 5.

15. Una composicion farmacéutica, la cual comprende un
anticuerpo para IL-17 de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 5,
en combinacién con un exciplente, diluyente, o vehlculo

farmacéuticamente aceptable.



96

RESUMEN

Se proporciona una molécula de enlace de IL-17, en
particular un anticuerpo para IL-17 humana, méas preferiblemente
un anticuerpo humano para IL-17 humana, en donde las regiones
hipervariables de las cadenas pesada y ligera tienen secuencias
de aminodcidos como se definen, para utilizarse en el tratamiento
de una enfermedad o trastorno mediado por IL-17, por ejemplo

artritis reumatoide.
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Figura 1. Estructura de rayos-X de Fab de AIN4ST.

Vista de acercamiento de los dominios variables del Fab de
AIN457 (traza de CO) con las regiones determinantes de com-
plementariedad resaltadas. Se muestran todas las cadenas
laterales de tirosina contribuidas por los ciclos de CDR, para
ilustrar el hecho de que el sitio de combinacién de antigeno
de AIN457 es excepcionalimente rico en residuos de tirosina.
También se muestra |la cadena lateral de Cys L8987, en la

interfase de V. -Vy (flecha).

vl
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Ciclo de H-CDR3

Figura 2. Estructura de rayos-X de Fab de AIN457,

vista global.
Representacién de la superficie de Van der Waals del Fab de
AIN457. Las cadenas ligera y pesada estan coloreadas en
gris claro y oscuro, respectivamente. Los ciclos de CDR
estdn resaltados en diferentes colores. Observe la presencia
del ciclo de H-CDR3 que sobresale hacia fuera del sitio de

combinacién de antigeno del anticuerpo.
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<110>
<120>
<130>
<160>
<170>

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

<220>
<223>

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

<400>

LISTADO DE SECUENCIAS
Novartis AG
Compuesto Organico
4-33392P1
23

Patentin versién 3.2

1
S
PRT

artificial

CDR1 region of AIN457

DOMINIO
(1)..(5)
CDR1 = regién hipervariable 1 de cadena pesada de

AIN457

Asn Tyr Trp Met Asn

1

\¥
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

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

<400>

Ala lle

Gly

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

2
17
PRT

artificial

CDR2 de AIN457

DOMINIO

(1)..(17)

CDR2 = reglién hipervariable 2 de cadena pesada de
AIN457

Asn Gin Asp Gly Ser Glu Lys Tyr Tyr Val Gly Ser Val Lys
5 10 156

3
18
PRT

artificial
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<220>
<223>

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

<400>

Asp Tyr Tyr Asp lle Leu Thr Asp Tyr Tyr lle His Tyr Trp Tyr Phe

1

CDR3 de AIN457

DOMINIO

(1)..(18)
CDR3 = regién hipervariable 3 de cadena pesada de
AINA457

5 10 15

Asp Leu

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

<220>
<223>

<220>

4
12
PRT

artificial

CDR1' de AIN457
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<221>
<222>
<223>

<400>

DOMINIO

(1)..(12)
CDR1' = regidn hipervariable 1 de cadena ligera de
AIN457

Arg Ala Ser Gin Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala

1

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

<220>
<223>

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

<400>

S 10

5
7
PRT

artificial

CDR2' de AIN457

DOMINIO

(1)..(7)

CDR2' = regidn hipervariable 2 de cadena ligera de
AINA457



10

15

25

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 5

<210> 6

<211> 9

<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> CDR3' de AIN457

<220>

<221> DOMINIO

<222> (1)..(9)

<223> CDR3' = regién hipervariable 3 de cadena ligera de
AIN457

<400> 6

Gin GIn Tyr Gly Ser Ser Pro Cys Thr
1 5

<210> 7
<211> 381
<212> ADN

&>



10

15

25

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(381) _

<223> ADN de dominio de cadena pesada de AIN457

<400> 7

gag gtg cag ttg gtg gag tct ggg gga ggc ttg gtc cag cct ggg gog
48

Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

tcc ctg aga ctc tcc tgt gca gcc tct gga ttc acc ttt agt aac tat

96

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30

tgg atg aac tgg gtc cgc cag gct cca ggg aaa ggg ctg gag tgg gtg

144

Trp Met Asn Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

gcc gcc ata aac caa gat gga agt gag aaa tac tat gtg ggc tct gtg
192
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Ala Ala lle Asn GIn Asp Gly Ser Glu Lys Tyr Tyr Val Gly Ser Val
50 55 60

aag ggc cga ttc acc atc tcc aga gac aac gcc aag aac tca ctg tat
240

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

ctg caa atg aac agc ctg aga gtc gag gac acg gct gtg tat tac tgt

288

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Val Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 80 895

gtg agg gac tat tac gat att ttg acc gat tat tac atc cac tat tgg

336

Val Arg Asp Tyr Tyr Asp lle Leu Thr Asp Tyr Tyr lle His Tyr Trp
100 105 110

tac ttc gat ctc tgg ggc cgt ggc acc ctg gtc act gtc tcc tca

381

Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Arg Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 8
<211> 127
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<212> PRT )

<213> Homo sapiens

<400> B

Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Ala lle Asn GIn Asp Gly Ser Glu Lys Tyr Tyr Val Gly Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gin Mat Asn Ser Leu Arg Val Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 : 95

Val Arg Asp Tyr Tyr Asp lle Leu Thr Asp Tyr Tyr lle His Tyr Trp
100 105 110
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Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Arg Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1156 120 125

<210> 9
<211> 327
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(327)

<223> ADN de parte variable de cadena ligera de AIN457

<400> 9

gaa att gtg ttg acg cag tct cca ggc acc ctg tct ttg tct cca ggg

48

Glu lle Val Leu Thr GIn Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

gaa aga gcc acc ctc tcc tgc agg gecc agt cag agt gtt agc agc age

98

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser GIn Ser Val Ser Ser Ser
20 25 30

tac tta gcc tgg tac cag cag aaa cct ggc cag get ccc agg cte cte

144
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Tyr Leu Ala Trp Tyr Gin GIn Lys Pro Gly Giln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45

atc tat ggt gca tcc agcec agg gcc act ggc atc cca gac agg ttc agt

192

lle Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ille Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

ggc agt ggg tct ggg aca gac ttc act ctc acc atc agc aga ctg gag
240

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ille Ser Arg Leu Glu
65 70 75 80

cct gaa gat ttt gca gtg tat tac tgt cag cag tat ggt agc tca ccg

288

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gin GIn Tyr Gly Ser Ser Pro
85 90 95

tgc acc ttc ggc caa ggg aca cga ctg gag att aaa cga

327

Cys Thr Phe Gly GIn Gly Thr Arg Leu Glu lle Lys Arg
100 105

<210> 10
<211> 109
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<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 10

Glu lle Val Leu Thr Gin Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 ) 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala "Ser GIn Ser Val Ser Ser Ser
20 25 30

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Gin Ala Pro Arg Leu Leu
as 40 45

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

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Arg Leu Glu
85 70 75 80

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys GIn Gin Tyr Gly Ser Ser Pro
85 90 95

Cys Thr Phe Gly Gin Gly Thr Arg Leu Glu lle Lys Arg
100 105
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

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

<400>

12

11
10
PRT

artificial

CDR1-x de AIN457

DOMINIO
(1)..(10)

CDR1-x = dominio hipervariable x de cadena pesada de

AINA4S7

11

Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Trp Met Asn

1

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

<220>

5 10

12
11
PRT

artificial
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25

<223>

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

<400>
Ala lle
1

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

<220>
<223>

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

13

CDR2-x de AIN457

DOMINIO

(1)..(11)

CDR2-x = dominio hipervariable de cadena pesada x de

12

13
23
PRT

artificial

AIN457

Asn GIn Asp Gly Ser Glu Lys Tyr Tyr

10

CDR3-x de AIN457

DOMINIO

(1)..(23)
CDR3-x

dominio hipervariable x de cadena pesada de

AIN457

D
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<400>

a4
H4

14

13

Cys Val Arg Asp Tyr Tyr Asp Ile Leu Thr Asp Tyr Tyr lle His Tyr

1

5 10 15

Trp Tyr Phe Asp Leu Trp Gly

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

<220>
<223>

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

<400>

20
14
20
ADN
artificial

Cebador para clonacién de cadena pesada de AIN457

enlace_cebador

(1)..(20)
MV432

14

gactattacg atattttgac

20
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

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

<400>

15

15
20
ADN

‘artificial

Cebador para clonacién de cadena pesada de AIN457

enlace_cebador
(1)..(20)
MV433

156

gcctccacca agggcccatc

20

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

<220>
<223>

16
20
ADN

artificial

Cebador para clonacién de cadena pesada de AIN457

Gs
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<220>

<221> enlace_cebador
<222> (1)..(20)

<223> MV434

<400> 16
tggttcccgg gtagccagaa
20

<210> 17
<211> 20
<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Cebador para clonacién de cadena pesada de AIN457

<220>

<221> enlace_cebador
<222> (1)..(20)

<223> MVA435

<400> 17
ccacctgttc tctcaactcg

20

\4p
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>"

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

<400>

17

18
24
ADN

artificial

PCR de cadena pesada de AIN457

enlace_cebador
(1)..(24)
MV4186

18

accatggaat tggggctgag ctgg

24

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

<220>
<223>

19
26
ADN

artificial

PCR de cadena pesada de AIN457
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18

<220>

<221> enlace_cebador
<222> (1)..(286)

<223> #2865

<400> 19
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de anlace de IL-17 que es capaz de

inhibir |a activided de la IL-17 humana 1 nM en una concentracién

3 menor a 5 nM por ei 60 por clento, y esta actividad inhibidora se

mide aobre la producelén de IL-8 Inducida por bhulL-17 en
fibroblastos dérmicos humanos.

2. Una molécula de enlace de IL-17, la cual comprende

ambos dominios veriables de cadena pesads (V,) y de cadena

10 ligera (V.); la molécula de eniace de IL-17 comprende cuando

‘ menos un sitlo de anlace de antigeno gue comprende:

a) un dominio veriable de cadena pesada de
Inmunogiobulina (Vy), el cual comprende, en secuencia, las
regiones hipervariables COR1, CDR2, y CDR3, teniendo la CDR1

18 |a secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:1, teniendo Ia
CDR2 la secuencia de aminodcidos de la S8EQ ID NO:2, y teniendo
la COR3 la secuancia de aminodcidos de la SEQ ID NO:3, o sus
squivalentes de CDR directos; y

b) un dominio varlable de cadena lligera de

20 inmuneglobulina (V.), el cual comprende, en secuencia, las
reglonn'hlporvarlnblu CDR1', CDR2’, y CDRY’, tenlendo I»
CDR1' la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:4, teniendo
la CDR2' la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID- NO:5, ¥y

teniendo ia CDRY' ia secuencia de amlinodcidos de Ia SEQ ID

25 NO:8, o sus squivalentes de CDR' dirsctos.
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Doctor {a)

OLARTE GARCIA CARLOS REIMALDO
Apoderado{a) y/o Repregentante de
ROVARTIR AG

REFERENCIA Radicacién No. 7 10436
8olicitud internacional PCT/EP2005/008470
Fecha inicio fase nacional 04/03/2007

Trimite 11
Evento 379
Actuacifn 430

Oficio No. Y I 2592

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

1. 81 fuere el caso, el solicitante debe adjuntar la traduccifn de los anexos del
reporte de examen preliminar internacional (Art. 36.2.b) del tratado PCT.

2. La solicitud no contiene la copia del documento en que congta la cesién del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisiém 486.

En cumplimientc de lo dispuesto por el articulo 39 de la Declsifn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siquientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la sclicitud se
conasiderarf abandonada y perderd su prelaciém.

Notifiquese el presente ofidih conforme a lo dispuesto en el mmeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto de)/ tiffulo primero de la Circular Unica Ko.10 de 2001.

ALIX CARMENZA CES
. Jefe de la divi

DE VERGEL
de Nuevas Creaclones

El anteriox requerimiento fue notificado por fijaciém en 1lista de
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