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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto biespecifico que comprende un primer polipéptido y un segundo

polipéptido, en el que:

(A) dicho primer polipéptido comprende:

B)

(i) un dominio variable de cadena ligera de wuna primera
inmunoglobulina (VL1) especifico para una primera proteina diana;

(i) un dominio variable de cadena pesada de wuna segunda
inmunoglobulina (VH2) especifico para una segunda proteina diana;
y

(i) una regién bisagra, una regioén constante de cadena pesada 2 (CH2)
y una region constante de cadena pesada 3 (CH3); y

dicho segundo polipéptido comprende:

(i)  un dominio variable de cadena ligera de la segunda inmunoglobulina
(VL2) especifico para dicha segunda proteina diana;

(i) un dominio variable de cadena pesada de la primera
inmunoglobulina (VH1) especifico para dicha primera proteina

diana;

en el que:

(i)  dichos VL1 y VH1 se asocian para formar un sitio de unién que se
une a dicha primera proteina diana;

(i) dichos VL2 y VH2 se asocian para formar un sitio de unién que se
une a dicha segunda proteina diana;

(i)  dicha regiéon constante de cadena pesada 2 (CH2) comprende una
tirosina en la posicioén 252, una treonina en la posicién 254 y un acido
glutamico en la posicién 256, numeradas de acuerdo con el indice
EU de Kabat para la CH2 de un anticuerpo convencional; y

(iv) dicha primera proteina diana es TNF-alfa y dicha segunda proteina
diana es IL-23A o dicha primera proteina diana es IL-23A y dicha

segunda proteina diana es TNF-alfa,

en el que:



(i) dicho VL1 comprende la SEQ ID NO:2, dicho VH1 comprende la
SEQ ID NO:1, dicho VL2 comprende la SEQ ID NO:8 y dicho
VH2 comprende la SEQ ID NO:7; o

(if)  dicho VL1 comprende la SEQ ID NO:4 o 6, dicho VH1 comprende
la SEQ ID NO:3 o 5, dicho VL2 comprende la SEQ ID NO:8 y
dicho VH2 comprende la SEQ ID NO:7; o

(i) dicho VL1 comprende la SEQ ID NO:8, dicho VH1 comprende la
SEQ ID NO:7, dicho VL2 comprende la SEQ ID NO:2 y dicho
VH2 comprende la SEQ ID NO:1; o

(iv) dicho VL1 comprende la SEQ ID NO:8, dicho VH1 comprende la
SEQ ID NO:7, dicho VL2 comprende la SEQ ID NO:4 o 6 y dicho
VH2 comprende la SEQ ID NO:3 o 5.

2. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que en (ii) dicho VL1
comprende la SEQ ID NO:4, dicho VH1 comprende la SEQ ID NO:3, dicho VL2
comprende la SEQ ID NO:8 y dicho VH2 comprende la SEQ ID NO:7.

3. El compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que en (ii) dicho VLI
comprende la SEQ ID NO:6, dicho VH1 comprende la SEQ ID NO:5, dicho VL2
comprende la SEQ ID NO:8 y dicho VH2 comprende la SEQ ID NO:7.

4. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que en (iv) dicho VL2
comprende la SEQ ID NO:4, dicho VH2 comprende la SEQ ID NO:3, dicho VL1
comprende la SEQ ID NO:8 y dicho VH1 comprende la SEQ ID NO:7.

5. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que en (iv) dicho VL2
comprende la SEQ ID NO:6, dicho VH2 comprende la SEQ ID NO:5, dicho VL1
comprende la SEQ ID NO:8 y dicho VH1 comprende 1a SEQ ID NO:7.

6. El compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que dicho primer
polipéptido comprende ademas un primer enlazador entre dicho VL1 y dicho VH2 y
dicho segundo polipéptido comprende ademas un segundo enlazador entre dicho
VL2 y dicho VH1.
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7. El compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 6, en el que dicho primer
enlazador o dicho segundo enlazador comprende la secuencia de aminoacidos

GGGSGGG (SEQ ID NO9).

8. El compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 6, en el que dicho primer
enlazador y dicho segundo enlazador comprenden la secuencia de aminoacidos
GGGSGGG (SEQ ID NO:9).

9.  El compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que dicho primer
polipéptido comprende ademas un dominio de regién constante de cadena pesada 1
(CH1) y dicho segundo polipéptido comprende ademas un dominio de regién

constante de cadena ligera (CL).

10.  El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que dicho primer
polipéptido comprende ademas un dominio de regién constante de cadena pesada 1
(CH1) y dicho segundo polipéptido comprende ademas un dominio de region
constante de cadena ligera (CL) y dicho primer polipéptido comprende ademas un
tercer enlazador entre dicho VH2 y dicha CH1 y dicho segundo polipéptido

comprende ademas un cuarto enlazador entre dicho VH1 y dicha CL.

11.  El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que dicho tercer

enlazador comprende la secuencia de aminoacidos FNRGES (SEQ ID NO:11).

12. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que dicho cuarto
enlazador comprende la secuencia de aminoacidos VEPKSS (SEQ ID NO:12).

13.  El compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 10, en el que dicho tercer
enlazador comprende la secuencia de aminoacidos FNRGES (SEQ ID NO:11) y
dicho cuarto enlazador comprende la secuencia de aminoacidos VEPKSS (SEQ ID
NO:12).

14.  El compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 10, en el que dicho tercer

enlazador o dicho cuarto enlazador comprende la secuencia de aminoacidos
LGGGSG (SEQ ID NO:10).
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15.  El compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 10, en el que dicho tercer

enlazador y dicho cuarto enlazador comprenden la secuencia de aminoacidos

LGGGSG (SEQ ID NO:10).

16.  El compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
el que dicha regién constante de cadena pesada (CH2) comprende una alanina en las
posiciones 234 y una alanina en las posiciones 235, numeradas de acuerdo con el

indice EU tal como en Kabat para la CH2 de un anticuerpo convencional.

17.  El compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
el que la secuencia de aminodacidos de dicha region bisagra, dicha regién constante de
cadena pesada 2 (CH2) o dicha regién constante de cadena pesada 3 (CH3) se obtiene
a partir de IgG1 o IgG4.

18.  El compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
el que la regién bisagra comprende la secuencia de aminoacidos

EPKSCDKTHTCPPCP (SEQ ID NO:40).

19.  El compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
el que dicho compuesto comprende dos de dicho primer polipéptido y dos de dicho

segundo polipéptido.

20.  El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que:
(i)  dicho primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:13 y dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ 1D NO:14;
(if)  dicho primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:15 y dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:106;
(i)  dicho primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:17 y dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:18;
(iv) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:19 y dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ 1D NO:20;
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(v)  dicho primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:21 y dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ 1D NO:22;

(vi) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:23 y dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:24;

(vii) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:25 y dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:206;

(viii) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:27 y dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ 1D NO:28;

(ix) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:29 y dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:30;

(x) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:31 y dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:32;

(xi) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:33 y dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:34; o

(xii) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:35 y dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:36.

21. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 20, en el que dicho compuesto

comprende dos de dicho primer polipéptido y dos de dicho segundo polipéptido.

22.  El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 20 o 21, en el que dicho
compuesto comprende dos de dicho primer polipéptido y dos de dicho segundo
polipéptido, en el que cada uno de dicho primer polipéptido comprende una CHI,
una CH2 y una CH3 y cada uno de dicho segundo polipéptido comprende una CL y
en el que la CH2 y la CH3 de uno del primer polipéptido se asocia a la CH2 y la CH3
del otro del primer polipéptido y la CH1 de cada primer polipéptido se asocia a la CL.

de dicho segundo polipéptido para formar una molécula tetravalente.
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23.  Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22.

24.  Un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un

polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22.

25.  Un vector que comprende un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion

24,

26. El vector de acuerdo con la reivindicaciéon 25, que comprende ademas un

promotor unido de manera operativa a dicho acido nucleico.

27. Una célula que comprende un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion

24 o un vector de acuerdo con la reivindicacion 25 o la reivindicacion 26.

28. Un método para producir un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 20 que comprende (i) obtener una célula que comprende un acido
nucleico o vector que comprende un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion
27; y (i) cultivar dicha célula bajo condiciones que resulten en la expresion del

polipéptido codificado por dicho 4cido nucleico por dicha célula.

29.  El'método de acuerdo con la reivindicacién 28, que comprende ademas aislar y

purificar dicho polipéptido de dicha célula o de un cultivo que contenga dicha célula.
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Clarke, Modet & C°

COLOMBIA

P-13027

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
E. S. D.

Re:  Expediente No. NC2017/0002253
Solicitud de patente a nombre de BOEHRINGER INGELHEIM
INTERNATIONAL GMBH y MACROGENICS INC.

Yo, CAROLINA DAZA MONTALVO identificada como aparece al pie de mi firma,
domiciliada en la Carrera 11 No. 86-53, obrando como apoderada de las sociedades
BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH y
MACROGENICS INC., domiciliadas en Alemania y Estados Unidos de América,
respectivamente, solicitantes de la patente de la referencia, en respuesta al Oficio No.
8286 notificado por comunicacién electronica el 6 de julio de 2018 y relacionado con

concepto técnico de fondo, me permito manifestar:
1. Titulo
En primer lugar, tomando en consideraciéon lo expuesto por el examinador en el oficio

arriba mencionado con relacién al titulo de la presente solicitud, me permito

manifestar que es deseo de los solicitantes presentar el siguiente nuevo titulo:

«COMPUESTOS BIESPECIFICOS DIRIGIDOS A I1.-23AY TNF-ALFA»

De esta manera, el nuevo titulo es lo suficientemente claro, breve y descriptivo para

referirse a la solicitud en estudio.

2. Modificaciones al capitulo reivindicatorio

Por otro lado, con fundamento en la facultad que confiere el Articulo 34 de la
Decision 486/00 al solicitante para modificar la solicitud de patente en cualquier

momento del tramite, me permito presentar junto con este memorial un nuevo



capitulo reivindicatorio que consta de 29 reivindicaciones y reemplaza completamente

al anteriormente presentado, el cual comprende las siguientes modificaciones:

2.1.  La reivindicacién 1 fue modificada para especificar en su preambulo que la
invencioén reclamada es “Un compuesto biespecifico”.

2.2. Las reivindicaciones 1 y 16 fueron modificadas para especificar que los
residuos de aminoacidos mencionados se numeran “de acuerdo con el indice EU de

Kabat para la CH2 de un anticuerpo convencional”.

2.3. Las reivindicaciones 9, 19 y 21 fueron modificadas para eliminar la

caracteristica relacionada con el enlace disulfuro.

En cuanto a estas modificaciones, me permito decir que las mismas no amplian de
ninguna manera la materia objeto de la presente solicitud, y se realizaron con el animo

de superar las objeciones planteadas por el examinador en su concepto técnico.

3. Pago de tasas

En relacién con el nimero de reivindicaciones, atentamente me permito comentar
que no se adjunta tasa por reivindicaciones adicionales, toda vez que el nuevo capitulo
reivindicatorio cuenta con el mismo numero de clausulas que el anteriormente

presentado.

Por otra parte, me permito adjuntar recibo por concepto de pago de tasa para un

nuevo examen de patentabilidad sobre el nuevo pliego reivindicatorio, segun lo
estipulado en la Resolucién No. 3719 de 2016.

4.  Claridad y concisién del capitulo reivindicatorio

Ahora bien, con relacién a la claridad y concision de las reivindicaciones, me permito
manifestar que mediante el nuevo capitulo reivindicatorio quedan subsanadas la
totalidad de las objeciones a este respecto, ya que las nuevas reivindicaciones
proporcionan claridad y concisién a la invencién reclamada, cuentan con pleno
soporte en la descripcion de la solicitud en estudio, y siguen las recomendaciones
realizadas por el examinador en su concepto técnico. En particular, frente a cada

objecion, me permito sefialar lo siguiente:
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4.1. «la rewindicacion 1 no es clara y no se encuentra sustentada en la descripcion ya que se
encabeza como: “compuesto” el cual de acuerdo con la estructura suministrada es en realidad un
anticuerpo biespecifico y se refiere en la descripeion como un: “compuesto biespecifico”, dicho anticuerpo
comprende cuatro regiones variables de cadena ligera y pesada que conforman dos sitios de union al
antigeno ya sea TNF-alfa o 11.23A, dichos sitios de unidn se refieren estructuralmente a través de
la combinacion de sus secuencias para las regiones variables de cadena ligera y pesada dentro de las
cuales se menciona la opcion (iv) que se refiere al sitio de union a TINF-alfa, que puede comprender
un V1.2 SEQ ID NO:4 06 y un VH2 SEQ ID NO: 3 0 5, sin embargo en la Tabla 2A del
capitulo descriptivo donde se ilustran todos los compuestos desarrollados no existe evidencia de
compuestos que comprendan un V1.2 SEQ ID NO: 6 y un VH2 SEQ ID NO:3 0 un 1’12
SEQ ID NO: 4y un VH2 SEQ ID NO: 5, ya que solamente se evidencian los sitios de union
a TINF-alfa que comprenden las SEQ 1D NO: 3 y 4 0 6 y 5. Se sugiere al solicitante encabezar
adecuadamente la reivindicacion para enmarcar el objeto en el campo técnico adecunado, asi mismo se
sugiere restringir la reivindicacion a una ragonable generalizacion de las combinaciones de secuencias
que correspondan con los sitios de union de las moléculas desarrolladas y evaluadas de manera gue

sea posible distinguir el objeto reivindicado del estado de la técnica, dando soporte a la reivindicacion.»

Frente a lo anterior, en primer lugar, me permito indicar que, tal y como se expuso en
el numeral 2 del presente memorial, la reivindicacion 1 fue modificada para especificar

en su preambulo que la invencién reclamada es “Un compuesto biespecifico”.

Por su parte, en cuanto a lo que el examinador sefala sobre que no existe evidencia
de compuestos que comprendan un VL2 de SEQ ID NO: 6 y un VH2 de SEQ ID
NO:3 o un VL2 de SEQ ID NO: 4 y un VH2 de SEQ ID NO: 5, amablemente me
permito resaltar que tales combinaciones de secuencias si se contemplan de manera
especifica en la solicitud en estudio, particularmente en las Combinaciones 5 y 6 de la

Tabla 1, la cual se reproduce a continuacion:

Numero de la Secuencia de Secuencia de Secuencia de Secuencia de

combinacion VL1 VHI1 VL2 VH2
1 SEQID NO:2 | SEQ ID NO:1 SEQ ID NO:8 | SEQ ID NO:7
2 SEQ ID NO:8 | SEQ ID NO:7 | SEQID NO:2 | SEQ ID NO:1
3 SEQID NO:8 | SEQIDNO:7 | SEQID NO:4 | SEQ ID NO:3
4 SEQID NO:8 | SEQID NO:7 | SEQID NO:6 | SEQ ID NO: 5
5 SEQ ID NO:8 | SEQ ID NO:7 | SEQID NO:4 | SEQ ID NO:5
6 SEQ ID NO:8 | SEQ ID NO:7 | SEQID NO:6 | SEQ ID NO: 3
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7 SEQIDNO:4 | SEQIDNO:3 | SEQIDNO:8 | SEQ ID NO:7
8 SEQIDNO:4 | SEQIDNO:5 | SEQIDNO:8 | SEQ ID NO:7
9 SEQIDNO:6 | SEQIDNO:3 | SEQIDNO:8 | SEQ ID NO:7
10 SEQID NO:6 | SEQIDNO:5 | SEQIDNO:8 | SEQ ID NO:7

Por tanto, los compuestos biespecificos mencionados en la reivindicacién 1, opcion

1v, si cuentan con soporte en la memoria descriptiva de la presente solicitud.

Ademas, las CDRs comprendidas por la SEQ ID NO: 3 y la SEQ ID NO: 5 son
idénticas, y las CDRs comprendidas por la SEQ ID NO: 4 y la SEQ ID NO: 6 son
idénticas, como lo demuestra la solicitud en estudio de la linea 20 de la pagina 31 a la

linea 1 de la pagina 32, lo cual se reproduce a continuacién:

SEQ ID NO: 3 v SEQ ID NO: 5 CDR: SYAMH (SEQ ID NO: 152) (CDR1),
FMSYDGSNKKYADSVKG (SEQ ID NO: 153) (CDR2), NYYYYGMDV (SEQ
ID NO: 154) (CDR3)

SEQ ID NO: 4 v SEQ ID NO: 6 CDR: RASQSVYSYLA (SEQ ID NO: 155)
(CDR1), DASNRAT (SEQ ID NO: 156) (CDR2), QQRSNWPPFT (SEQ ID NO:
157) (CDR3)

De esta manera, me permito manifestar que si existe una correlacion de estructura-
funcién bien aceptada entre los residuos de las CDRs y la unién al antigeno, y que
una persona normalmente versada en la materia reconoceria claramente que como los
residuos de las CDRs de las SEQ ID NOs: 3 y 5 y las SEQ ID NOs: 4 y 6 son
idénticos, la funcién de unién al antigeno se mantendria claramente mediante las
combinaciones mencionadas en la opcioén iv de la reivindicacion 1, es decir, una
combinacién que comprende un VL2 de SEQ ID NO: 6 y un VH2 de SEQ ID NO:
3 o0 una combinacién que comprende un VL2 de SEQ ID NO: 4 y un VH2 de SEQ
ID NO: 5.

Ademas, la SEQ ID NO: 3 yla SEQ ID NO: 5 tienen una identidad de secuencia de

99.2% ya que difieren en un solo residuo de aminoacido, como lo demuestra el

alineamiento de secuencias a continuacion:

www.clarkemodet.com

ESPANA - PORTUGAL - ARGENTINA - BRASIL - CHILE - COLOMBIA - MEXICO - PERU - URUGUAY : VENEZUELA



Aligned sequences: 2
1: SEQ _ID_NO 3

2: SEQ_ID_NO 5
Matrix: EBLOSUMB2
Gap penalty: 18.8@
Extend penalty: 8.5

Length: 126

Identity: 125/126 (99.2%)
Similarity: 126/126 (1@@.8%)
Gaps: B/126 ( 8.8%)

Score:! b63.8

?ﬂﬂﬂ%%#%###%%##%?

SEQ_ID_NO_3 1 QUQLVESGGGYVQPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGNGLEWVAF 58
SEQ_ID_NO 5 1 QVOLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVROAPGDGLEWVAF 58
SEQ ID _NO 3 51 MSYDGSMKKYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDR 180
SQMIS 51 PSR T S AT 100
SEQ_ID_NO_3 181 GIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSS 126
SEQ_ID_NO_5 101 él“&é*%iﬁ“%&l%g 126

y la SEQ ID NO: 4 y la SEQ ID NO: 6 son idénticas, como lo demuestra el

siguiente alineamiento de secuencias:

== ====
#
# Aligned_sequences: 2
# 1: SEQ ID NO 4
# 2: SEQ ID NO &
# Matrix: EBLOSUMGZ
# Gap_penalty: 18.@
# Extend penalty: 8.5
#
# Length: 188
# Identity: 188/188 (lee.8%)
# Similarity: 188/188 (1e8.8%)
# Gaps: e/1e8 ( 0.8%)
# Score: 568.9
#
#
#: -
SEQ_ID NO 4 LSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQQKPGQAPRLLIYD 5@
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
SEQ_ID NO 6 SPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQQKPGQAPRLLIYD 58
SEQ_ID NO 4 51 ASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPPFTFG 1lee
LELECELEELEEEEEE LR PR EL LT [T
SEQ_ID NO_6& 51 ASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPPFTFG 18
SEQ_ID_NO_4 lel TTTTTTTT 128
SEQ_ID NO_6 121 PGTKVDIK 128
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Con respecto a la variacién de un solo aminoacido entre la SEQ ID NO: 3 yla SEQ
ID NO: 5, esta variante de secuencia es claramente descrita y se encuentra
debidamente respaldada por la descripciéon de la presente solicitud. [Véase, por
ejemplo, la pagina 32, lineas 8 a 11. Ademas, como se discutié anteriormente, una
persona experta en la técnica reconoceria claramente que las cadenas VL y VH que
comprenden las mismas CDRs y una identidad de secuencia superior al 99% entre las
dos versiones de las secuencias de cadena pesada variable mencionadas en la parte iv
de la reivindicacion 1, es decir, SEQ ID NOs: 3 y 5, funcionarfan igual con respecto

a la union al antigeno.

Con respecto a la SEQ ID NO: 4 y la SEQ ID NO: 6, como son idénticas, es claro
que dichos compuestos que comprenden las combinaciones de la SEQ ID NO: 4 o
6 mencionadas en la parte iv de la reivindicacion 1, funcionarian de la misma manera

con respecto a la unién al antigeno.

En conclusion, como se discutié anteriormente, las CDRs de las SEQ ID NOs: 3y 5
son idénticas, y las CDRs de las SEQ ID NOs: 4 y 6 son idénticas; las SEQ ID NOs:
4y 6 son 100% idénticas; las SEQ ID NOs: 3 y 5 son mas del 99% idénticas y difieren
en un solo residuo de aminoacido; y los compuestos que comprenden las SEQ ID
NOs: 6 y 3, y los compuestos que comprenden las SEQ 1D NOs: 4 y 5, como se
mencionan en la parte iv de la reivindicacion 1, son claramente descritos y soportados

por la presente solicitud, por ejemplo en la Tabla 1, reproducida anteriormente.

Como tal, la solicitud en estudio soporta claramente todas las combinaciones
mencionadas en la reivindicacién 1, parte iv, y una persona normalmente versada en
la materia entenderia que los compuestos que comprenden una combinacion de las
SEQ ID NOs: 6 y 3 cumplirfan la misma funcién de unién al antigeno que los
compuestos que comprenden las SEQ ID NOs: 4 y 3, ya que difieren en un solo
residuo de aminoacido, ademas, dicho residuo NO esta comprendido por ninguna de
las CDRs. Por consiguiente, me permito solicitar a ese Despacho que la objecion a

este respecto sea retirada.

4.2. «las reiindicaciones 1 y 16, no son claras ya que se refiere a regiones constantes de cadena
pesada 2 (CHZ2) que presentan modificaciones, en donde dichas modificaciones se refieren por el
aminodcido sustituyente y su posicion, sin embargo no se incluye la secuencia de referencia (SEQ 1D

NO) de la region sobre la cual se realiza dicha sustitucion. Se recuerda al solicitante que una secuencia
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modificada debe definirse por su secuencia completa de aminodcidos o por las modificaciones senaladas
por su posicion y el aminodcido sustituyente con respecto a la secuencia de referencia, por lo que se

sugiere incluirla en la reivindicacion.»

En respuesta a lo anterior, me permito indicar que, tal y como se expuso en el numeral
2 del presente memorial, las reivindicaciones 1 y 16 fueron modificadas para
especificar que los residuos de la region constante de cadena pesada 2 (CH2) se

numeran “de acuerdo con el indice EU de Kabat para la CH2 de un anticuerpo

convencional”. Esta modificacion encuentra soporte de la linea 23 de la pagina 34 a
la linea 4 de la pagina 36 de la memoria descriptiva. Esencialmente, lo que se quiere
decir es que la numeracién de estos residuos de la CH2 es de acuerdo con Kabat
(Sequences of Proteins of Immunological Interest, U.S. Department of Health and

Human Services, 1991) para un anticuerpo convencional. Kabat es una convencion

de numeracién bien aceptada para residuos de anticuerpos contenidos en los

polipéptidos de los anticuerpos.

Ademis, se entenderia que la frase "anticuerpo convencional" de acuerdo con la
reivindicacién significa que los residuos de la CH2 mencionados se numeran de
acuerdo con los residuos de la CH2 correspondientes de un anticuerpo de acuerdo
con Kabat, en donde la numeracion de los residuos de la CH2 no se altera en
comparacion con un "anticuerpo convencional”. En otras palabras, la numeracion de
estos residuos de CH2 no se modifica con respecto a un anticuerpo normal, por
ejemplo, mediante la insercién o eliminacion de residuos de aminoacidos. Por tanto,

me permito solicitar a ese Despacho que la objecion a este respecto sea retirada.

4.3. «lLas rewvindicaciones 9, 19 y 21 no son claras ya que se refiere a un enlace disulfuro que
permite la formaciin del dominio C1 0 la asociacion de los polipéptidos , sin embargo no se menciona
la posicion de las cisteinas con respecto a la secuencia de referencia que permiten la formacion de dicho

enlace. Se sugiere incluir dicha informacion o realizar las aclaraciones necesarias.»

En cuanto a lo anterior, respetuosamente me permito destacar que las
reivindicaciones 9, 19 y 21 son claras, toda vez que es bien conocido en la técnica que
entre los polipéptidos de dominios de regién constante de cadena pesada y cadena
ligera se forman enlaces disulfuro. No obstante, me permito indicar que, con el fin de

avanzar en el tramite de la presente solicitud, dichas reivindicaciones fueron
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modificadas para eliminar la caracteristica relacionada con el enlace disulfuro. Por

tanto, la objecién a este respecto se ve superada.

En consecuencia, me permito manifestar que el nuevo capitulo reivindicatorio
adjunto al presente memorial, que incluye 29 reivindicaciones, cumple a cabalidad con

las disposiciones del Articulo 30 de la Decisién 486/00.

5. Descripciéon

Por otro lado, en cuanto a lo sefialado por el examinador sobre que: «L_a descripcion no
se presenta de manera clara ya que las tablas y dibujos presentan errores de numeracion, ya que las
Tablas 8, 10 y 11 se presentan recortadas o incompletas y no es posible leer los resultados alli
incluidos. Se sugiere hacer las correcciones y aclaraciones necesariass, me permito adjuntar al
presente memorial una versiéon modificada de la descripcion de la presente solicitud,
en la cual se ha corregido lo que el examinador sefiala. Cabe resaltar que todas las
referencias a la descripciéon que se utilizaron en el presente memorial tienen como
base esta version modificada. Por tanto, me permito solicitar a ese Despacho que la

objecién a este respecto sea retirada.

6. Conclusion

Finalmente, a la luz de las modificaciones al capitulo reivindicatorio y los argumentos

presentados, es posible concluir lo siguiente:

6.1. La presente solicitud es clara, concisa y esta debidamente soportada por la

descripcion, cumpliendo asi con los requerimientos del Articulo 30 de la Decision
486/00.

Por tanto, atentamente me permito solicitar a ese Despacho otorgar el privilegio de
patente solicitado a la solicitud en estudio, toda vez que cumple a cabalidad con los

requerimientos de la Decision 486/00.
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7. Anexos

7.1. Nuevo capitulo reivindicatorio que comprende 29 reivindicaciones.
7.2. Descripciéon modificada.

7.3. Comprobante de pago de tasa para nuevo examen de patentabilidad.

Sefior Director,

SLHK\I%DM&\('ALVO

C.(,. 66.783.790 de Palmira Valle
TP-141563 CS]
notificaciones@clarkemodet.com.co
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P-13027
Nuevo capitulo reivindicatorio
Octubre 2, 2018

REIVINDICACIONES

1. Uncompuesto biespecifico que comprende un primer polipéptido y un segundo
polipéptido, en el que:
(A) dicho primer polipéptido comprende:

() un dominio variable de cadena ligera de wuna primera
inmunoglobulina (VL1) especifico para una primera proteina diana;

(i) un dominio variable de cadena pesada de una segunda
inmunoglobulina (VH2) especifico para una segunda proteina diana;
y

(i) una region bisagra, una region constante de cadena pesada 2 (CH2)
y una region constante de cadena pesada 3 (CH3); y

(B) dicho segundo polipéptido comprende:

(i)  un dominio variable de cadena ligera de la segunda inmunoglobulina
(VL2) especifico para dicha segunda proteina diana;

(i) un dominio variable de cadena pesada de la primera
inmunoglobulina (VH1) especifico para dicha primera proteina
diana;

en el que:

(i)  dichos VL1 y VH1 se asocian para formar un sitio de unién que se
une a dicha primera proteina diana;

(i) dichos VL2 y VH2 se asocian para formar un sitio de unién que se
une a dicha segunda proteina diana;

(i)  dicha region constante de cadena pesada 2 (CH2) comprende una
tirosina en la posiciéon 252, una treonina en la posicion 254 y un acido
glutamico en la posicion 256, numeradas de acuerdo con el indice
EU de Kabat para la CH2 de un anticuerpo convencional; y

(iv) dicha primera proteina diana es TNF-alfa y dicha segunda proteina
diana es IL.-23A o dicha primera proteina diana es IL-23A y dicha
segunda proteina diana es TINF-alfa,

en el que:
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(i) dicho VL1 comprende la SEQ ID NO:2, dicho VH1 comprende la
SEQ ID NO:1, dicho VL2 comprende la SEQ ID NO:8 y dicho
VH2 comprende la SEQ ID NO:7; o

(il) dicho VL1 comprende la SEQ ID NO:4 o 6, dicho VH1 comprende
la SEQ ID NO:3 o 5, dicho VL2 comprende la SEQ ID NO:8 y
dicho VH2 comprende la SEQ 1D NO:7; o

(i) dicho VL1 comprende la SEQ ID NO:8, dicho VH1 comprende la
SEQ ID NO:7, dicho VL2 comprende la SEQ ID NO:2 y dicho
VH2 comprende la SEQ ID NO:1; o

(iv) dicho VL1 comprende la SEQ ID NO:8, dicho VH1 comprende la
SEQ ID NO:7, dicho VL2 comprende la SEQ ID NO:4 o 6 y dicho
VH2 comprende la SEQ ID NO:3 o 5.

2. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que en (if) dicho VL1
comprende la SEQ ID NO:4, dicho VH1 comprende la SEQ 1D NO:3, dicho VL2
comprende la SEQ ID NO:8 y dicho VH2 comprende 1a SEQ 1D NO:7.

3. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que en (ii) dicho VL1
comprende la SEQ ID NO:6, dicho VH1 comprende 1a SEQ ID NO:5, dicho VL2
comprende la SEQ ID NO:8 y dicho VH2 comprende 1a SEQ 1D NO:7.

4. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que en (iv) dicho VL2
comprende la SEQ ID NO:4, dicho VH2 comprende 1a SEQ ID NO:3, dicho VL1
comprende la SEQ ID NO:8 y dicho VH1 comprende 1a SEQ 1D NO:7.

5. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que en (iv) dicho VL2
comprende la SEQ ID NO:6, dicho VH2 comprende la SEQ ID NO:5, dicho VL1
comprende la SEQ ID NO:8 y dicho VH1 comprende la SEQ ID NO:7.

6. El compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que dicho primer
polipéptido comprende ademas un primer enlazador entre dicho VL1 y dicho VH2 y
dicho segundo polipéptido comprende ademas un segundo enlazador entre dicho
VL2 y dicho VHI.
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7. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que dicho primer
enlazador o dicho segundo enlazador comprende la secuencia de aminodcidos
GGGSGGG (SEQ ID NO:9).

8.  El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que dicho primer
enlazador y dicho segundo enlazador comprenden la secuencia de aminoacidos
GGGSGGG (SEQ ID NO:9).

9. El compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que dicho primer
polipéptido comprende ademas un dominio de region constante de cadena pesada 1
(CH1) y dicho segundo polipéptido comprende ademas un dominio de region

constante de cadena ligera (CL).

10.  El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que dicho primer
polipéptido comprende ademas un dominio de regién constante de cadena pesada 1
(CH1) y dicho segundo polipéptido comprende ademas un dominio de region
constante de cadena ligera (CL) y dicho primer polipéptido comprende ademas un
tercer enlazador entre dicho VH2 y dicha CH1 y dicho segundo polipéptido

comprende ademas un cuarto enlazador entre dicho VH1 y dicha CL.

11.  El compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 10, en el que dicho tercer
enlazador comprende la secuencia de aminoacidos FNRGES (SEQ ID NO:11).

12. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que dicho cuarto

enlazador comprende la secuencia de aminoacidos VEPKSS (SEQ ID NO:12).

13.  El compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 10, en el que dicho tercer
enlazador comprende la secuencia de aminoacidos FNRGES (SEQ ID NO:11) y
dicho cuarto enlazador comprende la secuencia de aminoacidos VEPKSS (SEQ ID
NO:12).

14.  El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que dicho tercer

enlazador o dicho cuarto enlazador comprende la secuencia de aminoacidos

LGGGSG (SEQ ID NO:10).
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15.  El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que dicho tercer

enlazador y dicho cuarto enlazador comprenden la secuencia de aminodcidos
LGGGSG (SEQ ID NO:10).

16.  El compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
el que dicha region constante de cadena pesada (CH2) comprende una alanina en las
posiciones 234 y una alanina en las posiciones 235, numeradas de acuerdo con el

indice EU tal como en Kabat para la CH2 de un anticuerpo convencional.

17.  El compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
el que la secuencia de aminoacidos de dicha region bisagra, dicha regién constante de
cadena pesada 2 (CH2) o dicha region constante de cadena pesada 3 (CH3) se obtiene
a partir de IgG1 o IgG4.

18.  El compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
el que la region Dbisagra comprende la secuencia de aminoacidos

EPKSCDKTHTCPPCP (SEQ ID NO:40).

19.  El compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
el que dicho compuesto comprende dos de dicho primer polipéptido y dos de dicho
segundo polipéptido.

20.  El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que:
(i)  dicho primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:13 y dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:14;
(ii)  dicho primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:15 y dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:16;
(i)  dicho primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:17 y dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:18;
(iv) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:19 y dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ 1D NO:20;
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(v)  dicho primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:21 y dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:22;

(vi) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:23 y dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:24;

(vii) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:25 y dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:26;

(viii) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:27 y dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:28;

(ix) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:29 y dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:30;

(x)  dicho primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:31 y dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:32;

(xi) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:33 y dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:34; o

(xif) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:35 y dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:36.

21. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 20, en el que dicho compuesto

comprende dos de dicho primer polipéptido y dos de dicho segundo polipéptido.

22.  El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 20 o 21, en el que dicho
compuesto comprende dos de dicho primer polipéptido y dos de dicho segundo
polipéptido, en el que cada uno de dicho primer polipéptido comprende una CH1,
una CH2 y una CH3 y cada uno de dicho segundo polipéptido comprende una CL y
en el que la CH2 y la CH3 de uno del primer polipéptido se asocia a la CH2 y la CH3
del otro del primer polipéptido y la CH1 de cada primer polipéptido se asocia a la CL.

de dicho segundo polipéptido para formar una molécula tetravalente.
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23.  Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22.

24.  Un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un

polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22.

25. Un vector que comprende un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion

24,

26. El vector de acuerdo con la reivindicaciéon 25, que comprende ademas un

promotor unido de manera operativa a dicho acido nucleico.

27. Una célula que comprende un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién

24 o un vector de acuerdo con la reivindicacion 25 o la reivindicacion 26.

28. Un método para producir un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 20 que comprende (i) obtener una célula que comprende un acido
nucleico o vector que comprende un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion
27; y (i) cultivar dicha célula bajo condiciones que resulten en la expresion del

polipéptido codificado por dicho acido nucleico por dicha célula.

29.  El método de acuerdo con la reivindicacién 28, que comprende ademas aislar y

purificar dicho polipéptido de dicha célula o de un cultivo que contenga dicha célula.
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COMPUESTOS BIESPECIFICOS DIRIGIDOS A IL-23A Y TNF-ALFA

SOLICITUD RELACIONADA

La presente solicitud reivindica el beneficio de la fecha de
presentacidén conforme a 35 U.S.C. §119 de 1la solicitud
provisional de Estados Unidos numero de serie 62/045,498,
presentada el 3 de septiembre de 2014, y titulada «Compuesto
dirigido a IL-23A y TNF-ALFA y sus usos», cuyo contenido total

se incorpora a la presente mediante referencia.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La inflamacidén implica una respuesta inmunitaria innata vy
adaptable que es necesaria para combatir la infeccidén. Sin
embargo, cuando la inflamacidén se vuelve una enfermedad
autoinflamatoria o autoinmunitaria desenfrenada, puede
desarrollarse una enfermedad neurodegenerativa e 1incluso

cancer.

Estd establecido que la inhibicién de la actividad de 1las
citocinas proinflamatorias tales como IL1, TNF-alfa, IL6, IL12,

IL17, IL18 o IL23 reduce la inflamacidén y reprime las vias
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especificas que activan las células inmunitarias.

La interleucina 23 (IL23) es una citocina heterodimérica que
consiste en dos subunidades, p40 y pl9. También se hace
referencia a la subunidad pl9 como IL-23A. Mientras que la
subunidad pl9 es Unica de IL23, la subunidad p40 se comparte
con la citocina IL12. IL23 estd surgiendo como un regulador
clave de 1las células linfoides innatas T (ILC) Thl7, o
patogénicas que provocan la produccidédn de IL17, IL22 y otras
citocinas que provocan dafio e inflamacidédn tisular local. IL23
promueve la regulacidédn por incremento de la metaloproteinasa
de la matriz MMP9, aumenta la angiogénesis, reduce la
infiltracién de linfocitos T CD8+ y ha estado implicada en el
desarrollo de tumores cancerosos. Ademds, junto con IL6 y TGF-
betal, IL23 estimula la diferenciacidén de los linfocitos T CD4+
sin tratamiento en linfocitos Thl7. A su vez, los linfocitos
Thl7 producen IL17, una citocina proinflamatoria que potencia
el cebado de linfocitos T y estimula la produccién de citocinas
proinflamatorias tales como IL1, 1IL6, TNF-alfa, NOS-2, vy
también induce la expresidén de guimiocinas gue provocan
inflamacidén y la patogénesis de la enfermedad. IL23 ejerce sus
efectos mediante un receptor de la superficie celular compuesto
de la subunidad IL1231 del receptor de IL12 emparejado con una

unica subunidad IL23R. La expresién de IL23R se restringe a
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poblaciones especificas de células inmunitarias y se encuentra

principalmente en subconjuntos de linfocitos T (TCR+ off y Vv9d)

y células NK.

En ratones, la ablacidén genética del gen IL23pl9 provoca la
pérdida selectiva de la funcidén de IL23 acompafiada por
respuestas inmunitarias dependientes de T seriamente
comprometidas, que incluyen una produccidédn reducida de
inmunoglobulinas especificas del antigeno y respuestas de
hipersensibilidad de tipo retardadas disminuidas (Ghilardi N,
et 4l. (2004) J. Immunol. 172(5): 2827-33). Los ratones
inactivados con deficiencia de IL23p40 o 1IL23pl9, o en
cualquiera de las subunidades del receptor de IL23 (IL23R e
IL12-betal), desarrollan sintomas menos graves en los modelos
animales de esclerosis multiple, artritis y enfermedad
inflamatoria intestinal. Se han obtenido resultados similares
mediante el uso de un anticuerpo especifico para IL23pl9 en
EAE y un modelo de colitis mediado por linfocitos T confirma
ademds la funcidén de IL23 en estas configuraciones de
enfermedad (Chen Y. et &l. (2006) J. Clin. Invet. 116(5): 1317~
26; Elson CO. et &l. (2007) Gastroenterology 132(7): 2359-70).
Esto resalta la importancia de IL23 en la inflamacidén crédnica
(Langowski et &l1. (2006) Nature 442 (7101): 461-5; Kikly K, et

al. (2000) Curr. Opin. Immunol. 18 (6): 670-5). Ademéas, la



10

15

20

4
produccidén elevada de IL23 ha estado implicada como un factor

principal en la artritis inflamatoria y en las enfermedades
autoinmunitarias inflamatorias (Adamopoulos et &l. (2011) J.
Immunol. 187: 593-594; vy Langris et al. (2005) J. Exp. Med.
201:233-240). Se ha publicado una conexidén entre IL23, su
citocina corriente abajo IL22 y la formacidén ésea en un sistema
de modelos de ratdédn en el cual se sobreexpresa IL23 (Sherlock

et al. (2012) Nat. Med. 18: 1069-76).

La citocina TNF-oa hemotrimérica es expresada principalmente
por macrdéfagos, linfocitos, células endoteliales y
fibroblastos y se une a dos receptores diferentes: TNFRI,
expresado en casi todos los tipos de células, y TNFRII, con
una expresién més limitada en células inmunitarias (linfocitos
T CD4+, células NK). De manera similar a muchos miembros de la
superfamilia de TNF, TNF-oa existe como formas solubles y de la
membrana, en la que la forma soluble surge de la escisidén de
la forma de la membrana por parte de la metaloproteinasa ADAMI12
(TACE, enzima de conversidén de TNFa). Tanto la forma soluble
como la que se une a la membrana de la citocina son

bioldégicamente activas.

El factor de necrosis tumoral (TNF-alfa/TNF-o) es una citocina

proinflamatoria que estimula la fase aguda de la inflamacidn.
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El factor de necrosis tumoral aumenta la permeabilidad vascular

a través de la induccidn de IL8, y capta de ese modo macrdéfagos
y neutréfilos a un sitio de infeccidédn. Una vez gque se encuentran
presentes, los macrdéfagos contintan produciendo TNF-alfa, 1lo
que mantiene y amplifica la respuesta inflamatoria. La funcidn
principal del TNF-alfa es la regulacién de las células
inmunitarias; sin embargo, el TNF-alfa también estd implicado
en la regulacidén de un amplio espectro de procesos bioldgicos
que incluyen la proliferacidén celular, diferenciaciédn,
apoptosis, metabolismo de lipidos y coagulacién. E1 TNF-alfa
es capaz de inducir la inflamacidén, inducir la muerte celular
apoptdética, inhibir la tumorigenicidad e inhibir la replicacién

viral.

La desregulacidén de la produccién de TNF-alfa ha estado
implicada en una variedad de enfermedades humanas, que incluyen
enfermedades autoinmunitarias (por ejemplo, artritis
reumatoide (RA), enfermedad de Crohn, esclerosis multiple),
enfermedad intestinal inflamatoria (IBD, por sus siglas en
inglés), colitis ulcerosa, psoriasis, coque téxico, enfermedad
de injerto contra Thuésped, resistencia a la insulina,
enfermedad de Alzheimer, cancer y depresidn mayor (Swardfager
W, et &l. (2010) Biol Psychiatry 68 (10): 930-941; (Locksley

RM, et al. (2001) Cell 104 (4): 487-501; Dowlati et al., (2010)
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Biol Psychiatry 67 (5): 446-457; Brynskov J. et &l. (2002) Gut

51 (1): 37-43).

Se han utilizado anticuerpos como terapias bioldgicas para la
inhibicién de TNF-alfa e IL23 a los efectos de tratar una
variedad de enfermedades inflamatorias. Infliximab (Centocor,
Malvem, Pa.) descrito en 1las patentes estadounidenses n.°
6,277,969, 6,284,471 y 6,790,444, es un anticuerpo de IgG
monoclonal quimérico anti-TNF-alfa que presenta las regiones
variable de ratén y constante de IgG4 humana y se utiliza
clinicamente para tratar la artritis reumatoide, artritis
psoridsica, espondilitis anquilosante, enfermedad de Crohn,
colitis wulcerosa vy psoriasis en ©placas. El anticuerpo
monoclonal adalimumab (clon D2E7; Abbott Laboratories, Abbott
Park, Illinois) descrito en la patente estadounidense n.°
6,090,382 es una terapia anti-TNF-alfa utilizada clinicamente
para tratar la artritis reumatoide, enfermedad de Crohn,
psoriasis, artritis psoridsica, espondilitis anquilosante vy
artritis idiopatica juvenil. Golimumab es un bloqueador de TNF-
alfa utilizado para tratar la artritis reumatoide, artritis
psoriasica, espondilitis anquilosante y <colitis wulcerosa.
Ademas, el anticuerpo monoclonal humano ustekinumab (Centocor,

Inc, Malvem, Pa.), descrito en la patente estadounidense n.°

6,902,734 y la patente estadounidense n.° 7,166,285, que se
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dirige <contra la interleucina 12 vy 1la interleucina 23

(especificamente la subunidad p40), se utiliza clinicamente
para tratar la psoriasis en placas grave, y ademds se encuentra
en investigacidén para el tratamiento de la artritis psoriasica,
esclerosis multiple y sarcoidosis. Sin embargo, se ha indicado
que las terapias anti-TNF-a presentan efectos secundarios [ver,
por ejemplo: Keane J et &4l. (2001)]. La tuberculosis se asocia
a infliximab, un agente de neutralizacidédn del factor de
necrosis tumoral o. N EnglJMed 345 (15): 1098-1104; Scheinfeld
N. (2005) Adalimumab: a review of side effects. Expert Opin
Drug Saf. 4(4):637-41; Chovel-Sella A et &l. (2012) Clinical
efficacy and adverse effects of golimumab in the treatment of
rheumatoid arthritis. Isr Med Assoc J. 14(6):390-4]. La
identificacién de tratamientos més eficaces deberia permitir
la administracién de dosificaciones reducidas, asi como costos

mas bajos asociados al tratamiento.

AGn existe una necesidad de composiciones con una mayor

eficacia para tratar y prevenir enfermedades autoinmunitarias

o inflamatorias.

COMPENDIO DE LA INVENCION

En la presente se proporcionan compuestos especificos para TNF-
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alfa e IL23, composiciones que comprenden dichos compuestos,

asi como métodos para utilizarlos y producirlos.

Los aspectos de la descripcidn se refieren a un compuesto que

comprende un primer polipéptido y un segundo polipéptido en el

que:
(A7) dicho primer polipéptido comprende:
(1) un dominio variable de cadena ligera de una primera

inmunoglobulina (VL1) especifico para una primera proteina
diana;

(ii) un dominio variable de cadena pesada de una segunda
inmunoglobulina (VH2) especifico para una segunda proteina
diana; vy

(iii) una regidén bisagra, una regidén constante de cadena
pesada 2 (CH2) y una regidn constante de cadena pesada 3 (CH3);
y

(B) dicho segundo polipéptido comprende:

(1) un dominio variable de cadena ligera de la segunda
inmunoglobulina (VL2) especifico para dicha segunda proteina
diana;

(id) un dominio variable de cadena pesada de la primera
inmunoglobulina (VH1) especifico para dicha primera proteina
diana;

en el que:
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(1) dichos VL1 y VH1 se asocian para formar un sitio de

unidén que se une a dicha primera proteina diana;

(11) dichos VL2 y VH2 se asocian para formar un sitio de
unidén que se une a dicha segunda proteina diana;

(iid) dicha regidén constante de cadena pesada 2 (CH2)
comprende una tirosina en la posicién 252, una treonina en la
posicidédn 254 y un acido glutédmico en la posicidén 256, numeradas
de acuerdo con el 1indice EU de Kabat para un anticuerpo
convencional; vy

(iv) dicha primera proteina diana es TNF-alfa y dicha
segunda proteina diana es IL-23A o dicha primera proteina diana
es IL-23A y dicha segunda proteina diana es TNF-alfa,

en el que:

(1) dicho VL1 comprende la SEQ ID NO:2, dicho VHI
comprende la SEQ ID NO:1, dicho VL2 comprende la SEQ ID NO:8 vy
dicho VH2 comprende la SEQ ID NO:7; o

(11) dicho VL1 comprende la SEQ ID NO:4 o 6, dicho VHI
comprende la SEQ ID NO:3 o 5, dicho VL2 comprende la SEQ ID
NO:8 y dicho VH2Z comprende la SEQ ID NO:7; o

(1ii) dicho VL1 comprende la SEQ ID NO:8, dicho VHI
comprende la SEQ ID NO:7, dicho VL2 comprende la SEQ ID NO:2 y
dicho VH2 comprende la SEQ ID NO:1; o

(1iv) dicho VL1 comprende la SEQ ID NO:8, dicho VHI

comprende la SEQ ID NO:7, dicho VL2 comprende la SEQ ID NO:4 o
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6 y dicho VH2 comprende la SEQ ID NO:3 o 5.

En algunas modalidades, en (ii) dicho VL1 comprende la SEQ ID
NO:4, dicho VH1 comprende la SEQ ID NO:3, dicho VL2 comprende

la SEQ ID NO:8 y dicho VH2 comprende la SEQ ID NO:7.

En algunas modalidades, en (ii) dicho VL1 comprende la SEQ ID
NO:6, dicho VH1 comprende la SEQ ID NO:5, dicho VL2 comprende
la SEQ ID NO:8 y dicho VH2 comprende la SEQ ID NO:7. En algunas
modalidades, en (iv) dicho VL2 comprende la SEQ ID NO:4, dicho
VH2 comprende la SEQ ID NO:3, dicho VL1 comprende la SEQ ID
NO:8 vy dicho VH1 comprende la SEQ ID NO:7. En algunas
modalidades, en (iv) dicho VL2 comprende la SEQ ID NO:6, dicho
VH2 comprende la SEQ ID NO:5, dicho VL1 comprende la SEQ ID

NO:8 y dicho VH1 comprende la SEQ ID NO:7.

En algunas modalidades, dicho primer polipéptido comprende
ademés un primer enlazador entre dicho VL1 y dicho VH2 y dicho
segundo polipéptido comprende ademas un segundo enlazador entre
dicho VL2 y dicho VH1. En algunas modalidades, dicho primer
enlazador o dicho segundo enlazador comprende la secuencia de
aminoadcidos GGGSGGG (SEQ ID NO:9). En algunas modalidades,
dicho primer enlazador y dicho segundo enlazador comprenden la

secuencia de aminodcidos GGGSGGG (SEQ ID NO:9).
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En algunas modalidades, dicho primer polipéptido comprende
ademds un dominio de regidén constante de cadena pesada 1 (CHL)
y dicho segundo polipéptido comprende ademds un dominio de
regidén constante de cadena ligera (CL), en el que dicha CL y
dicha CH1 se asocian entre si mediante un enlace disulfuro para

formar un dominio C1.

En algunas modalidades, dicho primer polipéptido comprende
ademés un tercer enlazador entre dicho VH2 y dicha CH1 y dicho
segundo polipéptido comprende ademds un cuarto enlazador entre
dicho VH1 y dicha CL. En algunas modalidades, dicho tercer
enlazador comprende la secuencia de aminodcidos FNRGES (SEQ ID
NO:11). En algunas modalidades, dicho cuarto enlazador
comprende la secuencia de aminoadcidos VEPKSS (SEQ ID NO: 12).
En algunas modalidades, dicho tercer enlazador comprende la
secuencia de aminodcidos FNRGES (SEQ ID NO:11) y dicho cuarto
enlazador comprende la secuencia de aminodcidos VEPKSS (SEQ ID
NO: 12). En algunas modalidades, el tercer enlazador o dicho
cuarto enlazador comprende la secuencia de aminodcidos LGGGSG
(SEQ ID NO: 10). En algunas modalidades, dicho tercer enlazador
y dicho cuarto enlazador comprenden la secuencia de aminodcidos

LGGGSG (SEQ ID NO: 10).
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En algunas modalidades, dicha regidén constante de cadena pesada

2 (CH2) comprende una alanina en la posicidén 234 y una alanina
en la posicidén 235, numeradas de acuerdo con el indice EU de

Kabat para un anticuerpo convencional.

En algunas modalidades, la secuencia de amincacidos de dicha
regién bisagra, dicha regidén constante de cadena pesada 2 (CH2)
o dicha regidén constante de cadena pesada 3 (CH3) se obtiene a
partir de IgGl o IgG4. En algunas modalidades, dicha regidn
bisagra comprende la secuencia de amincidcidos EPKSCDKTHTCPPCP

(SEQ ID NO:40).

En algunas modalidades, dicho compuesto comprende dos de dicho
primer polipéptido y dos de dicho segundo polipéptido, en el
que dichos dos del primer polipéptido se asocian entre si
mediante al menos un enlace disulfuro. En algunas modalidades,
dicho compuesto comprende dos de dicho primer polipéptido vy
dos de dicho segundo polipéptido, en el gque dichos dos del
primer polipéptido se asocian entre si mediante al menos un
enlace disulfuro y en el que cada uno de dicho primer
polipéptido se asocia a uno de dicho segundo polipéptido

mediante al menos un enlace disulfuro.

En algunas modalidades,
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(i) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de

aminoacidos de la SEQ ID NO: 13 y dicho segundo polipéptido
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 14;
(ii) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 15 y dicho segundo polipéptido
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 16;
(iii) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 17 y dicho segundo polipéptido
comprende la secuencia de aminoadcidos de la SEQ ID NO: 18;
(iv) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 19 y dicho segundo polipéptido
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:20;

(v) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:21 vy dicho segundo polipéptido
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:22;

(vi) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:23 vy dicho segundo polipéptido
comprende la secuencia de aminoédcidos de SEQ ID NO:24;

(vii) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:25 vy dicho segundo polipéptido
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:26;

(viii) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de
aminoadcidos de SEQ ID NO:27 vy dicho segundo polipéptido

comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:28;
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(ix) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de

aminoacidos de SEQ ID NO:29 vy dicho segundo polipéptido
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:30;

(x) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:31 vy dicho segundo polipéptido
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:32;

(x1) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:33 vy dicho segundo polipéptido
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:34; o

(x1ii) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:35 vy dicho segundo polipéptido

comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:36.

En algunas modalidades, dicho compuesto comprende dos de dicho
primer polipéptido y dos de dicho segundo polipéptido, en el
que dichos dos del primer polipéptido se asocian entre si

mediante al menos un enlace disulfuro.

En algunas modalidades, dicho compuesto comprende dos de dicho
primer polipéptido y dos de dicho segundo polipéptido y en el
que la CH2 y la CH3, y la CHl si se encuentra presente, de uno
del primer polipéptido se asocia a la CH2 y la CH3, y la CH1
si se encuentra presente, del otro del primer polipéptido para

formar una molécula tetravalente. En algunas modalidades, dicho
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compuesto comprende dos de dicho primer polipéptido y dos de

dicho segundo polipéptido, en el que cada uno de dicho primer
polipéptido comprende una CH1, una CH2 y una CH3 y cada uno de
dicho segundo polipéptido comprende una CL, y en el que la CH2
y la CH3 de uno del primer polipéptido se asocia a la CH2 y la
CH3 del otro del primer polipéptido y la CH1 de cada primer
polipéptido se asocia a la CL de dicho segundo polipéptido para

formar una molécula tetravalente.

Otros aspectos de la descripcién se refieren a un primer
compuesto que compite con un segundo compuesto para unirse a
IL-23A y a TNF-alfa, en el que dicho primer compuesto comprende
un tercer polipéptido y un cuarto polipéptido, en el que:

(A7) dicho tercer polipéptido comprende:

(1) un dominio variable de <cadena ligera de una
primera inmunoglobulina (VL1) especifico para una primera
proteina diana;

(id) un dominio wvariable de cadena pesada de una
segunda inmunoglobulina (VH2) especifico para una segunda
proteina diana; vy

(iii) una regidén bisagra, una regidn constante de
cadena pesada 2 (CH2) y una regidén constante de cadena pesada
3 (CH3); vy

(B) dicho cuarto polipéptido comprende:
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(1) un dominio wvariable de cadena ligera de la

segunda inmunoglobulina (VL2) especifico para dicha segunda
proteina diana;

(ii) un dominio wvariable de cadena pesada de la
primera inmunoglobulina (VH1) especifico para dicha primera
proteina diana;

y en el que

(1) dichos VL1 y VH1 se asocian para formar un sitio
de unidén que se une a dicha primera proteina diana;

(ii) dichos VL2 y VH2 se asocian para formar un sitio
de unidén que se une a dicha segunda proteina diana; y

(iii) dicha primera proteina diana es TNF-alfa y dicha
segunda proteina diana es IL-23A o dicha primera proteina diana
es IL-23A y dicha segunda proteina diana TNF-alfa,

y en el que dicho segundo compuesto comprende un primer
polipéptido y un segundo polipéptido, en el que:

(1) dicho primer polipéptido comprende la secuencia
de aminodcidos de la SEQ ID NO: 13 y dicho segundo polipéptido
comprende la secuencia de aminoadcidos de la SEQ ID NO: 14;
(id) dicho primer polipéptido comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 15 y dicho segundo polipéptido
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 16;
(iii) dicho primer polipéptido comprende la secuencia

de aminoacidos de la SEQ ID NO: 17 y dicho segundo polipéptido
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comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 18;

(iv) dicho primer polipéptido comprende la secuencia
de aminodcidos de la SEQ ID NO: 19 y dicho segundo polipéptido
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:20;

(v) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:21 vy dicho segundo polipéptido
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:22;

(vi) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:23 vy dicho segundo polipéptido
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:24;

(vii) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:25 vy dicho segundo polipéptido
comprende la secuencia de aminoédcidos de SEQ ID NO:26;

(viii) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:27 vy dicho segundo polipéptido
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:28;

(ix) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:29 vy dicho segundo polipéptido
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:30;

(x) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:31 vy dicho segundo polipéptido
comprende la secuencia de aminoédcidos de SEQ ID NO:32;

(x1) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de

aminodcidos de SEQ ID NO:33 vy dicho segundo polipéptido
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comprende la secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO:34; o

(xii) dicho primer polipéptido comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:35 vy dicho segundo polipéptido

comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:36.

Aun otros aspectos de 1la descripcidédn se refieren a una
composicién farmacéutica que comprende un compuesto descrito

en la presente, tal como un compuesto descrito anteriormente.

Otros aspectos de la descripcidén se refieren a un método para
tratar wuna enfermedad autoinmuntaria o inflamatoria que
comprende administrar un compuesto descrito en la presente,
tal como un compuesto descrito anteriormente, o una composicidn

farmacéutica gque comprende dicho compuesto a un sujeto.

Aun otros aspectos de la descripcidn se refieren a un compuesto
descrito en la presente, tal como un compuesto descrito
anteriormente, para su uso en la medicina. En algunas
modalidades, dicho uso es el tratamiento de una enfermedad

autoinmuntaria o inflamatoria.

Otros aspectos de la descripcidn se refieren a una composicidn
farmacéutica que comprende un compuesto descrito en la

presente, tal como un compuesto descrito anteriormente, para
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su uso en la medicina. En algunas modalidades, dicho uso es el

tratamiento de una enfermedad autoinmuntaria o inflamatoria.

Aun otros aspectos de la descripcidén se refieren a un uso de
un compuesto descrito en la presente, tal como un compuesto
descrito anteriormente, en la fabricacidédn de un medicamento
para su uso en la medicina. En algunas modalidades, dicho uso
es el tratamiento de una enfermedad autoinmuntaria o

inflamatoria.

Otros aspectos de la descripcidén se refieren a un uso de una
composicidén farmacéutica descrita en la presente, tal como una
composicidén farmacéutica descrita anteriormente, en la
fabricacién de un medicamento para su uso en la medicina. En
algunas modalidades, dicho wuso es el tratamiento de una

enfermedad autoinmuntaria o inflamatoria.

Aun otros aspectos de la descripcidén se refieren a un Aacido
nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos que
codifica un polipéptido descrito en la presente, tal como un
polipéptido descrito anteriormente. Otros aspectos de la
descripcidén se refieren a un vector que comprende dichos acidos
nucleicos. En algunas modalidades, el wvector comprende un

promotor enlazado de forma operativa a dicho &acido nucleico.
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Otros aspectos de la invencidédn se refieren a una célula que

comprende dichos &acido nucleico o dicho wvector.

Otros aspectos de la descripcidn se refieren a un método para
producir un compuesto o polipéptido tal como se describe en la
presente, tal como un polipéptido descrito anteriormente, que
comprende obtener una célula descrita en la presente, tal como
una célula descrita anteriormente, y expresar un acido nucleico
tal como se describe en la presente en dicha célula. En algunas
modalidades, el método comprende ademds aislar y purificar

dicho polipéptido o compuesto.

Los detalles de una o més modalidades de la descripcién se
establecen en la descripcidn a continuacién. Otras
caracteristicas o ventajas de la ©presente descripcidn
resultardn evidentes a partir de las siguientes figuras y la
descripcién detallada de diversas modalidades y también a

partir de las reivindicaciones adjuntas.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las siguientes figuras forman parte de la presente memoria

descriptiva y estédn incluidas para mostrar adicionalmente

determinados aspectos de la presente descripcidn, gque pueden
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entenderse mejor mediante la referencia a una o mas de estas

figuras en combinacidén con la descripcidén detallada de las

modalidades especificas presentadas en la presente.

La FIGURA 1A es un diagrama de un compuesto 1lustrativo
especifico para TNF-alfa e IL23A. La primera cadena de
polipéptidos contiene los dominios de CH3, CH2, VH, (VHrr) y VL1
(VL1) . La segunda cadena de polipéptidos contiene los dominios
de VH:1 (VHr) y VLz (VLir). VL1 y VHi son especificos para una
primera proteina diana (ya sea TNF-alfa o IL23A) y VL, y VH»
son especificos para una segunda proteina diana (ya sea IL23A
o TNF-alfa). El1 panel superior muestra cada cadena de
polipéptidos por separado. El1 panel inferior muestra un
compuesto tetravalente formado a través de la asociacidén de
los dominios de CH2 y CH3 de un primer polipéptido con respecto
a los dominios CH2 y CH3 de otro primer polipéptido. Los
dominios de unién para la primera y la segunda proteina diana
se forman a través de la asociacidén de VH: y VL1 y a través de

la asociacidédn de VH, y VL,, respectivamente.

La FIGURA 1B es un diagrama de otro compuesto ilustrativo
especifico para TNF-alfa e IL23A. La primera cadena de
polipéptidos contiene los dominios de CH3, CH2, CH1, VHz (VHir)

y VL1 (VLi). La segunda cadena de polipéptidos contiene 1los
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dominios de CL, VH:i (VH:) y VL2 (VLir). VL1 y VH; son especificos

para una primera proteina diana (ya sea TNF-alfa o IL23A) y Vi
y VH2 son especificos para una segunda proteina diana (ya sea
IL23A o TNF-alfa). El panel superior muestra cada cadena de
polipéptidos por separado. El1 panel inferior muestra un
compuesto tetravalente formado a través de la asociacidédn de
los dominios de CH2 y CH3 de un primer polipéptido con respecto
a los dominios CH2 y CH3 de otro primer polipéptido. Los
dominios de unidén para la primera y la segunda proteina diana
se forman a través de la asociacidén de VH1 y VL1 y a través de
la asociacidén de VHz y VL, respectivamente. El compuesto se
asocia ademas a través de las interacciones entre los dominios

de CL y CHI.

La FIGURA 2 es un grafico que muestra las concentraciones en
suero del Compuesto M y el Compuesto A mutante YTE en monos
cinomolgos macho (promedioxSD; N=3) después de una infusidén IV

de 1 mg/kg de 10 minutos.

La FIGURA 3 es un grafico que muestra las concentraciones en
suero del Compuesto 0 su Compuesto E mutante YTE
correspondiente en monos cinomolgos macho (promediotSD; N=3)

después de una infusién IV de 1 mg/kg de 10 minutos.
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La FIGURA 4 es una serie de graficos y una tabla que muestran

que el compuesto E mantuvo una potencia funcional con respecto
a IL23 in vivo. Los ratones se dosificaron de forma equimolar
con el anticuerpo de control 3 (anticuerpo monoclonal IL23A) o
el compuesto E y se estimularon con IL23 humana dos veces para
inducir inflamacidén en las orejas. Veinticuatro horas después
de la inyeccién final, se recolectaron las orejas y se
analizaron para detectar IL17A de ratdn e IL22 de ratdn como
medicidén del bloqueo funcional de IL23. El compuesto E mantuvo
la potencia funcional in vivo con respecto al anticuerpo de
control 3 (anticuerpo monoclonal IL23A) en funcidén de 1la
exposicidédn final y el nivel de eficacia. Anticuerpo de control
3: cuadrados, triadngulos y rombos sin pintar. Compuesto E:

cuadrados, tridngulos y rombos pintados. MW: Peso molecular.

La FIGURA 5 es una serie de graficos y una tabla que muestran
que el Compuesto E mantuvo una potencia funcional con respecto
a TNF in vivo. Los ratones se dosificaron de forma equimolar
con el anticuerpo de control 2 (anticuerpo monoclonal TNFa) o
el compuesto E y se estimularon con TNF humano. Dos horas
después de la estimulacidn, se recolectd la sangre entera y se
analizé el suero para detectar KC de ratdédn e IL-6 de ratdn como
medicidén del bloqueo funcional de TNF. El compuesto E mantuvo

la potencia funcional 1in vivo con respecto a anti-TNF en
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funcidén de la exposicidédn final y el nivel de eficacia.

Anticuerpo de control 3: cuadrados, tridngulos y rombos sin
pintar. Compuesto E: cuadrados, tridngulos y rombos pintados.

MW: Peso molecular.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En la presente se describen compuestos que se unen a TNF-alfa
(al gue también se hace referencia en la presente como TNF-o o
TNFa) e IL23 (a la que también se hace referencia en la presente
como IL23pl9 o IL-23A). En la actualidad, no existen compuestos
aprobados que se dirijan tanto a TNF-alfa como a IL23A. Existen
estudios limitados con neutralizacién simultidnea de dos/més
mediadores inflamatorios clave que utilicen un enfoque
bioterapéutico. Mientras que dichos estudios no pudieron
demostrar una mejora en los resultados clinicos que se midieron
para la artritis reumatoide (RA), hasta la actualidad no se ha
descrito un agente terapéutico bifuncional que se dirija a la
misma combinaciédn. Ademés, dichas combinaciones pueden
aumentar los efectos secundarios, tal como el riesgo a una
infeccidén (ver, por ejemplo, Genovese, M.C., Cohen, S.,
Moreland, F., Fium, D., Robbins, S., et &l. (2004). Arth.
Rheum. 50, 1412-9,; Genovese, M.C., Cohen, S., Moreland, F.,

Fium, D., Robbins, S., et &4l. (2004). Arth. Rheum. 50, 1412-9;
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y Weinblatt, M., Schiff, M., Goldman, A. Kremer, J., Fuggen,

M., et 4l1. (2007). Ann. Rheum.Dis.66, 228-34). Ademas, dichos
compuestos biespecificos han sido dificiles de diseflar debido
a problemas relacionados con la solubilidad (por ejemplo,
agregacidén) y la estabilidad (por ejemplo, farmacocinética

deficiente).

De manera sorprendente, se ha hallado que los compuestos
descritos en la presente que se unen tanto a TNF-alfa como
IL23A tienen propiedades similares o mejoradas en comparacidn
con anticuerpos individuales que se dirigen a IL23A o TNF-alfa.
También se halléd que estos compuestos tienen una
farmacocinética adecuada y son solubles en intervalos adecuados
a los efectos de 1la dosificacidén. Ademés, en algunas
modalidades, hay ventajas de la administracidén Unica con
respecto a la administracidén de multiples dosis individuales
desde la perspectiva de los efectos secundarios de las terapias
individuales, y de una menor dosificaciédn. Ademds, en algunas
modalidades, las propiedades de CMC de 1los compuestos
demostraron que los compuestos tenia agregacidén baja. En un
aspecto, los compuestos ilustrativos mostraron una agregaciodn
particularmente baja. También se demostrd que se optimizaron
los enlazadores para mejorar la estabilidad e impidieron 1la

escisién y que la mutacién YTE mejord la afinidad de Fe y Rn.
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Se considera gque los compuestos descritos en la presente tienen

una O mas propiedades favorables, por ejemplo, efectos
secundarios disminuidos, facilidad y seguridad de
administracidédn mejorada, una semivida aumentada, una afinidad
de unidén aumentada o una actividad inhibidora aumentada, en
comparacién con moléculas de anticuerpos estéandares, por
ejemplo, una molécula de IgG o un fragmento de unidén al antigeno

(Fab) .

Por consiguiente, los aspectos de la descripcidén se refieren a
compuestos especificos para TNF-alfa e IL23A, asi como a

métodos para el uso y la produccidén de dichos compuestos.
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Compuestos

Los aspectos de la descripcién se refieren a un compuesto
especifico para TNF-alfa e IL23A. A continuacidédn se muestra
una secuencia proteica ilustrativa para TNF-alfa vy una

secuencia proteica ilustrativa para IL23A.

>NP 000585.2 - TNF-alfa [Homo sapiens]

MSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLEFSFLIVAGATTLFCLLHFGVIGPQREEFPRDLSLT
SPLAQAVRSSSRTPSDKPVAHVVANPQAEGQLOQWLNRRANALLANGVELRDNQLVVPSEGLYLIYSQVLFE
KGQGCPSTHVLLTHTISRIAVSYQTKVNLLSAIKSPCOQRETPEGAEAKPWYEPTIYLGGVFQLEKGDRLSA

EINRPDYLDFAESGQVYFGIIAL (SEQ ID NO: 144)

>NP 057668.1 - IL23A [Homo sapiens]

MLGSRAVMLLLLLPWTAQGRAVPGGSSPAWTQCQQLSOKLCTLAWSAHPLVGHMDLREEGDEETTNDVPH
TIQCGDGCDPQGLRDNSQFCLORIHQGLIFYEKLLGSDIFTGEPSLLPDSPVGQLHASLLGLSQLLQPEGH
HWETQQIPSLSPSQPWQRLLLRFKILRSLQAFVAVAARVFAHGAATLSP (los aminodcidos 1-19

son una secuencia de sefial prevista) (SEQ ID NO: 145)

En algunas modalidades, el compuesto comprende un primer
polipéptido y un segundo polipéptido. En algunas modalidades,
el primer polipéptido comprende (i) un dominio variable de
cadena ligera de una primera inmunoglobulina (VL1l) especifico
para una primera proteina diana, (ii) un dominio variable de
cadena pesada de una segunda inmunoglobulina (VH2) especifico
para una segunda proteina diana; y (iii) una regidn bisagra,

una regidén constante de cadena pesada 2 (CH2) y una regién
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constante de cadena pesada 3 (CH3). En algunas modalidades, el

primer polipéptido comprende ademds una regidn constante de
cadena pesada 1 (CHl1). En algunas modalidades, el segundo
polipéptido comprende: (i) un dominio variable de cadena ligera
de la segunda inmunoglobulina (VL2) especifico para la segunda
proteina diana; (ii) un dominio variable de cadena pesada de
la primera inmunoglobulina (VH1) especifico para la primera
proteina diana. En algunas modalidades, el primer polipéptido

comprende ademds una regidédn constante de cadena ligera 1 (CL).

Debe entenderse que los dominios variables y los
dominios/regiones constantes del primer polipéptido pueden
estar en cualgquier orden y que los dominios variables y los
dominios/regiones constantes (si los hay) del segundo
polipéptido pueden estar en cualguier orden. A continuacién se
muestran mualtiples configuraciones ilustrativas para 1los
dominios/regiones en el primer y el segundo polipéptido desde

el extremo N al extremo C.

Primer polipéptido, configuracidén 1: N-VL1-VH2-bisagra-CH2-
CH3-C
Primer polipéptido, configuracidén 2: N-VH2-VLl-bisagra-CH2-
CH3-C

Primer polipéptido, configuracidén 3: N-VL1-VH2-CHl-bisagra-
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CH2-CH3-C

Primer polipéptido, configuracidén 4: N-VH2-VL1-CHl-bisagra-
CH2-CH3-C

Segundo polipéptido, configuracidén 1: N-VL2-VH1-C

Segundo polipéptido, configuracidén 2: N-VH1-VL2-C

Segundo polipéptido, configuracidén 3: N-VL2-VH1-CL-C

Segundo polipéptido, configuracidén 4: N-VH1-VL2-CL-C.

Las configuraciones ilustrativas del compuesto se muestran en
las FIGURAS 1A y 1B. En algunas modalidades, el compuesto
comprende el primer polipéptido en la configuracidén 1 y el
segundo polipéptido en la configuracién 1. En algunas
modalidades, el compuesto comprende el primer polipéptido en
la configuracién 3 y el segundo polipéptido en la configuracién

3.

En algunas modalidades, 1las regiones variables del primer
polipéptido y el segundo polipéptido se asocian entre si para
formar un sitio de unidén para la primera proteina diana y un
sitio de unidén para la segunda proteina diana. En algunas
modalidades, el VL1 del primer polipéptido y el VH1 del segundo
polipéptido se asocian para formar un sitio de unidén que se
une a la primera proteina diana, y el VL2 del segundo

polipéptido y el VH2 del primer polipéptido se asocian para
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formar un sitio de unidén que se une a la segunda proteina

diana. En algunas modalidades, la primera proteina diana es

TNF-alfa vy la segunda proteina diana es IL23A. En otras

modalidades, la primera proteina diana es IL23A y la segunda
proteina diana es TNF-alfa. Se entendera que no se pretende
que los términos «primera» y «segunda» impliquen un nivel de

importancia para cada proteina diana.

A continuacidén se proporcionan combinaciones ilustrativas de
secuencias para cada VL1, VH1l, VL2 y VH2 en la Tabla 1 y también

en la Tabla 2A en el Ejemplo E.

Tabla 1. Combinaciones ilustrativas de secuencias para VLI,
VH1, VL2 y VH2.
Numero de la| secuencia de secuencia de secuencia de secuencia de
combinacién VL1 VH1 VL2 VH2
1 SEQ ID NO:2 SEQ ID NO:1 SEQ ID NO: SEQ ID NO:
2 SEQ ID NO:8 SEQ ID NO:7 SEQ ID NO: SEQ ID NO:
3 SEQ ID NO:8 SEQ ID NO:7 SEQ ID NO: SEQ ID NO:
4 SEQ ID NO:8 SEQ ID NO:7 SEQ ID NO: SEQ ID NO:
5 SEQ ID NO:8 SEQ ID NO:7 SEQ ID NO: SEQ ID NO:
6 SEQ ID NO:8 SEQ ID NO:7 SEQ ID NO: SEQ ID NO:
7 SEQ ID NO:4 SEQ ID NO:3 SEQ ID NO: SEQ ID NO:
8 SEQ ID NO:4 SEQ ID NO:5 SEQ ID NO: SEQ ID NO:
9 SEQ ID NO:6 SEQ ID NO:3 SEQ ID NO: SEQ ID NO:
10 SEQ ID NO:6 SEQ ID NO:5 SEQ ID NO: SEQ ID NO:
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En algunas modalidades, el compuesto comprende una secuencia
de VL1 que comprende una primera cadena ligera CDR1, CDR2 vy
CDR3 y una secuencia de VH1 que comprende una primera cadena
pesada CDR1l, CDR2 y CDR3, una secuencia de VL2 qgue comprende
una segunda cadena ligera CDR1, CDR2 y CDR3 y una secuencia de
VHZ2 que comprende una segunda cadena pesada CDR1, CDRZ y CDR3.
En algunas modalidades, las CDR son las CDR de una o mas de
las secuencias de VL1, VH1, VL2 y VH2 proporcionadas en la
Tabla 1 o la Tabla 2A. A continuacidn se muestran las secuencia
de CDR de cadena ligera y cadena pesada ilustrativas para las
secuencias de VL1, VH1, VL2 y VH2 proporcionadas en la Tabla
1:

SEQ ID NO: 1 CDR: DYAMH (SEQ ID NO: 1406) (CDR1),

AITWNSGHIDYADSVEG (SEQ ID NO: 147) (CDR2), VSYLSTASSLDY (SEQ
ID NO: 148) (CDR3)

SEQ ID NO: 2 CDR: RASQGIRNYLA (SEQ ID NO: 149) (CDR1l), AASTLQOS

(SEQ ID NO: 150) (CDR2), QRYNRAPYT (SEQ ID NO: 151) (CDR3)

SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 5 CDR: SYAMH (SEQ ID NO: 152) (CDR1),

FMSYDGSNKKYADSVKG (SEQ ID NO: 153) (CDR2), NYYYYGMDV (SEQ ID
NO: 154) (CDR3)

SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 6 CDR: RASQSVYSYLA (SEQ ID NO: 155)

(CDR1), DASNRAT (SEQ ID NO: 156) (CDR2), OQORSNWPPFT (SEQ ID
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NO: 157) (CDR3)

SEQ ID NO: 7 CDR: DQTIH (SEQ ID NO: 158) (CDR1),

YIYPRDDSPKYNENFKG (SEQ ID NO: 159) (CDR2), PDRSGYAWFIY (SEQ ID
NO: 160) (CDR3)

SEQ ID NO: 8 CDR: KASRDVAIAVA (SEQ ID NO: 161) (CDR1), WASTRHT

(SEQ ID NO: 162) (CDRZ), HQYSSYPFT (SEQ ID NO: 163) (CDR3)

En algunas modalidades, el compuesto comprende un VH1, VL1,
VH2 y/o VL2 que comprende una secuencia que es al menos 80 %
(por ejemplo, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 %)
idéntica a una secuencia descrita en la Tabla 1. El porcentaje
de identidad de dos secuencias de aminoacidos se determina
mediante el uso del algoritmo de Karlin y Altschul Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 87:2264-68, 1990, modificada tal como en Karlin
y Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-77, 1993. Dicho
algoritmo se incorpora a los programas NBLAST y XBLAST (versidn
2.0) de Altschul, et 4l. J. Mol. Biol. 215:403-10, 1990. Las
blsguedas de proteinas BLAST pueden realizarse con el programa
XBLAST, valor=50, longitud de palabra=3 para obtener secuencias
de aminodcidos homélogas a las moléculas de las proteinas de
interés. Cuando existen huecos entre dos secuencias, es posible
utilizar Gapped BLAST tal como se describe en Altschul et &4l.,
Nucleic Acids Res. 25(17):3389-3402, 1997. Cuando se utilizan

los programas BLAST y Gapped BLAST, pueden utilizarse 1los
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parametros predeterminados de los programas respectivos (por

ejemplo, XBLAST y NBLAST) .

En algunas modalidades, el compuesto comprende un VH1, VL1,
VH2 y/o VL2 que comprende una secuencia que comprende una o
mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mads) mutaciones
en una secuencia descrita en la Tabla 1. Dichas mutaciones
pueden ser sustituciones conservadoras de aminoacidos. Tal como
se usa en la presente, una «sustitucidén conservadora de
aminodcidos» se refiere a una sustitucidén de aminodcidos que
no altera las caracteristicas de tamafio o carga relativa de la
proteina en la que se realiza la sustitucidn de aminoédcidos.
Las sustituciones conservadoras de aminodcidos incluyen, por
ejemplo, sustituciones realizadas entre los aminodcidos dentro
de los siguientes grupos: (a) M, I, L, V; (b) F, Y, W; (c) K,

R, H; (d) A, G; (e) S, T; (f) Q, N; y (9) E, D.

Las secuencias de aminoadcidos de la regidén bisagra, CH2 y CH3
del compuesto (y opcionalmente de CH1 y CL, si el compuesto
contiene dichas regiones) pueden obtenerse a partir de
cualquier fuente adecuada, por ejemplo, una regidn constante
de un anticuerpo tal como IgGl, IgG2, IgG3 o IgG4. Las
secuencias de aminodcidos de las regiones constantes de cadena

pesada y ligera de los anticuerpos se conocen en la técnica,
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por ejemplo, las que se proporcionan en la base de datos de

IMGT (www.imgt.org) o en www.vbase2.org/vbstat.php., las

cuales se incorporan a la presente mediante referencia. En
algunas modalidades, las secuencias de aminoadcidos de CH2 vy
CH3 se obtienen a partir de una IgGl o IgG4 (por ejemplo, la
SEQ ID NO: 39 o 37). En algunas modalidades la CL comprende la
secuencia de aminoadcidos de una CL kappa o CL lambda. En algunas
modalidades, la regidén bisagra comprende la secuencia de

aminodcidos EPKSCDKTHTCPPCP (SEQ ID NO:40).

En algunas modalidades, la CH2 y/o la CH3 del compuesto (y
opcionalmente de CH1 y CL, si el compuesto contiene dichas
regiones) pueden comprender una o mas sustituciones de
aminodcidos que difieren de una CH2 o CH3 de tipo salvaje, por
ejemplo, una o mas sustituciones de aminodcidos en una CH2 o
CH3 de IgGl de tipo salvaje o una o mas sustituciones de
aminodcidos en una CH2 o CH3 de IgG4 de tipo salvaje (la SEQ
ID NO: 39 proporciona una IgGl de tipo salvaje ilustrativa).
Dichas sustituciones son conocidas en la técnica (ver, por
ejemplo, US7704497, US7083784, US6821505, US8323962, US6737056

y US7416727) .

En algunas modalidades, la CH2 comprende una sustitucién de

aminoacidos en 234, 235, 252, 254, vy/o 256, numeradas de
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acuerdo <con el indice EU de Kabat para un anticuerpo

convencional (Kabat et al. Sequences of Proteins of
Immunological Interest, U.S. Department of Health and Human
Services, 1991, que se incorpora a la presente en su totalidad

mediante referencia).

Se entenderd que todas las posiciones de aminodcidos descritas
en la presente se refieren a la numeracidén del indice EU de
Kabat para un anticuerpo convencional. En algunas modalidades,
la CH2 comprende una sustitucién de aminodcidos en la posicidn
252, 254 y/o 256. En algunas modalidades, el aminoédcido en la
posicidén 252 es tirosina, fenilalanina, serina, triptdéfano o
treonina. En algunas modalidades, el aminodcido en la posicién
254 es treonina. En algunas modalidades, el aminoacido en la
posicidén 254 es serina, arginina, glutamina, &cido glutémico o
acido aspartico. En algunas modalidades, la CH2 comprende una
tirosina en la posicidédn 252, una treonina en la posicidn 254 vy
un acido glutémico en la posicidén 256 (al gque se hace referencia
en la presente como un mutante YTE). En algunas modalidades,
la CH2 comprende una sustitucién de aminodcidos en la posicidn
234 y/o 235. En algunas modalidades, la CH2 comprende una
alanina en la posicidén 234 y una alanina en la posicidén 235, a
la que también se hace referencia en la presente como un mutante

KO. En algunas modalidades, la CH2 comprende una tirosina en
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la posicidén 252, una treonina en la posicidén 254, un &cido

glutamico en la posicidén 256, una alanina en la posicidn 234 y
una alanina en la posicidén 235 (al que se hace referencia en

la presente como un mutante KO-YTE).

En algunas modalidades, pueden utilizarse uno o mads enlazadores
para conectar dominios/regiones entre si en el primer y/o el
segundo polipéptido. Por ejemplo, el primer polipéptido puede
comprender un enlazador entre el VL1 y VH2. Si el primer
polipéptido comprende una CHl, el primer polipéptido puede
comprender un enlazador entre el VL1 o VH2 (dependiendo de la
configuracidén descrita anteriormente) y la CH1 (por ejemplo,
VLl-enlazador-CHl1 o VH2-enlazador-CHl). En otro ejemplo, el
segundo polipéptido puede comprender un enlazador entre el VL2
y VH1. Si el segundo polipéptido comprende ademéds una CL, el
segundo polipéptido puede comprender ademds un enlazador entre
el VL2 o VH1 (dependiendo de 1la configuracién descrita
anteriormente) y la CL (por ejemplo, VL2-enlazador-CL o VH1-
enlazador-CL). Se entenderd que puede utilizarse cualquier
cantidad de enlazadores para conectar cualquier dominio o
regién a cualquier otro dominio o regidén en el primer
polipéptido y/o que puede utilizarse cualquier cantidad de
enlazadores ©para conectar cualquier dominio o regidén a

cualquier otro dominio o regidén en el segundo polipéptido.
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Se contempla cualquier enlazador conocido en la técnica para
sSu uso en la presente. En algunas modalidades, el enlazador
es un enlazador peptidico. En algunas modalidades, el enlazador
peptidico comprende al menos dos aminoadcidos, por ejemplo, 2,
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mis aminodcidos. En algunas
modalidades, un enlazador peptidico tiene una longitud no mayor
que 50, 40, 30, 25, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11,
10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3 o 2 aminoacidos. En algunas modalidades,
un enlazador peptidico tiene una longitud entre 2 y 50, 2 vy
40, 2 vy 30, 2 y 20, 2 y 10, 2 v 9, 2 y 8, 2 y 7 o 2 y 6
aminoacidos. En algunas modalidades, el enlazador peptidico
comprende la secuencia de aminodcidos GGGSGGG (SEQ ID NO:9),
LGGGSG (SEQ ID NO: 10), FNRGES (SEQ ID NO: 11), VEPKSS (SEQ ID
NO: 12), o una combinacidén de estos. En algunas modalidades,
el enlazador peptidico puede comprender multiples copias de
una secuencia enlazadora, por ejemplo, multiples copias de 1la
secuencia GGGSGGG (SEQ ID NO:9), LGGGSG (SEQ ID NO: 10), FNRGES
(SEQ ID NO:11), VEPKSS (SEQ ID NO: 12), o una combinacidén de

estos.

En algunas modalidades, el compuesto comprende dos del primer
polipéptido y dos del segundo polipéptido. En algunas

modalidades, la CH2 y la CH3 de uno del primer polipéptido se



10

15

20

38
asocia a la CH2 o CH3 del otro del primer polipéptido para

formar una molécula tetravalente (por ejemplo, los dos del
primer polipéptido se dimerizan a través de asociaciones entre
sus dominios de CH2 y CH3 respectivos para formar una molécula
tetravalente que comprende dos sitios de unidn especificos para
la primera proteina diana y dos sitios de unidén especificos
para la segunda proteina diana). Si el primer polipéptido
comprende ademas un dominio de CH1l, el dominio de CH1 también
puede participar en la formacidén de una molécula tetravalente
(por ejemplo, los dos del primer polipéptido se dimerizan a
través de asociaciones entre sus dominios de CH1, CH2 y CH3
respectivos para formar una molécula tetravalente que comprende
dos sitios de unidén especificos para la primera proteina diana
y dos sitios de unidén especificos para la segunda proteina
diana). En algunas modalidades, los dos del primer polipéptido

se asoclan entre si mediante al menos un enlace disulfuro.

En la presente también se contemplan otros compuestos que
compiten para unirse a un compuesto tal como se describe en la
presente, por ejemplo, un compuesto de prueba que compite con
un compuesto tal como se describe en la presente para unirse a
TNF-alfa e IL23A. En algunas modalidades, el compuesto de
prueba puede tener al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,

98

o°

o0 99 % de identidad de secuencia con un compuesto tal como
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se describe en la presente. La unidén competitiva puede

determinarse mediante el uso de cualquier ensayo conocido en
la técnica, por ejemplo, unidén de equilibrio, ELISA, resonancia

de plasmones superficiales o espectroscopia.

En algunas modalidades, el compuesto descrito en la presente
se une especificamente a TNF-alfa e IL23A. Un compuesto gque se
«une especificamente» a un antigeno o un epitopo es una
expresidn conocida en la técnica, y los métodos para determinar
dicha unién especifica también son conocidos en la técnica. Se
dice que una molécula presenta «unidn especifica» si esta
reacciona o se asocia mas frecuentemente, mas rapidamente, con
mayor duracién y/o con mayor afinidad con respecto a un
antigeno diana particular que con dianas alternativas. Un
compuesto se «une especificamente» a un epitopo o antigeno
diana si se une con mayor afinidad, avidez, mas facilmente y/o
con mayor duracidén con respecto a su unibdn a otras sustancias.
Por ejemplo, un compuesto gque se une especificamente (o
preferentemente) a un antigeno (por ejemplo, TNF-alfa o IL23A),
O un epitopo antigénico en este, es un compuesto que se une a
este antigeno diana con mayor afinidad, avidez, méds facilmente
y/0o con mayor duracidén con respecto a su unidén a otros antigenos
u otros epitopos en el mismo antigeno. También se entiende

luego de leer esta definicidén que, por ejemplo, un compuesto
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gque se une especificamente a un primer antigeno diana puede o

no unirse especificamente o preferentemente a un segundo
antigeno diana. Como tal, la «unidén especifica» o «uniédn
preferencial» no necesariamente requiere (aunque puede
incluir) la unién exclusiva. Generalmente, aunque no
necesariamente, las referencias a la unidén serédn referencias a
la unidén preferencial. En algunos ejemplos, un compuesto que
se «une especificamente» a un antigeno diana o un epitopo de
este puede no unirse a otros antigenos u otros epitopos en el

mismo antigeno.

En algunas modalidades, un compuesto tal como se describe en
la presente tiene una afinidad de unién adecuada para TNF-alfa
e IL23 o los epitopos antigénicos de estos. Tal como se usa en
la presente, afinidad de unidén se refiere a la constante de
asociacidn aparente o Ka. La Ka es la reciproca de la constante
de disociacidén (Kp) . E1 compuesto descrito en la presente puede
tener una afinidad de unién (Kp) de al menos 10-°, 10-%, 1077,
10-¢, 10-°, 10-19, 10-11, 10712 M o menor, para uno o ambos de los
antigenos diana o los epitopos antigénicos. Una afinidad de
unién aumentada corresponde a una Kp disminuida. En algunas
modalidades, el compuesto descrito en la presente tiene una
afinidad de unidén (Kp) de al menos 107!1IM o menor para uno o

ambos de los antigenos diana o los epitopos antigénicos. Una
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afinidad de unidén mayor de un compuesto para un primer antigeno

y un segundo antigeno en relacidn con un tercer antigeno puede
indicarse mediante una Ka mayor (o un valor numérico menor de
Kp) para la unidén del primer antigeno y el segundo antigeno que
la Ka (o wvalor numérico de Kp) para la unidén del tercer
antigeno. En dichos casos, el compuesto tiene especificidad
para el primer antigeno y el segundo antigeno (por ejemplo,
una primera proteina en una primera conformacidén o un mimico
de esta y una segunda proteina en una primera conformacidn o
un mimico de esta) en relacidén con el tercer antigeno (por
ejemplo, la misma primera o segunda proteina en una segunda
conformacidén o un mimico de esta; o una tercera proteina). Las
diferencias en la afinidad de unién (por ejemplo, con respecto
a la especificidad u otras comparaciones) pueden ser de al
menos 1.5, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 37.5, 50, 70, 80, 91, 100,

500, 1000, 10 000 o 10° veces.

La afinidad de wunién (o especificidad de unidn) puede
determinarse mediante una variedad de métodos gque incluyen
unidn de equilibrio, ELISA, resonancia de plasmones
superficiales o espectroscopia (por ejemplo, mediante el uso
de un ensayo de fluorescencia). Las condiciones ilustrativas
para la evaluacidén de la afinidad de unidén se encuentran en un

amortiguador de HBS-P (HEPES 10 mM, pH 7.4, NaCl 150 mM,
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tensioactivo P20 al 0.005 % (v/v)). Estas técnicas pueden

utilizarse para medir la concentracién de la proteina de unidn
unida en funcién de la concentraciédn de la proteina diana. La
concentracién de la proteina de unidén unida ([Unida]) esta
relacionada con la concentracidén de la proteina diana libre
([Libre]) vy la concentracién de los sitios de unidén para la
proteina de unidén en la diana en los que (N) es la cantidad de
sitios de unidén por molécula diana mediante la siguiente
ecuacién:

[Unida] = [N][Libre]/ (Kd+[Libre])

Sin embargo, no siempre es necesario realizar una determinacidn
exacta de la Ka, debido a que algunas veces es suficiente
obtener una medicidén cuantitativa de la afinidad, por ejemplo,
determinada mediante el uso de un método tal como un anadlisis
ELISA o FACS, que es proporcional a Ka y, por lo tanto, puede
utilizarse para las comparaciones, tal como mediante la
determinacién de si una mayor afinidad es, por ejemplo, 2 veces
mayor, obtener una medicidédn cualitativa de la afinidad, u
obtener una inferencia de la afinidad, por ejemplo, mediante
la actividad en un ensayo funcional, por ejemplo, en un ensayo

in vitro o in wvivo.

En algunas modalidades, el compuesto comprende un primer
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polipéptido y un segundo polipéptido tal como se define en la

Tabla 2A. En algunas modalidades, el compuesto comprende:

(1) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminoadcidos de la SEQ ID NO: 13 y un segundo polipéptido
que comprende la secuencia de aminoadcidos de la SEQ ID NO: 14;
(id) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de la SEQ ID NO: 15 y un segundo polipéptido
que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 16;
(iid) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de la SEQ ID NO: 17 y un segundo polipéptido
que comprende la secuencia de aminoadcidos de la SEQ ID NO: 18;
(iv) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de la SEQ ID NO: 19 y un segundo polipéptido
que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:20;
(v) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO:21 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminoédcidos de SEQ ID NO:22;

(vi) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO:23 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminoédcidos de SEQ ID NO:24;

(vii) un primer polipéptido que comprende la
secuencia de aminocdcidos de SEQ ID NO:25 y un segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ

ID NO:26;
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(viii) un primer
secuencia de amino&cidos
polipéptido que comprende
ID NO:28;

(ix) un primer
secuencia de aminoacidos
polipéptido que comprende
ID NO:30;

(x) un primer
secuencia de aminoacidos
polipéptido que comprende
ID NO:32;

(x1) un primer
secuencia de aminoacidos
polipéptido que comprende
ID NO:34;

(xii) un primer
secuencia de aminoacidos
polipéptido que comprende
ID NO:36;

(xiid) un primer
secuencia de aminodcidos
polipéptido que comprende

ID NO:45;

44
polipéptido que comprende la

de SEQ ID NO:27 y un segundo

la secuencia de aminodcidos de SEOQ

polipéptido que comprende la
de SEQ ID NO:29 vy un segundo

la secuencia de aminodcidos de SEOQ

polipéptido que comprende la
de SEQ ID NO:31 vy un segundo

la secuencia de aminodcidos de SEQ

polipéptido que comprende la
de SEQ ID NO:33 y un segundo

la secuencia de aminodcidos de SEOQ

polipéptido que comprende la
de SEQ ID NO:35 y un segundo

la secuencia de aminodcidos de SEQ

polipéptido que comprende la
de SEQ ID NO:44 vy un segundo

la secuencia de aminodcidos de SEOQ
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(x1iv) un primer polipéptido que comprende la

secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:46 y un segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ
ID NO:47;

(xVv) un primer polipéptido que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:48 vy un segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ
ID NO:49;

(xvi) un primer polipéptido  que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:50 y wun segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:51;

(xvii) un primer polipéptido que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:52 y un segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:53;

(xviii) un primer polipéptido que comprende la
secuencia de aminocdcidos de SEQ ID NO:54 vy un segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:55;

(x1x) un primer polipéptido que comprende 1la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:56 y un segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ

ID NO:57;
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(xx) un primer polipéptido que comprende la

secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:58 vy un segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ
ID NO:59;

(xx1) un primer polipéptido que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:60 y un segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ
ID NO:61;

(xx11) un primer polipéptido que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:62 y un segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:63;

(xxiid) un primer polipéptido que comprende la
secuencia de aminocdcidos de SEQ ID NO:64 y un segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:65;

(xxiwv) un primer polipéptido que comprende la
secuencia de aminocdcidos de SEQ ID NO:66 y un segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:67;

(xxV) un primer polipéptido que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:68 y un segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ

ID NO:69;
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(xxvi) un primer polipéptido que comprende la

secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:70 y un segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ
ID NO:71;

(xxvii) un primer polipéptido que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:72 y un segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ
ID NO:73;

(xxviii) un primer polipéptido que comprende 1la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:74 y wun segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:75;

(xxix) un primer polipéptido gque comprende 1la
secuencia de aminocdcidos de SEQ ID NO:76 y un segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:77;

(xxX) un primer ©polipéptido gque comprende la
secuencia de aminocdcidos de SEQ ID NO:78 y un segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:79;

(xxx1) un primer polipéptido que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:80 y un segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ

ID NO:81;
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(xxxii) un primer polipéptido que comprende 1la

secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:82 vy un segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ
ID NO:83;

(xxxiii) un primer polipéptido que comprende 1la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:84 vy un segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ
ID NO:85;

(xxx1Vv) un primer polipéptido que comprende 1la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:86 y un segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:87;

(xxXV) un primer polipéptido gque comprende 1la
secuencia de aminocdcidos de SEQ ID NO:88 y un segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:89;

(xxxvi) un primer polipéptido gque comprende 1la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:90 y un segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO:91;

(xxxvii) un primer polipéptido gque comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO0O:92 vy un segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ

ID NO:93;
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(xxxviii) un primer polipéptido gque comprende la

secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:94 vy un segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ
ID NO:95;

(xxx1x) un primer polipéptido que comprende la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:96 y un segundo
polipéptido que comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ
ID NO:97;

(x1) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:98 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:99;

(x11) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 100 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:101;
(x1ii) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 102 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:103;
(x1iid) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 104 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:105;
(x1iwv) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminoadcidos de la SEQ ID NO: 106 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminoadcidos de la SEQ ID NO:107;

(x1v) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
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aminodcidos de la SEQ ID NO: 108 y un segundo polipéptido que

comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:109;
(x1vi) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 110 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminoadcidos de la SEQ ID NO:111;
(x1vii) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 112 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:113;
(x1lviii) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 114 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:115;
(x1ix) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 116 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:117;

(1) un primer polipéptido gue comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 118 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 119;
(1i) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 120 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminoédcidos de la SEQ ID NO: 121;
(1ii) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminoadcidos de la SEQ ID NO: 122 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 123;

(1iid) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
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aminodcidos de la SEQ ID NO: 124 y un segundo polipéptido que

comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:125;
(Liv) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 126 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminoadcidos de la SEQ ID NO:127;
(l1v) un primer polipéptido gque comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 128 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 129;
(1vi) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 130 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminoadcidos de la SEQ ID NO:131;
(lvii) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 132 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:133;
(lviii) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 134 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:135;
(1ix) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 136 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:137;
(1x) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminoadcidos de la SEQ ID NO: 138 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 139;

(1x1i) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
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aminodcidos de la SEQ ID NO: 140 y un segundo polipéptido que

comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:141; o
(Ixii) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 142 y un segundo polipéptido que

comprende la secuencia de aminoadcidos de la SEQ ID NO:143.

En algunas modalidades, el compuesto comprende:

(1) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminoadcidos de la SEQ ID NO: 13 y un segundo polipéptido
que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 14;
(ii) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminoadcidos de la SEQ ID NO: 15 y un segundo polipéptido
que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 16;
(iii) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de la SEQ ID NO: 17 y un segundo polipéptido
que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 18;
(iv) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de la SEQ ID NO: 19 y un segundo polipéptido
que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:20;
(v) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO:21 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:22;

(vi) un primer polipéptido que comprende la secuencia

de aminodcidos de SEQ ID NO:23 y un segundo polipéptido que
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:24;

(vii) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO:25 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:26;

(viii) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO:27 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:28;

(ix) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO:29 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:30;

(x) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO:31 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminoédcidos de SEQ ID NO:32;

(x1) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO:33 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:34; o

(x1ii) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO:35 y un segundo polipéptido que

comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:36.

Métodos de produccidén de compuestos, dcidos nucleicos, vectores

y células

Los aspectos de la descripcidén también incluyen A&cidos
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nucleicos que codifican los compuestos descritos en la presente

o los polipéptidos descritos en la presente (por ejemplo el
primer o segundo polipéptido descritos en la presente), que
pueden codificarse juntos o separados. Pueden obtenerse 1los
polinucledtidos que codifican los compuestos descritos en la
presente o los polipéptidos descritos en la presente, vy
determinarse la secuencia de nucledétidos de los
polinucledtidos, mediante cualquier método conocido en la

técnica.

En algunas modalidades, el &acido nucleico estd comprendido
dentro de un vector, tal como un vector de expresidén. En algunas
modalidades, el vector comprende un promotor enlazado de forma

operativa al &acido nucleico.

Puede utilizarse una variedad de promotores para la expresidn
de los compuestos descritos en la presente o los polipéptidos
descritos en la presente que incluyen, de modo no taxativo,
promotor temprano intermedio de citomegalovirus (CMV), una LTR
viral tal como la LTR del virus del sarcoma de Rous, HIV-LTR,
HTLV-1 LTR, el promotor temprano del virus del simio 40 (SVv40),
el promotor lac UV5 de E. coli, y el promotor del virus tk de

herpes simple.



10

15

20

55
También ©pueden wutilizarse promotores regulables. Dichos

promotores regulables incluyen los que utilizan el represor de
lac de E. coli como modulador de la transcripcidén para regular
la transcripcidén de los promotores de células de mamifero que
presentan el operador lac [Brown, M. et al., Cell, 49:603-612
(1987) 1, los que utilizan el represor de la tetraciclina (tetR)
[Gossen, M., y Bujard, H., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:5547-
5551 (1992); Yao, F. et &al., Human Gene Therapy, 9:1939-1950
(1998); Shockelt, P., et 4l., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
92:6522-6526 (1995)]. Otros sistemas incluyen el dimero FK506,
VP16 o p65 y el uso de astradiol, RU486, murislerona de difenol
0 rapamicina. Los sistemas inducibles se encuentran disponibles

en Invitrogen, Clontech y Ariad.

Pueden wutilizarse promotores regulables que incluyen un
represor con el operdn. En una modalidad, el represor de lac
de Escherichia coli puede funcionar como un modulador de 1la
transcripcién para regular la transcripcidén de los promotores
de células de mamifero que presentan el operador lac [M. Brown
et 4l1., Cell, 49:603-612 (1987)]; Gossen y Bujard (1992); [M.
Gossen et 4l., Natl. Acad. Sci. USA, 89:5547-5551 (1992)17,
combinar el represor de tetraciclina (tetR) con el activador
de la transcripcidén (VP 16) para crear una proteina de fusidn

de tetR-activador de la transcripcidn en células de mamiferos,
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tTa (tetR-VP 16), con el promotor minimo que presenta tetO

obtenido a partir del promotor temprano inmediato mayor del
citomegalovirus humano (hCMV) para crear un sistema de
operadores tetR-tet para controlar la expresidn génica en las
células de mamifero. En una modalidad, se utiliza un cambio
inducible con tetraciclina (Yao et &4l., Human Gene Therapy;
Gossen et 4l., Natl. Acad. Sci. USA, 89:5547-5551 (1992);
Shockett et 4&l., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92:6522-6526

(1995)).

Ademéds, el vector puede contener, por ejemplo, algunos o todos
de los siguientes: un gen marcador seleccionable, tal como el
gen de neomicina para la seleccidén de transfectantes estables
o transitorios en células de mamifero; secuencias
potenciadoras/promotoras del gen temprano inmediato de CMV
humano para niveles de transcripcidén altos; sefiales de
procesamiento de ARN y terminacién de la transcripcidédn de SV40
para la estabilidad del ARNm; origenes la replicacidén del
polioma de SV40 y ColEl para la replicacidén episomal adecuada;
sitios de wunidén internos del ribosoma (IRES), sitios de
clonacién multiples versétiles; promotores del ARN T7 y SP6
para la transcripcidén in vitro de ARN sentido y antisentido.
Los vectores y los métodos para producir vectores son conocidos

y se encuentran disponibles en la técnica.
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Puede transferirse un vector de expresidén gque comprende un
dcido nucleico a una célula hospedadora mediante técnicas
convencionales (por ejemplo, electroporacidn, transfeccidn
liposdémica y precipitacidén de calcio y fosfato) y, luego, las
células transfectadas se cultivan mediante técnicas
convencionales para producir los compuestos descritos en la
presente. En algunas modalidades, se regula la expresidn de
los compuestos descritos en la presente mediante un promotor

constitutivo, inducible o especifico del tejido.

Las células hospedadoras utilizadas para expresar 1los
compuestos descritos en la presente o los polipéptidos
descritos en la presente pueden ser células bacterianas tales
como Escherichia coli o, preferentemente, células eucariotas.
En particular, las células de mamifero tales como las células
de ovario de hédmster chino (CHO), junto con un vector tal como
el elemento de promotor génico temprano intermedio mayor del
citomegalovirus humano forman un sistema de expresidén eficaz
para las inmunoglobulinas (Foecking et &l., (1986) «Powerful
And Versatile Enhancer-Promoter Unit For Mammalian Expression
Vectors», Gene 45:101-106; Cockett et 4l. (1990) «High Level
Expression Of Tissue Inhibitor Of Metalloproteinases In Chinese

Hamster Ovary Cells Using Glutamine Synthetase Gene
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Amplification», Biotechnology 8:662-667).

También puede utilizarse una variedad de sistemas de vectores
de expresidén del hospedador para expresar 1los compuestos
descritos en la presente o los polipéptidos descritos en la
presente. Dichos sistemas de expresién del Thospedador
representan vehiculos mediante los cuales pueden producirse vy,
posteriormente, purificarse las secuencias de codificacidén de
los compuestos descritos en la presente o los polipéptidos
descritos en la presente, pero también representan células que
pueden expresar 1los compuestos descritos en la presente in
situ, cuando se las transforma o transfecta con las secuencias
de codificacién de nucledtidos adecuadas. Estos incluyen, de
modo no taxativo, microorganismos tales como bacteria (por
ejemplo, E. coli y B. subtilis) transformados con vectores de
expresidén de ADN de bacteriofagos recombinante, ADN de pléasmido
o ADN de césmido que contienen secuencias de codificacién para
los compuestos descritos en la presente; levadura (por ejemplo,
Saccharomyces pichia) transformada con vectores de expresidn
de levadura recombinantes que contienen secuencias que
codifican los compuestos descritos en la presente; sistemas de
células de insectos infectadas con vectores de expresidén de
virus recombinantes (por ejemplo, baclovirus) qgque contienen

las secuencias que codifican los compuestos descritos en la
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presente; sistemas de células vegetales infectadas con vectores

de expresidn recombinantes de virus (por ejemplo, virus del
mosaico de la coliflor (CaMV) y virus del mosaico del tabaco
(TMV) o transformadas con vectores de expresidédn de pléasmido
recombinantes (por ejemplo, plésmido Ti) que contienen las
secuencias que codifican las moléculas vy los compuestos
descritos en la presente; o sistemas de células de mamifero
(por ejemplo, células COS, CHO, BHK, 293, 293T, 3T3, células
linfaticas (ver, la patente estadounidense n.° 5,807,715),
células Per C.6 (células retinianas humanas desarrolladas por
Crucell) que albergan construcciones de expresidn
recombinantes que contienen los promotores obtenidos a partir
del genoma de células de mamifero (por ejemplo, promotor de
metalotioneina) o a partir de virus de mamifero (por ejemplo,
el promotor tardio del adenovirus; el promotor 7.5K del virus

vacuna) .

En los sistemas bacterianos, puede seleccionarse una cantidad
de vectores de expresidén de manera favorable dependiendo del
uso previsto del compuesto que se expresa. Por ejemplo, cuando
se debe producir una gran cantidad de dicha proteina, para la
generacidén de composiciones farmacéuticas de los compuestos
descritos en la presente, pueden ser convenientes los vectores

que dirigen la expresién de altos niveles de productos de
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proteina de fusidén que pueden purificarse facilmente. Dichos

vectores incluyen, de modo no taxativo, el vector de expresidn
PpUR278 de E. coli.(Rither et 4l. (1983) «Easy Identification
Of cDNA Clones», EMBO J. 2:1791-1794), en el cual la secuencia
de codificacidén puede estar ligada de manera individual al
vector, en el mismo marco de lectura que la regidén de
codificacién de lac Z de modo tal que se produzca una proteina
de fusidn; vectores pIN (Inouye et &l. (1985) «Up-Promoter
Mutations In The lpp Gene Of Escherichia Coli», Nucleic Acids
Res. 13:3101-3110; Van Heeke et 4l. (1989) «Expression Of Human
Asparagine Synthetase In Escherichia Coli», J. Biol. Chem.
24:5503-5509); y similares. También pueden utilizarse vectores
PGEX para expresar polipéptidos extrafios como proteinas de
fusidén con glutatién S-transferasa (GST). En general, dichas
proteinas de fusidén son solubles vy pueden purificarse
facilmente a partir de células lisadas mediante adsorcidén vy
unidén a una matriz de perlas de glutatidén-agarosa, seguida de
elucidén en presencia de glutatién libre. Los vectores pGEX
estan disefiados para que incluyan trombina o sitios de escisidn
de proteasa de factor Xa de modo tal que el producto del gen

diana clonado pueda liberarse del resto GST.

En un sistema de insectos, el virus de polihedrosis nuclear

Autographa californica (AcNPV) se usa como un vector para
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expresar genes extrafios. El virus crece en células de

Spodoptera frugiperda.

La secuencia de codificacidédn puede clonarse de manera
individual en regiones no esenciales (por ejemplo, el gen de
polihedrina) del virus y colocarse bajo el control de un

promotor de AcCNPV (por ejemplo, el promotor de polihedrina).

En las células hospedadoras de mamifero, puede utilizarse una
cantidad de sistemas de expresidén basados en virus. En los
casos en los que se utiliza un adenovirus como vector de
expresidén, la secuencia de codificacidén de de interés puede
estar ligada a un complejo de control de la
transcripcién/traduccidn del adenovirus, por ejemplo, el
promotor tardio y la secuencia lider tripartita. Este gen
quimérico puede insertarse luego en el genoma de adenovirus
mediante recombinacién in vitro o in vivo. La insercién en una
regidén no esencial del genoma viral (por ejemplo, la regién E1
o E3) producird un virus recombinante viable vy capaz de
expresar la molécula de la inmunoglobulina en hospedadores
infectados (por ejemplo, ver Logan et al. (1984) «Adenovirus
Tripartite Leader Sequence Enhances Translation Of mRNAs Late
After Infection», Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3655-3659).

También pueden necesitarse sefiales de inicio especificas para
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la traduccién eficaz de las secuencias de codificacidén de

anticuerpos insertadas. Estas seflales incluyen el coddén de
inicio ATG y 1las secuencias adyacentes. Adicionalmente, el
coddén de inicio debe estar en la misma fase con el marco de
lectura de la secuencia de codificacién deseada para asegurar
la traduccién de todo el inserto. Estos codones de inicio vy
sefiales de control de traduccidén exdgena pueden tener diversos
origenes, tanto naturales como sintéticos. La eficacia de la
expresidén puede potenciarse mediante la inclusidén de elementos
potenciadores de la transcripcidén apropiados, terminadores de
la transcripcidn, etc. (ver, Bitter et al., (1987) «Expression
And Secretion Vectors For Yeast», Methods in Enzymol. 153:516-

544) .

Ademéds, se puede elegir una cepa de célula hospedadora que
module la expresidén de las secuencias insertadas o modifique y
procese el producto génico en la forma especifica deseada.
Dichas modificaciones (por ejemplo, glicosilacién) %
procesamiento (por ejemplo, escisidén) de 1los productos de
proteina pueden ser importantes para la funcidédn de la proteina.
Por ejemplo, en determinadas modalidades, los compuestos
descritos en la presente pueden expresarse como un uUnico
producto génico (por ejemplo, una unica cadena de polipéptidos,

es decir, como un precursor de poliproteina), gque requiere
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escisidn proteolitica mediante mecanismos celulares

recombinantes o naturales para formar polipéptidos separados
de los compuestos descritos en la presente. Por lo tanto, la
descripcidn comprende la modificacidn genética de una secuencia
de &cidos nucleicos para codificar una molécula precursora de
poliproteina que comprende los polipéptidos de los compuestos
descritos en la presente, que incluye secuencias de
codificacidén capaces de dirigir la escisidn postraduccional de
dicho precursor de poliproteina. La escisidén postraduccional
del precursor de poliproteina produce los polipéptidos de los
compuestos descritos en la presente. La escisidn
postraduccional de la molécula precursora que comprende 1los
polipéptidos de los compuestos descritos en la presente puede
producirse in vivo (es decir, dentro de la célula hospedadora
mediante sistemas/mecanismos celulares recombinantes o
naturales, por ejemplo, escisiédn de furina en un sitio
adecuado) o puede producirse in vitro (por ejemplo incubacidn
de dicha cadena de polipéptidos en wuna composiciédn que
comprende proteasas o peptidasas de actividad conocida y/o en
una composicién que comprende condiciones o reactivos conocidos
para promover la accién proteolitica deseada). En la técnica
se conocen la purificacidén y la modificacidén de las proteinas
recombinantes de modo tal gque el disefio del precursor de

poliproteina puede incluir una cantidad de modalidades
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fadcilmente comprendidas por un experto. Puede utilizarse

cualquier proteasa o peptidasa conocida en la técnica para la
modificacién descrita de la molécula precursora, por ejemplo,
trombina o el factor Xa (Nagai et al. (1985) «Oxygen Binding
Properties Of Human Mutant Hemoglobins Synthesized 1In
Escherichia Coli», Proc. Nat. Acad. Sci. USA 82:7252-7255, vy
revisado en Jenny et al. (2003) «A Critical Review Of The
Methods For Cleavage Of Fusion Proteins With Thrombin And
Factor Xa», Protein Expr. Purif. 31:1-11, cada una de las
cuales se 1incorpora a la presente en su totalidad mediante
referencia)), enterocinasa (Collins-Racie et 4l. (1995)
«Production Of Recombinant Bovine Enterokinase Catalytic
Subunit In Escherichia Coli Using The Novel Secretory Fusion
Partner DsbA», Biotechnology 13:982-987, que se incorpora a la
presente en su totalidad mediante referencia)), furina y AcTEV
(Parks et &l. (1994) «Release Of Proteins And Peptides From
Fusion Proteins Using A Recombinant Plant Virus Proteinase»,
Anal. Biochem. 216:413-417, que se incorpora a la presente en
su totalidad mediante referencia)) y la proteasa C3 del virus

de la enfermedad de la fiebre aftosa.

Las células hospedadoras diferentes tienen caracteristicas vy
mecanismos especificos para el procesamiento y la modificacidn

postraduccional de proteinas y productos génicos. Se pueden
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elegir lineas celulares o sistemas hospedadores apropiados

asegurar la modificacidén y el procesamiento correctos de 1la
proteina extrafia expresada. A estos efectos, pueden utilizarse
células hospedadoras eucariotas que posean la maguinaria
celular para el procesamiento adecuado de la transcripcidn
primaria, glicosilacién y fosforilacidén del producto génico.
Dichas células hospedadoras de mamifero incluyen, de modo no
taxativo, CHO, VERY, BHK, HelLa, COS, MDCK, 293, 293T, 3T3,

WI38, BT483, Hs578T, HTBZ, BT20 y T47D, CRL7030 y Hs578Bst.

Para la produccidédn de alto rendimiento a largo plazo de
proteinas recombinantes se prefiere la expresidn estable. Por
ejemplo, pueden modificarse genéticamente lineas celulares que
expresan de manera estable los compuestos descritos en la
presente. En vez de wutilizar vectores de expresidén que
contengan origenes virales de replicacidén, las células
hospedadoras se pueden transformar con ADN controlado por
elementos de control de expresién adecuados (por ejemplo,
promotor, potenciador, secuencias, terminadores de la
transcripcién, sitios de poliadenilacidén, etc.) y un marcador
seleccionable. Luego de la introduccidén del ADN extrafio, puede
permitirse que las células modificadas crezcan durante 1-2 dias
en un medio enriquecido vy luego cambiarlas a un medio

selectivo. E1l marcador seleccionable en el plésmido
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recombinante otorga resistencia a la seleccidn y permite que

las células integren de manera estable el plasmido a sus
cromosomas y crezcan para formar focos que a su vez pueden
clonarse y expandirse en lineas celulares. Este método puede
usarse de manera favorable para modificar genéticamente las
lineas celulares que expresan los compuestos descritos en la
presente. Dichas 1lineas celulares modificadas pueden ser
particularmente utiles en la deteccidén y la evaluacidn de
compuestos que interactuan directa o indirectamente con 1los

compuestos descritos en la presente.

Se puede utilizar una cantidad de sistemas de seleccidn que
incluyen, de modo no taxativo, la timidina cinasa del virus
del herpes simple (Wigler et &4l1. (1977) «Transfer Of Purified
Herpes Virus Thymidine Kinase Gene To Cultured Mouse Cells»,
Cell 11: 223-232), hipoxantina-guanina
fosforribosiltransferasa (Szybalska et 4l. (1992) «Use Of The
HPRT Gene And The HAT Selection Technique In DNA-Mediated
Transformation Of Mammalian Cells First Steps Toward Developing
Hybridoma Techniques And Gene Therapy», Biocessays 14: 495-
500), y adenina fosforribosiltransferasa (Lowy et &l. (1980)
«Isolation Of Transforming DNA: Cloning The Hamster aprt Gene»,
Cell 22: 817-823), dichos genes pueden utilizarse en células

tk, hgprt o aprt, respectivamente. Ademas, puede utilizarse la
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resistencia anti-metabolito como criterio de seleccidédn de los

siguientes genes: dhfr, gque otorga resistencia al metotrexato
(Wigler et 4l1., (1980) «Transformation Of Mammalian Cells With
An Amplifiable Dominant-Acting Gene», Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 77:3567-3570; O'Hare et 4l1. (1981) «Transformation Of Mouse
Fibroblasts To Methotrexate Resistance By A Recombinant Plasmid
Expressing A Prokaryotic Dihydrofolate Reductase», Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 78: 1527-1531); gpt, que otorga resistencia al
acido micofendélico (Mulligan et &l. (1981) «Selection For
Animal Cells That Express The Escherichia coli Gene Coding For
Xanthine-Guanine Phosphoribosyltransferase», Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 78: 2072-2076); neo, que otorga resistencia al
aminoglicdésido G-418 (Tolstoshev (1993) «Gene  Therapy,
Concepts, Current Trials And Future Directions», Ann. Rev.
Pharmacol. Toxicol. 32:573-596; Mulligan (1993) «The Basic
Science Of Gene Therapy», Science 260:926-932; y Morgan et al.
(1993) «Human Gene Therapy», Ann. Rev. Biochem. 62:191-217) e
hygro, que otorga resistencia a la higromicina (Santerre et
al. (1984) «Expression Of Prokaryotic Genes For Hygromycin B
And G418 Resistance As Dominant-Selection Markers In Mouse L
Cells», Gene 30:147-156). Los métodos cominmente conocidos en
la técnica de la tecnologia de ADN recombinante que pueden
utilizarse se describen en Ausubel et 4l1. (eds.), 1993, Current

Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY;
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Kriegler, 1990, Gene Transfer and Expression, A Laboratory

Manual, Stockton Press, NY; vy en los capitulos 12 y 13,
Dracopoli et &l. (eds), 1994, Current Protocols in Human
Genetics, John Wiley & Sons, NY.; Colberre-Garapin et al.
(1981) «A New Dominant Hybrid Selective Marker For Higher

Eukaryotic Cells», J. Mol. Biol. 150:1-14.

Los niveles de expresidén de los compuestos descritos en la
presente o los polipéptidos descritos en la presente se pueden
aumentar mediante la amplificacidén de vectores (para acceder a
una revisidén, ver Bebbington y Hentschel, The use of vectors
based on gene amplification for the expression of cloned genes
in mammalian cells en DNA Cloning, Vol. 3. Academic Press,
Nueva York, 1987). Cuando un marcador en el sistema que expresa
un compuesto descrito en la presente es amplificable, el
aumento en el nivel del inhibidor presente en el cultivo de
una célula hospedadora aumentard la cantidad de copias del gen
marcador. Debido a que la regién amplificable se asocia a la
secuencia de nucledétidos de un compuesto descrito en la
presente o un polipéptido descrito en la presente, también
aumentara la produccidn del polipéptido (Crouse et &l. (1983)
«Expression And Amplification Of Engineered Mouse
Dihydrofolate Reductase Minigenes», Mol. Cell. Biol. 3:257-

266) .
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La célula hospedadora se puede transfectar conjuntamente con
dos vectores de expresidén, de los cuales el primer vector
codifica el primer polipéptido de un compuesto descrito en la
presente y el segundo vector codifica el segundo polipéptido
de un compuesto descrito en la presente. Los dos vectores
pueden contener marcadores seleccionables idénticos que
permiten una expresidén euivalente de ambos polipéptidos. De
manera alternativa, puede utilizarse un Unico vector que
codifique ambos polipéptidos. Las secuencias de codificacién
para los polipéptidos de los compuestos descritos en la

presente pueden comprender ADNc o ADN gendmico.

Una vez qgue un compuesto descrito en la presente o un
polipéptido descrito en la presente se haya expresado de manera
recombinante, este puede purificarse mediante cualgquier método
conocido en la técnica para la purificacidén de polipéptidos,
poliproteinas o anticuerpos (por ejemplo, andlogos de 1los
esquemas de purificacidédn de anticuerpos en funcidén de 1la
selectividad de antigenos), por ejemplo, mediante
cromatografia (por ejemplo, cromatografia de intercambio de
iones, mediante afinidad, particularmente, mediante afinidad
para el antigeno especifico (opcionalmente después de la

seleccidén de proteina A en la que el compuesto comprende un
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dominio de Fe (o una parte de este)), y en columna por tamafio),

centrifugacidén, solubilidad diferencial, o mediante cualquier
otra técnica estandar para la purificacidén de polipéptidos o

anticuerpos.

Otros aspectos de la descripcidén se refieren a una célula que
comprende un acido nucleico descrito en la presente o un vector
descrito en 1la presente. La célula puede ser una célula
procariota o eucariota. En algunas modalidades, la célula es
una célula de mamifero. En la presente se describen tipos

celulares ilustrativos.

Aun otros aspectos de la descripcién se refieren a un método
para producir un compuesto descrito en la presente o un
polipéptido descrito en la presente (por ejemplo, un primero
polipéptido o un segundo polipéptido), en el que el método
comprende obtener una célula descrita en la presente y expresar
un acido nucleico descrito en la presente en dicha célula. En
algunas modalidades, el método comprende ademas aislar vy
purificar un compuesto descrito en la presente o un polipéptido

descrito en la presente.

Métodos de tratamiento y composiciones para su uso en la

medicina
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Otros aspectos de la descripcidén se refieren a métodos de
tratamiento y composiciones para su uso en la medicina. Los
ejemplos no taxativos de compuestos para uso en dichos métodos
y composiciones son los que comprenden:

(1) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de la SEQ ID NO: 13 y un segundo polipéptido
que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 14;
(ii) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de la SEQ ID NO: 15 y un segundo polipéptido
que comprende la secuencia de aminoadcidos de la SEQ ID NO: 16;
(iid) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 17 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 18;
(iv) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de la SEQ ID NO: 19 y un segundo polipéptido
que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:20;
(v) un primer polipéptido gque comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO:21 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminoédcidos de SEQ ID NO:22;

(vi) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO:23 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:24;

(vii) un primer polipéptido que comprende la secuencia
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de aminodcidos de SEQ ID NO:25 y un segundo polipéptido que

comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:26;

(viii) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:27 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:28;

(ix) un primer polipéptido gque comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO:29 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:30;

(x) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO:31 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:32;

(x1) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO:33 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:34; o

(x1i) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO:35 y un segundo polipéptido que

comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:36.

En algunas modalidades, el método de tratamiento o el uso es
un método para tratar una enfermedad autoinmuntaria o
inflamatoria o su uso en dicho método. En algunas modalidades,
el método comprende administrar un compuesto descrito en la
presente o una composicidén farmacéutica que comprende dicho

compuesto a un sujeto, por ejemplo, un sujeto que padece, o0 en
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riesgo de padecer, una enfermedad autoinmuntaria o

inflamatoria.

El sujeto que se tratarda mediante los métodos descritos en 1la
presente puede ser un mamifero, mas preferentemente, un ser
humano. Los mamiferos incluyen, de modo no taxativo, animales
de granja, animales ©para deportes, mascotas, ©primates,
caballos, perros, gatos, ratones y ratas. Un sujeto humano que
necesita el tratamiento puede ser un sujeto humano que padece,
en riesgo de padecer, o del cual se sospecha que padece, una
enfermedad. Un sujeto que padece una enfermedad puede
identificarse mediante exdmenes médicos de rutina, por ejemplo,
un examen fisico, una prueba de laboratorio, una prueba
funcional de los o6érganos, una tomografia computarizada o un
ultrasonido. Un sujeto del <cual se sospecha que padece
cualquiera de dichas enfermedades puede mostrar uno o més
sintomas de la enfermedad. Los signos y los sintomas de las
enfermedades, por ejemplo, enfermedades autoinmunitarias e
inflamatorias, son conocidos por los expertos en la técnica.
Un sujeto en riesgo de padecer la enfermedad puede ser un
sujeto que presenta uno o mas de los factores de riesgo de esa

enfermedad.

Los ejemplos no taxativos de enfermedades autoinmunitarias
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incluyen artritis reumatoide, psoriasis, diabetes tipo 1, lupus

Sistémico eritematoso, rechazo a un trasplante, enfermedad de
tiroides autoinmuntaria (enfermedad de Hashimoto),
sarcoidosis, scleroderma, vasculitis granulomatosa, enfermedad
de Crohn, colitis ulcerosa, enfermedad de Sjogren, espondilitis
anquilosante, artritis psoriasica, polimiositis,
dermatomiositis, poliarteritis nodosa, enfermedades cuténeas
ampollosas mediadas inmunoldgicamente, sindrome de Behcet,
esclerosis multiple, esclerosis sistémica, enfermedad de

Goodpasture o glomerulonefritis inmunitaria mediada.

Los ejemplos no taxativos de enfermedades inflamatorias
incluyen, artritis reumatoide, psoriasis, lupus sistémico
eritematoso, alopecia areata, espondilitis anquilosante,
sindrome antifosfolipidos, enfermedad autoinmunitaria de
Addison, anemia hemolitica autoinmunitaria, hepatitis
autoilinmunitaria, enfermedad autoinmunitaria del oido interno,
sindrome linfoproliferativo inmunitario (ALPS), purpura
trombocitopénica autoinmunitaria (ATP), enfermedad de Behcet,
penfigoide bulloso, cardiomiopatia, celiaquia-dermatitis,
sindrome de inmunodeficiencia por fatiga crénica (CFIDS),
polirradiculoneuropatia desmielinizante inflamatoria crénica,
penfigoide cicatricial, enfermedad de las aglutininas frias,

sindrome de Crest, enfermedad de Crohn, enfermedad de Dego,
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dermatomiasitis, dermatomiositis - Jjuvenil, lupus discoide,

crioglobulinemia esencial mixta, fibromialgia - fibromiositis,

enfermedad de Grave, enfermedad de guillain-barre, tiroiditis

de hashimoto, fibrosis pulmonar idiopatica, plrpura
trombocitopénica idiopéatica (ITP), nefropatia por Iga,
diabetes insulinodependiente (Tipo 1I), artritis Jjuvenil,

enfermedad de Meniere, enfermedad del tejido conjuntivo mixta,
esclerosis multiple, miastenia grave, pénfigo vulgar, anemia
perniciosa, poliarteritis nodosa, policondritis, sindromes
poligrlandulares, polimialgia reumatica, polimiositis %
dermatomiositis, agammaglobulinemia primaria, cirrosis biliar
primaria, psoriasis, fendmeno de Raynaud, sindrome de Reiter,
fiebre reumdtica, sarcoidosis, escleroderma, sindrome de
Sjogren, sindrome de la persona rigida, arteritis de Takayasu,
arteritis temporal/arteritis de células gigantes, colitis
ulcerosa, uveitis, wvasculitis, vitiligo y granulomatosis de
Wegener. En algunas modalidades, la enfermedad autoinmuntaria
o 1inflamatoria es la enfermedad de Crohn, espondilitis

anquilosante o artritis psoriédsica.

Para poner en practica un método descrito en la presente, puede
administrarse una cantidad eficaz de un compuesto o composicidn
farmacéutica descrito en la presente a un sujeto (por ejemplo,

un ser humano) que necesita el tratamiento. Se conocen diversos
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sistemas de administracidén y pueden utilizarse para administrar

los compuestos de la invencidén. Los métodos de administracidn
incluyen, de modo no taxativo, las wvias intradérmica,
intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, subcuténea,
intranasal, epidural y oral. Los compuestos de la invencidn
pueden administrarse, por ejemplo, mediante infusidén, bolo o
inyeccidén y pueden administrarse Jjunto con otros agentes
bioldbgicamente activos tales como agentes antiinflamatorios.
La administracidén puede ser sistémica o local. En modalidades
preferidas, la administracidén se realiza mediante inyeccidn
subcutanea. Las formulaciones para dichas inyecciones pueden
prepararse, por ejemplo, en jeringas llenadas previamente que

pueden administrarse una vez cada dos semanas.

Una «cantidad eficaz», tal como se usa en la presente, se
refiere a la cantidad de cada compuesto necesaria para otorgar
un efecto terapéutico sobre el sujeto, ya sea solo o en
combinacidén con uno o mads de otros compuestos. Las cantidades
eficaces varian, tal como lo reconocerdn los expertos en la
técnica, dependiendo de la afeccidén particular que se trata,
la gravedad de la afeccidn, los parédmetros del sujeto
individual gque incluyen, edad, condicidén fisica, talla, género,
peso, la duracidén del tratamiento, la naturaleza de la terapia

actual (si la hubiere), la via de administracién especifica vy
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factores similares dentro del conocimiento y la experiencia

del profesional de la salud. Estos factores son conocidos para
los expertos en la técnica y pueden abordarse uUnicamente
mediante el uso de la experimentacidén habitual. Generalmente,
se prefiere que se utilice una dosis maxima de los componentes
individuales o combinaciones de estos, es decir, la mayor dosis
segura de acuerdo con la opinidén médica bien fundada. Los
expertos en la técnica comprenderan, sin embargo, que un sujeto
puede insistir con una dosis menor o una dosis tolerable por
razones médicas, razones psicoldégicas o virtualmente por

cualquier otra razdn.

Las consideraciones empiricas, tales como la semivida,
generalmente contribuirdn con la determinacién de la
dosificacidn. Por ejemplo, puede utilizarse compuestos
compatibles con el sistema inmunitario humano, tales como los
compuestos que comprenden regiones de anticuerpos humanizados
o anticuerpos humanos completos, para prolongar la semivida
del compuesto y para impedir que el compuesto sea atacado por
el sistema inmunitario del hospedador. La frecuencia de
administracién puede determinarse vy ajustarse durante el
transcurso de la terapia Yy generalmente, pero no
necesariamente, se basa en el tratamiento y/o la supresidn y/o

mejora y/o demora de una enfermedad. De manera alternativa,



10

15

20

78
pueden ser apropiadas las formulaciones de liberacidn continua

sostenida. En la técnica se conocen diversas formulaciones vy

dispositivos para lograr la liberacién sostenida.

En algunas modalidades, la dosificacién es diaria, cada dos
dias, cada tres dias, cada cuatro dias, cada cinco dias o cada
seis dias. En algunas modalidades, la frecuencia de
dosificacién es todas las semanas, cada 2 semanas, cada 4
semanas, cada 5 semanas, cada 6 semanas, cada 7 semanas, cada
8 semanas, cada 9 semanas o cada 10 semanas; o una vez al mes,
cada 2 meses o cada 3 meses o mayor. La evolucidén de esta
terapia puede monitorearse facilmente mediante ensayos vy
técnicas convencionales. El1 régimen de dosificacidén (gque
incluye el compuesto utilizado) puede variar con el transcurso

del tiempo.

En algunas modalidades, para un sujeto adulto de peso normal,
pueden administrarse dosis que oscilan de alrededor de 0.01 a
1000 mg/kg. En algunas modalidades, la dosis es de entre 1 a
200 mg. El1 régimen de dosificacidén particular, es decir, la
dosis, la sincronizacidén y la repeticidn, dependerd del sujeto
particular y el historial médico de dicho sujeto, asi como de
las propiedades del compuesto (tal como la semivida del

compuesto y otras consideraciones conocidas en la técnica.
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A los efectos de la presente descripcidén, la dosificacidn
adecuada de un compuesto tal como se describe en la presente
dependera del compuesto especifico empleado (o las
composiciones de este), la formulacidén y la via de
administracién, el tipo y la gravedad de la enfermedad, si el
compuesto se administra a efectos preventivos o terapéuticos,
la terapia previa, el historial clinico del sujeto y la
respuesta al antagonista, y el criterio del médico tratante.
Usualmente, el médico administrard un compuesto hasta alcanzar
una dosificacidén que logre el resultado deseado. La
administracién de uno o mas compuestos puede ser continua o
intermitente, dependiendo, por ejemplo, de la condicién
fisioldgica del receptor, de si el objetivo de la
administracién es terapéutico o profilactico, y de otros
factores conocidos para los profesionales expertos. La
administracién de un compuesto puede ser esencialmente continua
durante un periodo de tiempo preseleccionado o puede ser en
una serie de dosis separadas, por ejemplo, ya sea antes,

durante o después del desarrollo de una enfermedad.

Tal como se usa en la presente, el término «tratar» se refiere
a la aplicacidén o la administracidédn de un compuesto o una

composicién que incluye el compuesto a un sujeto que padece
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una enfermedad, un sintoma de la enfermedad o} una

predisposicidén a la enfermedad, a los efectos de curar, sanar,
aliviar, mitigar, alterar, recuperar, mejorar o afectar la
enfermedad, el sintoma de la enfermedad o la predisposicidn a

la enfermedad.

Aliviar una enfermedad incluye retrasar el desarrollo o la
evolucién de 1la enfermedad o reducir la gravedad de la
enfermedad. Aliviar la enfermedad no requiere necesariamente
resultados curativos. Tal como usa en la presente, «retrasar»
el desarrollo de una enfermedad significa diferir, dificultar,
enlentecer, demorar, estabilizar y/o posponer la evolucidn de
la enfermedad. Este retraso puede tener extensiones de tiempo
variables dependiendo del historial de la enfermedad y/o el
individuo en tratamiento. Un método que «retrasa» o alivia el
desarrollo de una enfermedad, o retrasa la aparicidén de la
enfermedad, es un método que reduce la probabilidad de
desarrollar uno o més sintomas de la enfermedad en un marco de
tiempo dado y/o reduce la extensidén de los sintomas en un marco
de tiempo dado, en comparacién con el no uso del método. Dichas
comparaciones se basan usualmente en estudios clinicos, que
utilizan una cantidad de sujetos suficiente para proporcionar

un resultado estadisticamente significativo.
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El «desarrollo» o la «evolucidén» de una enfermedad significa

las manifestaciones iniciales y/o la posterior evolucidn de la
enfermedad. El desarrollo de la enfermedad puede detectarse y
evaluarse mediante el uso de técnicas clinicas estandar, tal
como se conoce en la técnica. Sin embargo, el desarrollo
también se refiere a la evolucién de gque puede ser
indetectable. A los efectos de la presente descripcidén, el
desarrollo o la evolucidn se refieren al transcurso bioldgico
de los sintomas. El «desarrollo» incluye 1la ocurrencia,
recurrencia y aparicién. Tal como se usa en la presente, la
«aparicidén» o la «ocurrencia» de una enfermedad incluye la

aparicién inicial y/o la recurrencia.

En algunas modalidades, el compuesto descrito en la presente
se administra a un sujeto que necesita el tratamiento en una
cantidad suficiente para inhibir la actividad de uno o ambos
de TNF-alfa o IL23A mediante al menos 20 % (por ejemplo, 30 %,
40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o mds) in vivo o 1in vitro.
Los métodos para determinar la capacidad inhibidora de un
compuesto son conocidos en la técnica. En los Ejemplos se
proporcionan ensayos de inhibicién de TNF-alfa e IL23A

ilustrativos.

Pueden utilizarse métodos convencionales, conocidos por 1los
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expertos en la técnica de la medicina, para administrar el

compuesto o la composicidén farmacéutica al sujeto, dependiendo
del tipo de enfermedad gque se tratard o el sitio de 1la
enfermedad. Esta composicidén también puede administrarse
mediante otras vias convencionales, por ejemplo, mediante
administracién oral, parenteral, inhalacién de atomizaciédn,
tépica, rectal, nasal, bucal, vaginal o mediante un depdsito
implantado. Tal como se usa en la presente, el término
«parenteral» incluye técnicas de inyeccidén o infusién
subcuténea, intracuténea, intravenosa, intramuscular,
intraarticular, intraarterial, intrasinovial, intraesternal,
intratecal, intralesional e intracraneal. Ademds esta puede
administrarse al sujeto mediante via de administracidén de
depdsito inyectable tal como mediante el uso de métodos vy
materiales biodegradables o inyectables con un depdsito de 1,

3 0 6 meses.

Composiciones farmacéuticas

Aun otros aspectos de la descripcién se refieren a
composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto
descrito en la presente. Puede administrarse una composicidn
que comprende un compuesto de la invencidén (por ejemplo,

compuestos especificos para TNF-alfa e IL23A) a un sujeto que
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padece o se encuentra en riesgo de padecer una enfermedad

autoinmuntaria o inflamatoria. La invencidn proporciona ademas
el uso de un compuesto de la invencidén en la fabricacidén de un
medicamento para el tratamiento de una enfermedad
autoinmunitaria o inflamatoria. Los compuestos pueden
administrarse solos o en combinacidén con otras composiciones
en la prevencién o el tratamiento de una enfermedad
autoinmuntaria o inflamatoria. Los ejemplos no taxativos de
los compuestos de la invencidédn para su uso en dichas
composiciones farmacéuticas son los que comprenden:

(1) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 13 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 14;
(id) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 15 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 16;
(iii) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de la SEQ ID NO: 17 y un segundo polipéptido
que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 18;
(iv) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminoadcidos de la SEQ ID NO: 19 y un segundo polipéptido
que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO:20;
(v) un primer polipéptido que comprende la secuencia

de aminodcidos de SEQ ID NO:21 y un segundo polipéptido que
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comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:22;

(vi) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO:23 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO:24;

(vii) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO:25 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:26;

(viii) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO:27 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:28;

(ix) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO:29 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:30;

(x) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO:31 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:32;

(x1) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO:33 y un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:34; o

(x1ii) un primer polipéptido que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO:35 y un segundo polipéptido que

comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:36.

Tal como se usa en la presente, la expresidén «composicidn
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farmacéutica» se refiere a la formulacidén de un compuesto

descrito en la presente en combinacidén con un portador
farmacéuticamente aceptable. La composicién farmacéutica puede
comprender ademds agentes adicionales (por ejemplo, para su
administracidédn especifica, para aumentar la semivida u otros

compuestos terapéuticos).

Tal como se usa en la presente, la expresidén «portador
farmacéuticamente aceptable», se refiere a un material, una
composicién o un vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como
un relleno sdélido o liquido, diluyente, excipiente, auxiliar
de fabricacién (por ejemplo, lubricante, magnesio en talco,
estearato de cinc o calcio o &acido estedrico), o material de
encapsulacién de solvente, implicado en el transporte o el
traslado del compuesto desde un sitio del cuerpo (por ejemplo,
el sitio de administracidén) hacia otro sitio (por ejemplo,
brgano, tejido o) parte del cuerpo) . Un portador
farmacéuticamente aceptable es aceptable en el sentido de que
es compatible con los otros ingredientes de la formulacidn y
de qgue no dafia el tejido del sujeto (por ejemplo,

fisioldgicamente compatible, estéril, pH fisioldgico, etc.).

Algunos ejemplos de los materiales gue pueden servir como

portadores farmacéuticamente aceptables incluyen: (1)
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azlUcares, tal como lactosa, glucosa y sacarosa; (2) almidones,

tales como almiddén de maiz y almiddn de papa; (3) celulosa y
sus derivados, tales como carboximetilcelulosa de sodio,
metilcelulosa, etilcelulosa, celulosa microcristalina y
acetato de celulosa; (4) tragacanto en polvo; (5) malta; (6)
gelatina; (7) agentes lubricantes, tales como estearato de
magnesio, lauril sulfato de sodio y talco; (8) excipientes,
tales como manteca de cacao y ceras supositorias; (9) aceites,
tales como aceite de cacahuate, aceite de semilla de algoddn,
aceite de cértamo, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite
de maiz vy aceite de soja; (10) glicoles, tales como
propilenglicol; (11) polioles, tales como glicerina, sorbitol,
manitol y polietilenglicol (PEG); (12) ésteres, tales como
oleato de etilo y laurato de etilo; (13) agar; (14) agentes
amortiguadores, tales como hidrdéxido de magnesio e hidrdxido
de aluminio; (15) acido alginico; (16) agua libre de pirdgenoa;
(17) solucidén salina isotédnica; (18) solucidén de Ringer; (19)
alcohol etilico; (20) soluciones amortiguadoras de pH; (21)
poliésteres, policarbonatos y/o polianhidridos; (22) agentes
espesantes, tales como polipéptidos vy aminoacidos; (23)
componente en suero, tal como albumina en suero, HDL y LDL;
(22) alcoholes C2-Cl2, tal como etanol y (23) otras sustancias
compatibles no téxicas empleadas en formulaciones

farmacéuticas. En la formulaciédn, también pueden estar
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presentes agentes humectantes, agentes colorantes, agentes de

liberacidn, agentes de recubrimiento, agentes endulzantes,
agentes saborizantes, agentes perfumantes, conservantes vy
antioxidantes. Las expresiones tales como «excipiente»,
«portador», «portador farmacéuticamente aceptable» o similares

se utilizan en forma indistinta en la presente.

En algunas modalidades, se administra un compuesto de 1la
invencidén en una composicidén mediante inyeccidn, por medio de
un catéter, por medio de un supositorio o por medio de un
implante, en el que el implante es de un material poroso, no
poroso o gelatinoso, que incluye una membrana, tal como una
membrana sikalastic, o wuna fibra. Tipicamente, cuando se
administra la composicidn, los materiales se utilizan

materiales que no absorben el compuesto de la invenciédn.

En otras modalidades, los compuestos de la invencidén se
administran en un sistema de liberacidén controlada. En una
modalidad, puede wutilizarse una bomba (ver, por ejemplo,
Langer, 1990, Science 249:1527-1533; Sefton, 1989, CRC Crit.
Ref. Biomed. Eng. 14:201; Buchwald et &l., 1980, Surgery
88:507; Saudek et &l., 1989, N. Engl. J. Med. 321:574). En otra
modalidad, pueden utilizarse materiales poliméricos. (Ver, por

ejemplo, Medical Applications of Controlled Release (Langer y
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Wise eds., CRC Press, Boca Ratdén, Fla., 1974); Controlled Drug

Bicavailability, Drug Product Design and Performance (Smolen y
Ball eds., Wiley, Nueva York, 1984); Ranger y Peppas, 1983,
Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23:61. Ver, también, Levy
et &l., 1985, Science 228:190; During et 4&l., 1989, Ann.
Neurol. 25:351; Howard et &l., 1989, J. Neurosurg. 71:105)

Otros sistemas de liberacidén controlada se describen, por

ejemplo, en Langer, supra.

Los compuestos de la invencidén pueden administrarse como
composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad
terapéuticamente eficaz de un agente de unidén y uno o mas

ingredientes farmacéuticamente compatibles.

En modalidades tipicas, la composicidén farmacéutica se formula
de acuerdo con procedimientos habituales como una composicidn
farmacéutica adaptada para la administracién intravenosa o
subcutédnea a un sujeto, por ejemplo, un ser humano. Usualmente,
las composiciones para administracidén mediante inyeccidn son
soluciones en un amortiguador acuoso isoténico estéril. En los
casos que sea necesario, el producto farmacéutico también puede
incluir un agente solubilizante y un anestésico local tal como
lignocaina para aliviar el dolor en el sitio de inyeccién. En

general, los ingredientes se proporcionan ya sea por separado
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0 Jjuntos mezclados en forma de dosificacidén unitaria, por

ejemplo, como un polvo liofilizado seco o un concentrado sin
agua en un recipiente sellado herméticamente tal como una
ampolla o sachét que indique la cantidad de agente activo. En
los casos en los que el producto farmacéutico deba
administrarse por infusidén, puede dosificarse con un frasco de
infusidén que contenga agua de grado farmacéutico esterilizada
o solucidén salina. En los casos en los que el producto
farmacéutico se administre por inyeccidn, puede proporcionarse
una ampolla de agua esterilizada para inyeccidén o solucidn
salina de modo tal que los ingredientes puedan mezclarse antes

de la administracidn.

Una composicidén farmacéutica para administracidén sistémica
puede ser un liquido, por ejemplo, solucidn salina
esterilizada, solucidén de Hank o Ringer lactada. Ademéas, la
composicién farmacéutica puede encontrarse en forma sdélida vy
volver a disolverse o suspenderse inmediatamente antes de

utilizarse. También se contemplan las formas liofilizadas.

La composicién farmacéutica puede estar contenida dentro de
una vesicula o particula lipidica, tal como un liposoma o
microcristal, que también es adecuado para la administracidn

parenteral. Las particulas pueden tener cualquier estructura
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adecuada, tal como unilamelares o plurilamelares, siempre que

las composiciones se encuentren contenidas en estas. Los
compuestos pueden estar atrapados en «particulas lipidicas de
pléasmido estabilizadas» (SPLP) que contienen el 1lipido
fusogénico dioleoclilfosfatidiletanolamina (DOPE) , bajos
niveles (5-10 mol%) de 1lipido catidénico, y se encuentran
estabilizadas con un recubrimiento de polietilenglicol (PEG)
(Zhang Y. P. et 4l1., Gene Ther. 1999, 6:1438-47). Para dichas
vesiculas o particulas prefieren particularmente los lipidos
cargados positivamente, tales como N-[1-(2,3-
dioleoiloxi)propil]-N,N,N-trimetil- amoniometilsulfato, o
«DOTAP». La preparaciédn de dichas particulas de lipidos es
conocida. Ver, por ejemplo, las patentes estadounidenses n.°
4,880,635; 4,906,477; 4,911,928; 4,917,951; 4,920,016; vy

4,921,757.

Las composiciones farmacéuticas de la presente descripcidn
pueden administrarse o envasarse como una dosis unitaria, por
ejemplo. La expresidén «dosis unitaria», cuando se utiliza en
referencia a una composicidén farmacéutica de la presente
descripcidén, se refiere a unidades separadas fisicamente
adecuadas como dosificaciones unitarias para el sujeto, en las
que cada unidad contiene wuna cantidad predeterminada de

material activo calculada para producir el efecto terapéutico
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deseado, junto con el diluyente necesario, es decir, portador

o vehiculo.

En algunas modalidades, un compuesto descrito en la presente
puede estar conjugado con un resto terapéutico, por ejemplo,
un agente antiinflamatorio. Las técnicas para conjugar dichos
restos terapéuticos con polipéptidos, que incluyen, por
ejemplo, dominios Fe, son conocidas; ver, por ejemplo, Amon et
al., «Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In
Cancer Therapy», en Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy,
Reisfeld et 4&l1. (eds.), 1985, péags. 243-56, Alan R. Liss,
Inc.); Hellstrom et al., «Antibodies For Drug Delivery», en
Controlled Drug Delivery (2.2 Ed.), Robinson et 4l. (eds.),
1987, péags. 623-53, Marcel Dekker, 1Inc.); Thorpe, «Antibody
Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review», en
Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical
Applications, Pinchera et 4l. (eds.), 1985, pags. 475-500);
«Analysis, Results, And Future Prospective Of The Therapeutic
Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy», en Monoclonal
Antibodies For Cancer Detection And Therapy, Baldwin et 4&l.
(eds.), 1985, péags. 303-16, Academic Press; y Thorpe et 4&l.
(1982) «The Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibody-

Toxin Conjugates», Immunol. Rev., 62:119-158.
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Ademéds, la composicidén farmacéutica puede proporcionarse como

un kit farmacéutico que comprende (a) un recipiente que
contiene el compuesto de la invencién en una forma liofilizada
y (b) un segundo recipiente que contiene un diluyente
farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, agua esterilizada)
para inyeccién. El diluyente farmacéuticamente aceptable puede
utilizarse para la reconstruccién o la dilucidén del compuesto
liofilizado de la invencidn. Opcionalmente asociado con dicho/s
recipiente/s puede haber un aviso de la forma prescrita por un
organismo gubernamental que regula la fabricacién, el uso o la
venta de productos farmacéuticos o bioldgicos, que refleje 1la
aprobacién por parte del organismo para la fabricacidn, el uso

o la venta para su administracién en humanos.

En otro aspecto, se incluye un articulo de fabricacidn que
contiene materiales UGtiles ©para el tratamiento de las
enfermedades descritas anteriormente. En algunas modalidades,
el articulo de fabricacién comprende un recipiente vy una
etiqueta. Los recipientes adecuados incluyen, por ejemplo,
frascos, viales, jeringas y tubos de ensayo. Los recipientes
se podran formar a partir de una variedad de materiales tales
como vidrio o pléastico. En algunas modalidades, el recipiente
contiene una composicidén que es eficaz para el tratamiento de

una enfermedad descrita en la presente y puede tener un puerto
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de acceso esterilizado. Por ejemplo, el recipiente puede tener

un vial o una bolsa de solucidn intravenosa con un tapdn que
pueda perforarse con una aguja de inyeccién hipodérmica. E1
agente activo en la composicidén es un compuesto de la
invencién. En algunas modalidades, la etiqueta que se encuentra
en el recipiente o se asocia a este indica que la composicidn
se utiliza para tratar la enfermedad elegida. El articulo de
fabricacidén puede comprender ademas un segundo recipiente que
comprende un amortiguador farmacéuticamente aceptable, tal
como solucién salina amortiguada con fosfato, solucidén de
Ringer o solucién de dextrosa. Este puede incluir ademds otros
materiales convenientes desde el punto de vista comercial vy
del usuario, gque incluyen otros amortiguadores, diluyentes,
filtros, agujas, Jjeringas y prospectos con instrucciones de

uso.

Sin ahondar en detalles, se cree que un experto en la técnica
puede, en funcién de la descripcidén anterior, utilizar la
presente descripcidén en la mayor medida posible. Las siguientes
modalidades especificas se interpretarédn, por lo tanto, como
meramente ilustrativas, y no se limitan al resto de 1la
descripcidén de ningln modo. Todas las publicaciones citadas en
la presente se incorporan mediante referencia a los efectos de

la materia a la que se hace referencia en la presente.
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EJEMPLOS

Ejemplo 1. Construccién de compuestos ilustrativos que se

dirigen a IL23A y TNF-alfa

La Tabla 2A a continuacidén proporciona compuestos ilustrativos
que se unen a IL23A y TNF-alfa que se utilizaron en los Ejemplos
siguientes. Estos ejemplos se produjeron mediante métodos
recombinantes conocidos en la técnica (ver, por ejemplo, las
publicaciones de PCT WO 2006/113665, WO 2008/157379 y WO
2010/080538, cada una de las cuales se incorpora a la presente
mediante referencia). En resumen, los plasmidos que codifican
el primer y el segundo polipéptido para cada compuesto se
transfectaron juntos en células CHO-S mediante el wuso del
reactivo FreeStyle MAX (CHO). Las células se cultivaron
durante 13-14 dias y los compuestos producidos por las células
se purificaron mediante el uso de cromatografia de proteina A.
Los compuestos se purificaron adicionalmente mediante el uso

de cromatografia de exclusidn por tamafio.

Tabla 2A. Compuestos de unidén a IL23A y TNF-alfa ilustrativos
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ID del vL de vH de vL de vH de Tipos de | Isotipo | SEQ ID
Compues- | cadena cadena cadena cadena enlazado NO:
to larga larga corta corta r (1.2/2.
2)
Compues- | TNFa (1) IL23A(1 | IL23A(1 TNFa (1) GS IgGlKO- | 13/14
to A VL (SEQ ) VH ) VL VH (SEQ YTE
ID NO: 2) (SEQ ID (SEQ ID ID NO:
NO: 7) NO: 8) 1)
Compues- | TNFa (1) IL23A (1 IL23A (1 TNFa (1) VF IgG1lKO- 15/16
to B VL (SEQ ) VH ) VL VH (SEQ YTE
ID NO: 2) (SEQ ID (SEQ ID ID NO:
NO: 7) NO: 8) 1)
Compues-— IL23A (1) TNFa (1) TNFa (1) IL23A (1) GS IgG1lKO- 17/18
to C VL (SEQ VH (SEQ | VL (SEQ VH YTE
ID NO: 8) ID NO: ID NO: (SEQ ID
1) 2) NO: 7)
Compues- | IL23A (1) TNFa (1) TNFa (1) IL23A(1) VF IgG1lKO- 19/20
to D VL (SEQ VH (SEQ | VL (SEQ VH YTE
ID NO: 8) ID NO: ID NO: (SEQ ID
1) 2) NO: 7)
Compues-— IL23A (1) TNFa (2) TNFa (2) IL23A (1) GS TIgG1lKO- 21/22
to E VL (SEQ VH (SEQ | VL (SEQ VH YTE
ID NO: 8) ID NO: ID NO: (SEQ ID
3) 4) NO: 7)
Compues-— IL23A (1) TNFa (2) TNFa (2) IL23A (1) VF TIgG1lKO- 23/24
to F VL (SEQ VH (SEQ | VL (SEQ VH YTE
ID NO: 8) ID NO: ID NO: (SEQ ID
3) 4) NO: 7)
Compues- TNFa (2) IL23A (1 IL23A (1 TNFa (2) GS IgG1lKO- 25/26
to G VL (SEQ ) VH ) VL VH (SEQ YTE
ID NO: 4) (SEQ ID (SEQ ID ID NO:
NO: 7) NO: 8) 3)
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Compues-— TNFa (2) IL23A(1) IL23A (1 | TNFa(2) VH VF IgGlKO- | 27/28
to H VL (SEQ VH ) VL (SEQ ID NO: YTE
ID NO: 4) (SEQ ID (SEQ ID | 3)
NO: 7) NO: 8)
Compues- TNFa (3) IL23A (1) IL23A (1 | TNFa(3) VH GS IgGlKO- | 29/30
to I VL (SEQ VH ) VL (SEQ ID NO: YTE
ID NO: 6) (SEQ ID (SEQ ID | 5)
NO: 7) NO: 8)
Compues- IL23A(1) TNFa (3) TNFa (3) IL23A (1) VH | GS IgGlKO- | 31/32
to J VL (SEQ VH (SEQ VL (SEQ (SEQ ID NO: YTE
ID NO: 8) ID NO: ID NO: 7)
5) 6)
Compues- TNFa (3) IL23A(1) IL23A(1 | TNFa(3) VH VF IgGlKO- | 33/34
to K VL (SEQ VH ) VL (SEQ ID NO: YTE
ID NO: 6) (SEQ ID (SEQ ID | 5)
NO: 7) NO: 8)
Compues- IL23A (1) TNFa (3) TNFa (3) IL23A (1) VH | VF IgGlKO- | 35/36
to L VL (SEQ VH (SEQ VL (SEQ (SEQ ID NO: YTE
ID NO: 8) ID NO: ID NO: 7)
5) 6)
Compues-— TNFa (1) IL23A(1) IL23A (1 | TNFa(l) VH GS IgGlKO 44/45
to M VL (SEQ VH ) VL (SEQ ID NO:
ID NO: 2) (SEQ ID (SEQ ID | 1)
NO: 7) NO: 8)
Compues-— IL23A(1) TNFa (1) TNFa (1) IL23A (1) VH | VF IgGlKO 46/47
to N VL (SEQ VH (SEQ VL (SEQ (SEQ ID NO:
ID NO: 8) ID NO: ID NO: 7)
1) 2)
Compues-— IL23A(1) TNFa (2) TNFa (2) IL23A(1) VH | GS IgGlKO 48/49
to O VL (SEQ VH (SEQ VL (SEQ (SEQ ID NO:
ID NO: 8) ID NO: ID NO: 7)
3) 4)
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Compues-— IL23A (1) TNFa (2) TNFa (2) IL23A (1) VF IgG1lKO 50/51
to P VL (SEQ ID | VH (SEQ | VL (SEQ VH
NO: 8) ID NO: ID NO: (SEQ ID
3) 4) NO: 7)
Compues-— TNFa (2) VL | IL23A (1 IL23A (1) TNFa (2) GS IgG4Pro 52/53
to Q (SEQ ID ) VH VL (SEQ VH (SEQ
NO: 4) (SEQ ID ID NO: ID NO: 3)
NO: 7) 8)
Compues-— TNFa (2) VL | IL23A (1 IL23A (1) TNFa (2) GS IgG4Pro- | 54/55
to R (SEQ ID ) VH VL (SEQ VH (SEQ YTE
NO: 4) (SEQ ID | ID NO: ID NO: 3)
NO: 7) 8)
Compues-— TNFa (2) VL | IL23A (1 IL23A (1) TNFa (2) GS IgG4Pro 56/57
to S (SEQ ID ) VH VL (SEQ VH (SEQ
NO: 4) (SEQ ID | ID NO: ID NO: 3)
NO: 7) 8)
Compues- TNFa (2) VL | IL23A (1 IL23A (1) TNFa (2) GS IgG4Pro- | 58/59
to T (SEQ ID ) VH VL (SEQ VH (SEQ YTE
NO: 4) (SEQ ID | ID NO: ID NO: 3)
NO: 7) 8)
Compues- | TNFa(2) VL | IL23A(1 | IL23A (1) | TNFa(2) VF IgG1lKO 60/61
to U (SEQ ID ) VH VL (SEQ VH (SEQ
NO: 4) (SEQ ID | ID NO: ID NO: 3)
NO: 7) 8)
Compues- | TNFa(2) VL | IL23A(1 | IL23A (1) | TNFa(2) VF IgGIWT 62/63
to V (SEQ ID ) VH VL (SEQ VH (SEQ
NO: 4) (SEQ ID | ID NO: ID NO: 3)
NO: 7) 8)
Compues- TNFa (2) VL | IL23A (1 IL23A (1) TNFa (2) VF IgG4Pro 64/65
to W (SEQ ID ) VH VL (SEQ VH (SEQ
NO: 4) (SEQ ID ID NO: ID NO: 3)
NO: 7) 8)
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Compues—- | TNFa (2) IL23A(1 | IL23A(1 TNFa (2) VFE IgG4Pro | 66/67
to X VL (SEQ ) VH ) VL VH (SEQ -YTE
ID NO: 4) (SEQ ID (SEQ ID ID NO:
NO: 7) NO: 8) 3)
Compues— IL23A (1) TNFa (2) TNFa (2) IL23A (1) GS IgG1WT 68/69
to Y VL (SEQ VH (SEQ | VL (SEQ | VH
ID NO: 8) ID NO: ID NO: (SEQ ID
3) 4) NO: 7)
Compues— IL23A (1) TNFa (2) TNFa (2) IL23A (1) GS IgG4Pro 70/71
to Z VL (SEQ VH (SEQ | VL (SEQ | VH
ID NO: 8) ID NO: ID NO: (SEQ ID
3) 4) NO: 7)
Compues-— IL23A (1) TNFa (2) TNFa (2) IL23A (1) GS IgG4Pro | 72/73
to AA VL (SEQ VH (SEQ | VL (SEQ VH -YTE
ID NO: 8) ID NO: ID NO: (SEQ ID
3) 4) NO: 7)
Compues-— IL23A (1) TNFa (2) TNFa (2) IL23A (1) VF IgG1WT 74/75
to AB VL (SEQ VH (SEQ | VL (SEQ VH
ID NO: 8) ID NO: ID NO: (SEQ ID
3) 4) NO: 7)
Compues—- | IL23A (1) TNFa (2) TNFa (2) IL23A(1) VF IgG4Pro | 76/77
to AC VL (SEQ VH (SEQ | VL (SEQ VH
ID NO: 8) ID NO: ID NO: (SEQ ID
3) 4) NO: 7)
Compues—- | IL23A (1) TNFa (2) TNFa (2) IL23A(1) VF IgG4Pro | 78/79
to AD VL (SEQ VH (SEQ | VL (SEQ VH -YTE
ID NO: 8) ID NO: ID NO: (SEQ ID
3) 4) NO: 7)
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Compues-— TNFa (3) VL | IL23A(1 IL23A (1) TNFa (3) GS IgG1lKO 80/81
to AE (SEQ ID ) VH VL (SEQ VH (SEQ
NO: 6) (SEQ ID ID NO: ID NO: 5)
NO: 7) 8)
Compues-— TNFa (3) VL | IL23A(1 IL23A (1) TNFa (3) GS IgG1WT 82/83
to AF (SEQ ID ) VH VL (SEQ VH (SEQ
NO: 6) (SEQ ID ID NO: ID NO: 5)
NO: 7) 8)
Compues-— TNFa (3) VL | IL23A(1 IL23A (1) TNFa (3) GS IgG4Pro 84/85
to AG (SEQ ID ) VH VL (SEQ VH (SEQ
NO: 6) (SEQ ID ID NO: ID NO: 5)
NO: 7) 8)
Compues-— TNFa (3) VL | IL23A (1 IL23A (1) TNFa (3) GS IgG4Pro- 86/87
to AH (SEQ ID ) VH VL (SEQ VH (SEQ YTE
NO: 6) (SEQ ID | ID NO: ID NO: 5)
NO: 7) 8)
Compues-— TNFa (3) VL | IL23A(1 IL23A (1) TNFa (3) VF IgG1lKO 88/89
to AI (SEQ ID ) VH VL (SEQ VH (SEQ
NO: 6) (SEQ ID | ID NO: ID NO: 5)
NO: 7) 8)
Compues- | TNFa(3) VL | IL23A(1 | IL23A (1) TNFa (3) VF IgGIWT 90/91
to AJ (SEQ ID ) VH VL (SEQ VH (SEQ
NO: 6) (SEQ ID | ID NO: ID NO: 5)
NO: 7) 8)
Compues-— TNFa (3) VL | IL23A(1 IL23A (1) TNFa (3) VF IgG4Pro 92/93
to AK (SEQ ID ) VH VL (SEQ VH (SEQ
NO: 6) (SEQ ID ID NO: ID NO: 5)
NO: 7) 8)
Compues- TNFa (3) VL | IL23A(1 IL23A (1) TNFa (3) VF IgG4Pro- 94/95
to AL (SEQ ID ) VH VL (SEQ VH (SEQ YTE
NO: 6) (SEQ ID ID NO: ID NO: 5)
NO: 7) 8)
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Compues- IL23A(1) TNFa (3) TNFa (3) IL23A(1) GS IgG1lKO 96/97
to AM VL (SEQ ID VH (SEQ VL (SEQ VH
NO: 8) ID NO: ID NO: (SEQ ID
5) 6) NO: 7)
Compues- IL23A(1) TNFa (3) TNFa (3) IL23A(1) GS IgG1WT 98/99
to AN VL (SEQ ID VH (SEQ VL (SEQ VH
NO: 8) ID NO: ID NO: (SEQ ID
5) 6) NO: 7)
Compues- IL23A(1) TNFa (3) TNFa (3) IL23A(1) GS IgG4Pro 100/101
to AO VL (SEQ ID VH (SEQ VL (SEQ VH
NO: 8) ID NO: ID NO: (SEQ ID
5) 6) NO: 7)
Compues- IL23A(1) TNFa (3) TNFa (3) IL23A(1) GS IgG4Pro 102/103
to AP VL (SEQ ID VH (SEQ VL (SEQ VH -YTE
NO: 8) ID NO: ID NO: (SEQ ID
5) 6) NO: 7)
Compues- IL23A (1) TNFa (3) TNFa (3) IL23A (1) VF IgGlKO 104/105
to AQ VL (SEQ ID VH (SEQ VL (SEQ VH
NO: 8) ID NO: ID NO: (SEQ ID
5) 6) NO: 7)
Compues-— IL23A (1) TNFa (3) TNFa (3) IL23A (1) VF IgG1WT 106/107
to AR VL (SEQ ID VH (SEQ VL (SEQ VH
NO: 8) ID NO: ID NO: (SEQ ID
5) 6) NO: 7)
Compues-— IL23A (1) TNFa (3) TNFa (3) IL23A (1) VF IgG4Pro 108/109
to AS VL (SEQ ID VH (SEQ VL (SEQ VH
NO: 8) ID NO: ID NO: (SEQ ID
5) 6) NO: 7)
Compues- IL23A (1) TNFa (3) TNFa (3) IL23A (1) VF IgG4Pro 110/111
to AT VL (SEQ ID VH (SEQ VL (SEQ VH -YTE
NO: 8) ID NO: ID NO: (SEQ ID
5) 6) NO: 7)
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Compues- | TNFa (2) IL23A (1 IL23A (1 TNFa (2) GS IgG1lKO 112/113
to AU VL (SEQ ) VH ) VL VH (SEQ
ID NO: 4) (SEQ ID (SEQ ID ID NO:
NO: 7) NO: 8) 3)
Compues- | TNFa (1) IL23A (1 IL23A (1 TNFa (1) GS IgG1WT 114/115
to AV VL (SEQ ) VH ) VL VH (SEQ
ID NO: 2) (SEQ ID (SEQ ID ID NO:
NO: 7) NO: 8) 1)
Compues- | TNFa (1) IL23A (1 IL23A (1 TNFa (1) GS IgG4Pro 116/117
to AW VL (SEQ ) VH ) VL VH (SEQ
ID NO: 2) (SEQ ID (SEQ ID ID NO:
NO: 7) NO: 8) 1)
Compues— TNFa (1) IL23A (1 IL23A (1 TNFa (1) GS IgG4Pro 118/119
to AX VL (SEQ ) VH ) VL VH (SEQ -YTE
ID NO: 2) (SEQ ID (SEQ ID ID NO:
NO: 7) NO: 8) 1)
Compues- | TNFa (1) IL23A(1 | IL23A(1 TNFa (1) VF IgGlKO 120/121
to AY VL (SEQ ) VH ) VL VH (SEQ
ID NO: 2) (SEQ ID (SEQ ID ID NO:
NO: 7) NO: 8) 1)
Compues- | TNFa (1) IL23A(1 | IL23A(1 TNFa (1) VF IgGlwWT 122/123
to AZ VL (SEQ ) VH ) VL VH (SEQ
ID NO: 2) (SEQ ID (SEQ ID ID NO:
NO: 7) NO: 8) 1)
Compues- | TNFa (1) IL23A(1 | IL23A(1 TNFa (1) VF IgG4Pro | 124/125
to BA VL (SEQ ) VH ) VL VH (SEQ
ID NO: 2) (SEQ ID (SEQ ID ID NO:
NO: 7) NO: 8) 1)
Compues- | TNFa (1) IL23A(1 IL23A(1 TNFa (1) VF IgG4Pro | 126/127
to BB VL (SEQ ) VH ) VL VH (SEQ -YTE
ID NO: 2) (SEQ ID (SEQ ID ID NO:
NO: 7) NO: 8) 1)
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Compues- | IL23A (1) TNFa (1) TNFa (1) IL23A (1) GS IgGlKO 128/129
to BC VL (SEQ ID | VH (SEQ VL (SEQ VH
NO: 8) ID NO: ID NO: (SEQ ID
1) 2) NO: 7)
Compues- | IL23A(1) TNFa (1) TNFa (1) IL23A (1) GS IgGlWT 130/131
to BD VL (SEQ ID | VH (SEQ VL (SEQ VH
NO: 8) ID NO: ID NO: (SEQ ID
1) 2) NO: 7)
Compues- IL23A(1) TNFa (1) TNFa (1) IL23A(1) GS IgG4Pro 132/133
to BE VL (SEQ ID | VH (SEQ VL (SEQ VH
NO: 8) ID NO: ID NO: (SEQ ID
1) 2) NO: 7)
Compues-— IL23A (1) TNFa (1) TNFa (1) IL23A (1) GS IgG4Pro 134/135
to BF VL (SEQ ID | VH (SEQ VL (SEQ VH -YTE
NO: 8) ID NO: ID NO: (SEQ ID
1) 2) NO: 7)
Compues— TNFa (2) VL | IL23A(1 IL23A(1) TNFa (2) GS IgG1WT 136/137
to BG (SEQ ID ) VH VL (SEQ VH (SEQ
NO: 4) (SEQ ID ID NO: ID NO: 3)
NO: 7) 8)
Compues- IL23A(1) TNFa (1) TNFa (1) IL23A(1) VF IgGlwWT 138/139
to BH VL (SEQ ID | VH (SEQ VL (SEQ VH
NO: 8) ID NO: ID NO: (SEQ ID
1) 2) NO: 7)
Compues-— IL23A(1) TNFa (1) TNFa (1) IL23A(1) VF IgG4Pro 140/141
to BI VL (SEQ ID | VH (SEQ VL (SEQ VH
NO: 8) ID NO: ID NO: (SEQ ID
1) 2) NO: 7)
Compues- IL23A(1) TNFa (1) TNFa (1) IL23A(1) VF IgG4Pro 142/143
to BJ VL (SEQ ID | VH (SEQ VL (SEQ VH -YTE
NO: 8) ID NO: ID NO: (SEQ ID
1) 2) NO: 7)
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TNFa = TNF-alfa, VL = cadena ligera de dominio variable, VH =

cadena pesada de dominio variable, GS = GGGSGGGG (SEQ ID NO:
9), LGGGSG (SEQ ID NO: 10), o ambas, VF = FNRGES (SEQ ID NO:
11), VEPKSS (SEQ ID NO: 12), o ambas, IgGIWT = IgGl de tipo
salvaje; IgG1KO-YTE = IgGl con una mutacidn triple
M252Y/S254T/T256E en la regidén Fc y que también comprende
mutaciones L234A/L235A, IgG4Pro-YTE = IgG4 con una mutacidn

triple M252Y/S254T/T256E en la regidén Fc vy que también

comprende una mutacidédn S241P, IgGlKO = regidén Fc truncada que
comprende mutaciones L234A/L235A, IgG4Pro = comprende una
mutacidédn S241P. 1. = primer polipéptido, 2.° = segundo
polipéptido. La numeracidén de las mutaciones es la numeracidn

de Kabat para un anticuerpo convencional que comienza con la

convencién de anticuerpos en CHI1.

También se utilizaron los siguientes anticuerpos de control e

efectos de la comparacién. Los controles fueron anticuerpos

monoclonales que se dirigian a TNFa o IL23.

Tabla 2B.
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Compuestos de control Secuencia de VH Secuencia de VL
Anticuerpo de control 1| TNFa(l) VH (SEQ ID | TNFa(l) VL (SEQ ID NO:
(anticuerpo monoclonal contra | NO: 1) 2)
TNFa)
Anticuerpo de control 2 | TNFa(2) VH (SEQ ID | TNFa(2) VL (SEQ ID NO:
(anticuerpo monoclonal contra | NO: 3) 4)
TNFa)
Anticuerpo de control 3| IL23A (1) VH IL23A (1) VL (SEQ 1ID
(anticuerpo monoclonal contra (SEQ ID NO: 7) NO: 8)
IL23)

Ejemplo 2. Afinidad mediante resonancia de plasmones

superficiales (SPR) de los ejemplos ilustrativos

Se analizaron los compuestos de prueba mediante SPR para

determinar la afinidad para TNF-alfa e ILZ23A.

Materiales y métodos

Los experimentos de SPR se llevaron a cabo en un instrumento
ProteOn XPR36 (Bio Rad). Se acondiciond previamente un chip de
GLM con inyecciones secuenciales de 60 s de SDS al 0.5 %, NaOH
50 mM y HC1 100 mM wuna velocidad de flujo de 30 upl/min en
direccidén vertical y horizontal. Luego, se activd el chip de

GLM acondicionado previamente mediante una inyeccidén de una
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mezcla de EDC (76.7 mg/ml) y sulfo-NHS (21.7 mg/ml) en una

relacidén de 1:1 en 6 canales horizontales. Se inmovilizd el Fc
de IgG de cabra anti-humano (GAHA) gamma (Invitrogen) a una
concentracidén de 30 pg/ml en amortiguador de acetato de sodio
10 mM, pH 5.0 a 8000 unidades de resonancia en el chip GLM
activado en 6 canales horizontales. Finalmente, se desactivd
el chip con HC1l de etanolamina 1 M en 6 canales horizontales.
El chip de GAHA preparado se rotd a una direccidn vertical para
capturar los compuestos de prueba, con respecto a 5 canales
verticales y el uUltimo canal se utilizdé como una columna de
referencia. Luego, el chip capturado se rotd nuevamente hacia
la direccién horizontal para su unidédn. Se inyectaron IL-23
humanas unidas (Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals, Inc) con
cinco concentraciones, 10.0 nM, 5.00 nM, 2.50 nM, 1.25 nM y
0.625 nM, de manera horizontal con respecto a las superficies
de los compuestos de prueba durante 10 minutos a una velocidad
de flujo de 40 pl/min en el siguiente amortiguador de ejecucidn
(Bio Rad): solucién salina amortiguada con fosfato (pH 7.4),
Tween 20 al 0.005 %. Se permitidé la disociacidén durante 2
horas. La superficie de GAHA se regenerd mediante el uso de
inyeccidén de pulso corto (18 segundos) de &acido fosférico al
0.85 % (Bio Rad) a una velocidad de flujo de 100 pl/min tanto
en direccidén horizontal como vertical después de una asociacidn

de 10 min y una disociacidén de 2 h. La GAHA regenerada estaba
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lista para otro ciclo de unidén. La unidn de los compuestos a

TNF-alfa de humanos o TNF-alfa de cinomolgos se realizd de

manera similar.

Resultados
Los resultados en la Tabla 3 muestran que ambos compuestos
evaluados fueron capaces de unirse a TNF-alfa e IL23 con una

constante de disociacién (KD) en el intervalo picomolar.

Tabla 3.
D del | KD para TNF-alfa | KD para TNF-alfa de | KD para IL23
Compuesto humano (pM) cinomolgos (pM) humana (pM)
Compuesto A 2.14 7.71 4.28 + 2.03
Compuesto E 4.11 + 0.68 37.1 = 16.2 7.00 £ 6.92

Ejemplo 3. Evaluacién de la citometria de flujo de la unidn a

la membrana unida a TNF-alfa

Los compuestos de prueba se evaluaron para determinar su
capacidad de unirse de manera dependiente de la dosis a lineas
celulares transfectadas para expresar el TNF alfa unido a la

membrana.
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Material y métodos

Todos los reactivos se prepararon en amortiguador de tincidn
de citometria de flujo (BioLegend). Las lineas celulares
transfectadas con TNF-alfa expresado en la membrana (Jurkat y
CHO) vy las lineas celulares originales se recolectaron de los
recipientes de cultivo celular, se lavaron, se contaron y se
resuspendieron en 1X1076 células/ml en amortiguador de tincién
de citometria de flujo. Se agregd cien microlitros de 1la
suspensidén de células a placas de microtitulacidén de 96
pocillos vy se colocaron en hielo. Se prepararon las
titulaciones de compuestos de prueba y se agregd 50 ul a las
células. Después de la incubacidén de sesenta minutos en hielo,
las células + compuestos de prueba se lavaron y se agregd 50
ul, de un anticuerpo secundario (Jackson ImmunoResearch). Las
muestras se incubaron en 1la oscuridad, a 4C, durante 60
minutos, seguido por lavados. Después de un lavado final, las
células se resuspendieron en 60 ulL de fijador (BD Bioscience).
Se determindé la fluorescencia media para cada muestra en un
citémetro de flujo y se graficd con respecto a la concentracidn
de la muestra de prueba. Se calcularon los valores de ECso
mediante el uso de una logistica de 4 pardmetros habilitada
por el complemento XLfit de Excel (software Activity Base, ID

Business Solutions, Ltd.).
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Los valores ECsp de que se muestran a continuacidén son medias

geométricas calculadas a través de experimentos multiples para

cada muestra de prueba y se muestran en la Tabla 4.

5 Resultados

Los resultados que se muestran en la Tabla 4 a continuacidn

demuestran que los compuestos evaluados unidos a la membrana

se unieron a TNF-alfa de forma dependiente de la dosis.

10 Tabla 4. Valores de EC50 para TNF-alfa unido a la membrana.

ID del Compuesto

ECsq de la unién de
células Jurkat y mTNF pM

(media geométrica)

ECsg de la unién de
células CHO y mTNF pM

(media geométrica)

Compuesto M 650 950
Compuesto A 910 890
15 Compuesto O 270 770
Compuesto E 200 450
Anticuerpo de control 1] 310 400
(TNFa)
Anticuerpo de control 21230 310
(TNFa)

20 Ejemplo 4.

Ensayos de citotoxicidad de 1929 in vitro

Los compuestos se evaluaron para determinar su capacidad para

inhibir la citotoxicidad inducida con TNF-alfa.
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Métodos y materiales

Este protocolo wutilizdé el reactivo de viabilidad celular
PrestoBlue™(0 para determinar la citotoxicidad de TNF-alfa
humano recombinante. Puede descargarse un protocolo més
detallado para el protocolo de viabilidad celular PrestoBlue
del sitio web de Invitrogen (nvitrogen.com). Se cultivaron y
se recolectaron las células 1L929. Se transfirieron 1.5x104
células a cada pocillo de una placa de 96 pocillos para la
incubacidén durante la noche a 37 °C . Se prepararon diluciones
en serie de los compuestos comenzando en 5 nM en medio de
ensayo entero que contenia 10 pg/ml de actinomicina D y 1000
pg/ml de rhTNF-alfa. Los controles positivos contenian 20 ng/ml
de rhTNF-alfa y 1 pg/ml de actinomicina D. El control negativo
no contenia TNF-alfa. Se agregd 10 plL de las diluciones a los
pocillos correspondientes y se incubaron durante la noche a 37
°C en CO2 al 5 %. Se agregd reactivo PrestoBlue™ a los pocillos
y la placa se incubd durante 2 horas a 37 °C en CO2 al 5 %.
La unidad de fluorescencia relativa de cada pocillo se midiéd
mediante el uso de un lector de placas Victor™x2 (excitaciédn:
560 nm, emisidén: 590 nm). Se graficaron las unidades
fluorescentes (eje Y) en funcidén de la concentracidén de los
compuestos de prueba (eje X) y se calcularon los valores de

ICso e IC9o de los compuestos de prueba mediante el uso del

software Graphpad.
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Resultados
Los resultados de 1la Tabla 5 muestran gque los compuestos
evaluados fueron capaces de inhibir la citotoxicidad inducida

5 con TNF-alfa de forma dependiente de la dosis.

Tabla 5.
ID del Compuesto ICs0 ICgo Citotoxicidad de TNF y L929
PM media geométrica
10
Compuesto M ICso 19
Compuesto M ICog 55
Compuesto A ICso 20
Compuesto A ICqo 67
Compuesto N ICso 34
Compuesto N ICgqo
15
Compuesto D ICsp
Compuesto D ICgqp
Compuesto O ICso 4.2
Compuesto O ICgqp 16
Compuesto E ICso 4.1
Compuesto E ICgqp 17
20 Compuesto P ICso 3.4
Compuesto P ICgqp 14
Compuesto F ICsg 2.5
Compuesto F ICgqp 10
Anticuerpo de control 1 (TNFa) ICsg 62
Anticuerpo de control 1 (TNFa) ICog 230
Anticuerpo de control 2 (TNFa) ICsg 20
Anticuerpo de control 2 (TNFa) ICqp 95
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Ejemplo 5. Inhibicién de la liberacidén de IL-8 dependiente de

TNF-alfa en células Hela.

Se evaluaron las muestras de prueba de anti-TNF para determinar
su capacidad para inhibir la liberacidén de IL-8 dependiente de
TNF de la linea celular humana, HelLa. Las muestras se evaluaron
en funcidén a una concentracidn alta y baja de TNF-alfa humano
recombinante y una concentracién Unica (alta) de TNF-alfa de

cinomolgos recombinante.

Materiales y métodos
En resumen, se recolectaron las células HelLa (ATCC), se
lavaron, se contaron y se resuspendieron a 4X1075 células/ml

o)

en un medio entero estdndar de suero fetal bovino al 10 % (v/v)
con penicilina y estreptomicina al 1 % (CM). Se agregd cien
microlitros de la suspensién de células Hela a placas de
microtitulacidén de 96 pocillos. Se incubd previamente el TNF-
alfa humano recombinante (R&D Systems) para dos concentraciones
(147 nM o 4.4 nM) asi como TNF-alfa de cinomolgos recombinante
generado (Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals, Inc.) (147 nM)

durante 30 minutos a 37C con CM solo con titulaciones de las

muestras de prueba. Después de la preincubacidén de la muestra
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de prueba + TNF-alfa, se agregd 100 ul de la o las mezclas a

las células y se incubaron las placas a 37C con aire humedecido
con CO2 al 5 % durante 20 horas. Las muestras de control
recibidas con CM (controles sin estimulacidén) o TINF-alfa
recombinante diluido en CM (controles con estimulacidn).
Después de la incubacidén, se evalud el sobrenadante para IL8
en un kit ELISA (MesoScale Discovery) segun las instrucciones
del fabricante. Se determinaron los valores pg/ml de ILS8
interpolada y se convirtieron en porcentaje de control (POC).
El1 POC se graficd en funcidédn de la concentracidn de la muestra
de prueba y se calcularon los valores de ICso e IC9o mediante
el uso de un modelo de logistica de 4 parametros habilitado
por el complemento XLfit de Excel (software Activity Base, ID

Business Solutions, Ltd.).

Se analizaron los compuestos de prueba con respecto a ICso/ICoo
tal como se describid anteriormente, y se calcularon las medias
geométricas para cada muestra de prueba y se muestran en la

Tabla 6.

Resultados
Los resultados en la Tabla 6 muestran que los valores de la
media geométrica de ICsg e ICgo para los compuestos evaluados

fueron similares a los valores de la media geométrica de ICsg
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e ICy9y para el anticuerpo de control 1 y el anticuerpo de

control 2. Los datos demuestran que de los compuestos de
prueba inhibieron de manera dependiente de 1la dosis 1la
secrecidén de IL-8 inducida con TNF-alfa ya sea con TNF-alfa
recombinante de cinomolgos o de humanos (para las dos

concentraciones evaluadas).

Tabla 6.
ID del Compuesto HeLa IL8 Lo- | HeLa IL8 Hi-Hu- | HeLa IL8 Cyno-
ICso | Hu-TNF PM|INF pM media |TNF pM media
ICyo | media geométrica geométrica
geométrica

Compuesto M ICso 7.9 260 150
Compuesto M ICoo 48 420 270
Compuesto A ICso 8 280 120
Compuesto A ICoo 41 460 260
Compuesto N ICso 9.2 350 170
Compuesto N ICoq 54 570 330
Compuesto D ICso 11 380 190
Compuesto D ICoo 63 590 390
Compuesto O ICso 9.9 430 300
Compuesto O ICoo 43 760 970
Compuesto E ICso 9.2 320 180
Compuesto E ICoo 35 530 600
Compuesto P ICso 9.2 410 210
Compuesto P ICoo 36 810 810
Compuesto F ICso 7.9 350 190
Compuesto F ICoo 39 660 740
Anticuerpo de control | ICso 34

1 (TNFa) 330 170
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Anticuerpo de control | ICg 140

1 (TNFa) 490 330

Anticuerpo de control | ICso 11

2 (TNFa) 290 280

Anticuerpo de control | ICg 55

2 (TNFa) 520 1200

Ejemplo 6. Inhibicién de IL8 dependiente de TNF-alfa en sangre

entera

TNF es un inductor potente de la liberacidén de IL8 de células
humanas. Los compuestos se evaluaron para determinar su
capacidad para inhibir la liberacidén de IL-8 inducida con TNF-

alfa en muestras de sangre entera.

Métodos y materiales

En resumen, se agregd 120 ulL de sangre entera humana con
heparina a cada pocillo en una placa de microtitulacidédn de 96
pocillos. Los reactivos de ensayo se prepararon en un medio de
linfocitos T estédndar (TCM). Las titulaciones de las muestras
de prueba se prepararon a concentraciones 10X y se incubaron
previamente con una concentracién 10X del TNF recombinante
humano (100 ng/ml, R&D Systems) durante 1 hora a 37C. Después
de esta preincubacidén, se agregd 30 ul de la mezcla de

citocina/compuesto de prueba a la sangre entera junto con 30
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ul, de los controles adecuados en TCM y se incubdé a 37C con aire

humedecido con CO2 al 5 % durante 48 horas. Las muestras de
control recibidas con TCM (controles sin estimulacidn) o TNF-
alfa recombinante humano diluido en TCM (controles con
estimulacidn) . Después de la incubacién, se evalud el
sobrenadante para IL8 en un kit ELISA (MesoScale Discovery)
segun las instrucciones del fabricante. Se determinaron 1los
valores pg/ml de IL8 interpolada vy se convirtieron en
porcentaje de control (POC). E1 POC se graficd en funcidn de
la concentracién de la muestra de prueba y se calcularon los
valores de ICsp e ICg9o mediante el uso de un modelo de logistica

de 4 parametros habilitado por el complemento XLfit de Excel

(software Activity Base, ID Business Solutions, Ltd.).

Se analizaron los compuestos de prueba con respecto a ICso/ICoo
tal como se describid anteriormente, y se calcularon las medias
geométricas para cada muestra de prueba y se muestran en la

Tabla 7.

Resultados

Los resultados en la Tabla 7 muestran que los valores de la
media geométrica de ICsg e ICgo para los compuestos evaluados
fueron similares a los valores de la media geométrica de ICsg

e ICy9 para el anticuerpo de control 1 y el anticuerpo de
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control 2. Los datos demuestran que los compuestos de prueba

inhibieron de manera dependiente de la dosis la liberacidén de

iL8 inducida con TNF en sangre entera humana.

5 Tabla 7.

ID del Compuesto ICso TNF-IL8 de sangre entera
ICq PM media geométrica
Compuesto M ICso 380
Compuesto M ICoo 790
Compuesto A ICso 360
10 Compuesto A ICqo 490
Compuesto N ICsq 270
Compuesto N ICoq 520
Compuesto D ICso 560
Compuesto D ICoq 1100
Compuesto O ICsq 320
Compuesto O ICoq 470
15
Compuesto E ICsq 340
Compuesto E ICoq 610
Compuesto P ICsq 290
Compuesto P ICoq 420
Compuesto F ICso 310
Compuesto F ICoo 450
20 Anticuerpo de control 1 | ICso 320
(TNFa)
Anticuerpo de control 1| ICoo 490
(TNFa)
Anticuerpo de control 2 | ICsg 330
(TNFa)
Anticuerpo de control 2 | ICqg 600
(TNFa)
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Ejemplo 7. Ensayos de fosforilacidén de NF-kappaB y STAT3

El acoplamiento de IL23 con su complejo receptor heterodimérico
(IL12RPB1-IL23R) produce la fosforilacidédn corriente abajo del
transductor de sefiales y el activador del transductor 3
(STAT3) . ELl acoplamiento de TNEF con sus receptores
(TNFR1/TNFR2) produce la fosforilacidn corriente abajo del
factor nuclear del potenciador génico del polipéptido ligero
kappa en linfocitos B (NF-xB). Los compuestos se evaluaron
para determinar su capacidad para inhibir la fosforilacidn de
NF-kB dependiente de TNF en células Jurkat, y la fosforilacidn

de STAT3 dependiente de IL23 en células DB.

Métodos y materiales:

En resumen, se recolectaron los cultivos de células Jurkat
(ATCC) y células DB (ATCC) que crecian en la fase logaritmica,
se lavaron, se contaron y se resuspendieron a 2x10"7 células/mL
en un medio entero estandar (CM; RPMI1640 con FCS al 10 %
(v/v) y 1X penicilina-estreptomicina (Invitrogen)). Las
titulaciones de las muestras de prueba se prepararon a
concentraciones 4X y se incubaron previamente con una mezcla
4X  de IL23 recombinante humana (Boehringer Ingelheim
Pharmaceuticals, Inc.) y TNF humano recombinante (R&D Systems)

durante 1 hora a 37C. Después de la preincubacidén de la mezcla
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de reactivo de prueba + citocina, se agregd 100 pL de la mezcla

a los pocillos que contenian 100 pL de células por duplicado.
Los controles se establecieron de la siguiente manera: 100 uL
de TNF/IL23 diluido + 100 upL de células combinadas (control
con estimulacién), o 100 puL de CM + 100 pL de células combinadas
(control sin estimulacién). Las placas de ensayo se incubaron
durante 10 minutos exactamente a 37 °C con aire humedecido con
CO2; al 5 %. Después de la incubacidén se prepararon lisados
celulares y se evalud p-NF-kB y p-STAT3 seguin las instrucciones
del fabricante (MesoScale Discovery). Se determinaron 1los
valores sin procesar de p-NF-kB y p-STAT-3 interpolada y se
convirtieron en porcentaje de control (POC). El1 POC se graficd
(eje Y) en funcidn de la concentracidén del agente de prueba
(eje X). Se calcularon los valores de ICsg e ICg mediante el
uso de un modelo logistico de 4 parametros habilitado por el
complemento XLfit de Excel (software Activity Base, ID Business

Solutions, Ltd.).

Se analizaron los compuestos de prueba con respecto a ICso/ICgo
tal como se describid anteriormente, y se calcularon las medias
geométricas para cada muestra de prueba y se muestran en la
Tabla 10. Nota: este ensayo proporciona seguridad de que la
molécula dual es capaz de naturalizar ambos eventos de

sefializacidén corriente abajo. El1 momento del ensayo resulta
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bptimo UGnicamente para la sefial de p-NF-kB y, por lo tanto, la

ICso / ICoeo calculada no refleja las potencias generales de

manera cuantitativa.

Resultados

Los resultados en la Tabla 8 muestran que los compuestos de
prueba fueron capaces de inhibir la fosforilacidédn de NF-kB
inducida con TNF-alfa asi como la fosforilacidén de STAT3

inducida con IL23 en células DB.

Tabla 8.

ID del Compuesto ICso

Fosforilacién dual | Fosforilacién dual de
ICqo

de Jurkat-pNf-Kb pM | DB-pSTAT3 pM media
media geométrica* geométrica*

Compuesto M ICso 290 190

Compuesto M ICoo 680 580

Compuesto A ICso 300 200

Compuesto A ICoo 480 500

Compuesto N ICso 300 210

Compuesto N ICoo 620 760

Compuesto D ICso 270 170

Compuesto D ICoo 810 560

Compuesto O ICso 210 210

Compuesto O ICoo 740 580

Compuesto E ICso 260 230

Compuesto E ICoo 340 770

Compuesto P ICso 290 340
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Compuesto P ICoo 340 630
Compuesto F ICso 280 360
Compuesto F ICoo 760 980
Anticuerpo de | ICsp

360 NA

control 1 (TNFa)

Anticuerpo de | ICqo

660 NA
control 1 (TNFa)
Anticuerpo de | IC50

260 NA
control 2 (TNFa)
Anticuerpo de | IC90

420 NA
control 2 (TNFa)
Anticuerpo de | IC50

NA 89
control 3 (IL23A)
Anticuerpo de | IC90

NA 230

control 3 (IL23A)

*Los resultados son semicuantitativos y se optimizan més con

la lectura de TNF. NA; Sin actividad

Ejemplo 8. Inhibicién de la fosforilacidédn de STAT3 inducida

con IL23 en células DB

El acoplamiento de IL23 con su complejo receptor heterodimérico
(IL12RPB1-IL23R) produce la fosforilacidn corriente abajo del
transductor de sefiales y el activador del transductor 3

(STAT3) .
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Se evaluaron las muestras de prueba de anti-IL23 para

determinar su capacidad para inhibir la fosforilacidn

dependiente de IL23 en la linea celular humana de DB.

Materiales y métodos:

En resumen, se agregd 100 ulL de la linea celular DB humana
(ATCC) cultivada en la fase logaritmica a cada pocillo en una
placa de microtitulacidén de 96 pocillos a una concentracidén de
1x10"7 células/ml. Los reactivos del ensayo se prepararon en
un medio entero (CM; RPMI1640 con suero fetal bovino al 10 %
(v/v) 1y 1X penicilina-estreptomicina (Invitrogen)). Las
titulaciones de las muestras de prueba se prepararon a
concentraciones 4X 'y se incubaron previamente con una
concentracién 4X de la IL23 recombinante humana (Boehringer
Ingelheim Pharmaceuticals, Inc.) durante 1 hora a 37C. Después
de esta preincubacidén, se agregd 100 ul de la mezcla de
citocina/muestra de prueba a los 100 ulL de células DB y se
incubé a 37C con aire humedecido con CO2 al 5 % durante 30
minutos. Las muestras de control recibidas con CM (controles
sin estimulacién) o IL23 humana recombinante diluida en CM
(controles con estimulacidn). Después de la incubacidén, se
prepararon lisados celulares y se evaludé p-STAT3 segun las

instrucciones del fabricante (MesoScale Discovery). Se

determinaron los valores de ©pSTAT sin proceasr y se
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convirtieron en porcentaje de control (POC). El1 POC se graficd

en funcidén de la concentracidén de la muestra de prueba y se
calcularon los valores de ICsg e ICg9o mediante el uso de un
modelo de logistica de 4 paradametros habilitado por el
complemento XLfit de Excel (software Activity Base, ID Business
Solutions, Ltd.). Se analizaron los compuestos de prueba con
respecto a ICs0/ICoy tal como se describid anteriormente, y se
calcularon las medias geométricas para cada muestra de prueba

y se muestran en la Tabla 9.

Resultados

Los resultados en la Tabla 9 muestran que los valores de la
media geométrica de ICso e ICoy para los compuestos evaluados
fueron similares a los valores de la media geométrica de ICsg
e ICg9o para el anticuerpo de control anti-IL23Apl9. Los datos
demuestran que los compuestos de prueba inhibieron de manera
dependiente de la dosis la fosforilacién inducida con IL23 de

STAT3 en células DB.

Tabla 9.
ID del Compuesto ICso ICy | ensayo de hIL23 pSTAT3 DB pM
media geométrica
Compuesto M ICso 190
Compuesto M ICoo 530
Compuesto A ICso 210




10

15

20

123

Compuesto A ICoo 420
Compuesto N ICso 240
Compuesto N ICoo 510
Compuesto D ICso 280
Compuesto D ICoo 560
Compuesto O ICso 300
Compuesto O ICoq0 720
Compuesto E IC50 300
Compuesto E IC90 700
Compuesto P IC50 300
Compuesto P ICo0 620
Compuesto F IC50 260
Compuesto F IC90 600
Anticuerpo de control 3 (IL23A) IC50 160
Anticuerpo de control 3 (IL23A) IC90 310

Ejemplo 9. Ensayo de esplenocitos de ratdédn dependiente de IL-

23 humana (MSA)

Se utilizdé un ensayo basado en esplenocitos de ratdén para
evaluar la capacidad de las muestras de prueba de IL23 anti-
humana para inhibir la induccién de IL17 de ratdn mediante IL23
recombinante humana e IL23 recombinante de cinomolgos en

cultivos de esplenocitos de ratédn.

Materiales y métodos:

En resumen, se aislaron células mononucleares de bazos de ratdn
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(hembra C57BL/6 de menos de 13 semanas de edad; JAX), se

lavaron, se contaron y se resuspendieron a 4X1076 células/ml
en un medio de linfocitos T estédndar (TCM). Se agregd cien
microlitros de la suspensién de mIL2/esplenocitos a placas de
microtitulacidén de 96 pocillos. Se diluydé la IL23 humana
recombinante (Boehringer Ingelheim Pharmaceuticals, Inc.) o
IL23 de cinomolgos recombinante (Boehringer Ingelheim
Pharmaceuticals, Inc.) en TCM y se preincubd durante 2 horas a
37C con TCM solo o con titulaciones de muestras de prueba.
Después de la preincubacidén de la muestra de prueba + IL23, se
agregd 100 ul de la o las mezclas a las células y se incubaron
las placas a 37C con aire humedecido con CO2 al 5 % durante 48
h. Las muestras de control recibieron TCM (controles sin
estimulacién o IL23 humana recombinante diluida en TCM
(controles con estimulacidn). Después de la incubacidn, se
determinaron los niveles de IL17 a partir del sobrenadante
mediante el uso de un inmunocensayo de IL-17 de ratdn
Quantikine® de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(R&D Systems) . Se determinaron los valores pg/ml de mIL17
interpolada y se convirtieron en porcentaje de control (POC).
El POC se graficd en funcidn de la concentracidn de la muestra
de prueba y se calcularon los valores de ICsp e ICgoy mediante

el uso de un modelo de logistica de 4 parédmetros habilitado

por el complemento XLfit de Excel (software Activity Base, ID
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Business Solutions, Ltd.). Se analizaron las muestras de

prueba de anti-IL23 con respecto a ICs0/ICey tal como se
describid anteriormente, y se calcularon las medias geométricas

para cada muestra de prueba y se muestran en la Tabla 10.

Resultados
Los resultados de la Tabla 10 muestran que los compuestos
evaluados fueron capaces de inhibir la liberacidén de IL17 en

esplenocitos de ratdn inducida con IL23 de cinomolgos y humano.

Tabla 10.
ID del Compuesto ICso hulIL23 MSA pM | CynoIL23 MSA pM
ICoo media media
geométrica geométrica
Compuesto M ICso 140 120
Compuesto M ICqo 1600 890
Compuesto A ICso 180 120
Compuesto A ICqq 1700 730
Compuesto N ICso 230 140
Compuesto N ICoo 2000 940
Compuesto D ICso 190 160
Compuesto D ICoo 2200 1100
Compuesto O ICso 210 120
Compuesto O ICoo 2200 800
Compuesto E ICso 200 77
Compuesto E ICoo 1700 1200
Compuesto P ICso 200 97
Compuesto P ICoo 1400 1500
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Compuesto F ICso 170 69
Compuesto F ICoo 2300 1500
Anticuerpo de control | ICsq 53

3(IL23A) 17
Anticuerpo de control | ICqq 350

3(IL23A) 240

Ejemplo 10. 1Inhibicién de la fosforilacidén de STAT3 inducida

con IL23

El acoplamiento de IL23 con su complejo receptor heterodimérico
(IL12RB1-IL23R) produce la fosforilacidén corriente abajo del
transductor de sefiales y el activador del transductor 3
(STAT3) . Los compuestos se evaluaron para determinar su
capacidad para inhibir la activacidén de STAT3 inducida con IL23

en células DB transfectadas estables.

Materiales y métodos

Las células se estimularon con una concentracidén final de 15
ng/ml de la proteina IL23. Se estimdé que esta dosis seria la
EC60 de acuerdo con experimentos previos, mientras que se
permitidé la inhibicidén con el compuesto de prueba. Las células
se colocaron en placas, se dosificd el compuesto y se agregd
IL-23 (en ese orden) y se incubd durante la noche. Cuando el

compuesto inhibidé la estimulacidédn celular, STAT3 se reguld por
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disminucidén, lo que llevdé a una actividad de la luciferasa

menor.

Resultados
Los resultados de la Tabla 11 muestran que los compuestos
evaluados fueron capaces de inhibir la fosforilacién de STAT3

inducida con IL23.

Tabla 11.
ID del Compuesto ICso IL23A pSTAT3 (MG) pM media
ICoo geométrica

Compuesto M ICso 120
Compuesto M ICog 300
Compuesto A ICso 130
Compuesto A ICoqp 1100
Compuesto O ICso 160
Compuesto O ICgqo 650
Compuesto E ICso 140
Compuesto E ICqo 830
Compuesto P ICso 69
Compuesto P ICgqo 480
Compuesto F ICso 90
Compuesto F ICqo 650
Anticuerpo de control 3 (IL23A) ICsp 35
Anticuerpo de control 3 (IL23A) ICgqp 140
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Ejemplo 11. Ensayos de Stat3 e IL23-A adicionales

Se llevaron a cabo experimentos adicionales de manera similar
al Ejemplo 8 para evaluar la inhibicién de la activacién de

STAT3 inducida con IL23.

Métodos y materiales

Células en suspensidén de clon 10 DB-STAT3LuclO se cultivaron
en RPMI1640 + FBS al 10 %. Se agregaron 20 000 células por
pocillo de las placas de 96 pocillos a 80ul/pocillo de 1la
suspensidén celular. Se agregd 10 ul de uno de los compuestos
diluidos en serie a cada pocillo. Se agregd 15 ng/mL de IL-23
recombinante humana a cada pocillo, en los que determinados
pocillos contenian solo los compuestos de prueba y no IL-23, a
efectos de la comparacidén. Se incubaron las placas durante la
noche a 37 °C / CO2 al 5 %. La actividad de la luciferasa se
sometidé a un ensayo mediante el uso de Steady-Glo Promega Vy
One-Glo Promega y 1los resultados se leyeron en un lector

Envision.

Resultados
La ICso e ICop para los compuestos evaluados se muestran en la
Tabla 12 vy la Tabla 13. Estas tablas muestran que los

compuestos inhibieron la activacidén de STAT3 dependiente de
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IL-23 de manera dependiente de la dosis.

Tabla 12.
ID del Compuesto ICso (pM) ICyo (pM)
5 Compuesto N 235.2 873.7
Anticuerpo de control 3 (IL23A) 96.5 192.6
Compuesto D 185.6 871.6
Compuesto E 211.9 965.1
Anticuerpo de control 3 (IL23A) 104.3 198.8
Compuesto G 220.2 1151.0
Compuesto C 162.7 620.4
10 Anticuerpo de control 3 (IL23A) 80.3 181.3
Tabla 13.
Primera prueba Segunda prueba Media geométrica
ID del Compuesto ICso ICso ICgo ICso ICqo
ICyo (PM)
15 (pM) (pM) (pM) (pM) (pM)
Anticuerpo de
control 3(IL23A) 96.5 192.6 93.1 190.8
104.3 198.8
80.3 181.3
Compuesto N 178.6 856.4 235.2 873.7 205.0 865.0
Compuesto D 178.1 657.2 185.6 871.6 181.8 756.8
20 Compuesto E 170.2 764.9 211.9 965.1 | 189.9 | 859.2
Compuesto G 187.1 600.5 220.2 1151.0 | 203.0 831.4
Compuesto C 134.9 352.6 162.7 620.4 148.1 467.7
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Ejemplo 12. Inhibicién de la liberacidén de IL17A e I122 de

ratédn inducida con IL23 recombinante humana

Los compuestos de prueba se evaluaron para determinar su
capacidad para inhibir la liberacidén de citocina inducida con
IL23 humana en ratones C57/Bl6. La secrecidn de IL1I7A e IL22

se mide después de la inyeccidén intradérmica de IL23.

MATERIALES Y METODOS

En resumen, se dividieron aleatoriamente ratones hembra C57BL/6
(de 7-10 semanas, Charles River) en 8 grupos, 8 animales/grupo
y se les proporciondé una inyeccidn intraperitoneal de 100 ul
de cada amortiguador de citrato (NaCitrato 20 mM, NaCl 115 mM,
pH 6.0) o compuestos de prueba a una dosis molar equivalente
de 1.3, 0.4 y 0.13 mg/kg con respecto a 1, 3 y 0.1 mg/kg,

respectivamente.

Una hora después de que los ratones con dosificacién del
compuesto de prueba se anestesiaran mediante isoflurano (Butler
Schain) y se les proporcionara una inyecciédn intradérmica de
20ul de BSA al 0.1 % (Sigma) control o 15 pg/ml (0.3 ug) de
rhIL23 (generada en el laboratorio) diluida en solucidén salina
(Invitrogen) en ambas orejas. Los estimulos intradérmicos se

repitieron diariamente durante dos dias consecutivos.
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Veinticuatro horas después del segundo estimulo, los ratones

fueron sacrificados mediante dislocacidén cervical 'y se
extirparon las orejas. El tejido de las orejas se homogeneizd
en 1 ml de amortiguador de homogeneizacidén (HBSS (Gibco);
Triton X-100 al 0.4 % (Sigma); 1X inhibidor de la proteasa
SigmaFast (Sigma)) mediante el uso de un homogeneizador Fast-
Prep 24 de MP Biomedicals. Las muestras homogeneizadas se
centrifugaron a 4C durante 10 min y se recolectd el
sobrenadante. El sobrenadante se sometidé a ensayo para
determinar la presencia de IL17A e IL22 de ratdédn, mediante el
uso de inmunoensayos Quantikine® de IL-17 de ratdn e IL-22 de
ratén de acuerdo con las instrucciones del fabricante (R&D
Systems) . Se determinaron los valores en pg/ml de la citocina
interpolada para cada muestra. Se determinaron los niveles de
pg/ml promedio para cada grupo de tratamiento y se compard la
importancia con el control calculado mediante el uso de ANOVA
unidireccional mediante la prueba de comparacidén multiple de

Dunnett. Los resultados se muestran en la FIGURA 4.

RESULTADOS

Los resultados en la FIGURA 4 muestran que el tratamiento con
una dosis intraperitoneal Unica del compuesto de prueba fue
capaz de inhibir significativamente la liberacidén de IL17 e

IL22 de ratédn en la piel inducida con dos inyecciones
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intradérmicas consecutivas diarias de IL23 humana
recombinante.
Ejemplo 13. Inhibicién de la liberacidén de <citocina

dependiente de TNF-alfa humano exdgeno en ratones C57/Bl6

Los compuestos de prueba se evaluaron para determinar su
capacidad para inhibir la liberacidén de citocina inducida con
TNF humano en ratones C57/Bl6 después de la exposicidn exdgena
a TNF humano. Se midié la secrecidén de IL-6 y KC en suero a
continuacién de la administracidén intraperitoneal de TNF

humano.

Materiales y métodos

En resumen, se dividieron aleatoriamente ratones hembra C57BL/6
(de 8-9 semanas, Jackson Labs) en 8 grupos, 8 animales/grupo y
se les proporciondé una inyeccidédn intraperitoneal de 200 upl de
cada solucién salina amortiguada con fosfato (Sigma) o
compuestos de prueba a una dosis molar equivalente de 13.3, 4

y 1.3 mg/kg con respecto a 10, 3 y 1 mg/kg, respectivamente.

Dos horas después de que los ratones con dosificacién del
compuesto de prueba se anestesiaran mediante isoflurano (Butler

Schain) y se les proporcionara una inyeccidédn intraperitoneal
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de 200 pl de BSA al 0.1 %, control o 15 pg/ml (3 pg) de rhTNF

(Sigma) diluida en solucidén salina (Sigma). Dos horas después
del estimulo con TNF, los ratones se anestesiaron mediante
isoflurano, se recolectd la sangre entera y los ratones fueron
sacrificados luego mediante dislocacidén cervical. La sangre
entera se centrifugdé a 12 000 rpm durante 10 minutos y se
recolectd el plasma. El1 plasma se sometidé a ensayo para
determinar la presencia de IL-6 y KC de ratdn, mediante el uso
de inmunoensayos MultiPlex® de KC de ratdén e IL-6 de ratdn de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (MSD). Se
determinaron los valores en pg/ml de la citocina interpolada
para cada muestra. Se determinaron los niveles de pg/ml
promedio para cada grupo de tratamiento y se compard la
importancia con el control calculado mediante el uso de ANOVA
unidireccional mediante la prueba de comparacidén multiple de

Dunnett. Los resultados se muestran en la Figura X.

Resultados

Los resultados en la FIGURA 5 muestran que el tratamiento con
una dosis intraperitoneal Unica del compuesto de prueba fue
capaz de inhibir significativamente la liberacidén de IL-6 y KC
de ratdén en suero inducida con inyeccidn intraperitoneal de

TNEF humano recombinante.
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Ejemplo 14. Farmacocinética de los compuestos en monos

cinomolgos

Materiales y métodos

Se llevaron a cabo estudios de PK con una dosis intravenosa
(IV) tUnica para dos pares de compuestos (Compuesto M vy
Compuesto A; y Compuesto O y Compuesto E) en monos cinomolgos
machos (N=3 por grupo) sin tratamiento bioldgico y se llevaron
a cabo de acuerdo con las indicaciones del Comité Institucional
para el Cuidado y Uso de Animales. Se administraron las dosis
IV a 1 mg/kg como infusidén IV de 10 min. Se recolectaron
muestras de suero antes de la dosis, 1, 4, 8 h el dia de 1la
dosificacién, los dias 1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, 14, 21, 28, 35 vy
42 (1008 h) después de la dosificacién para el Compuesto M y
el Compuesto A; y solo hasta el dia 14 para el Compuesto O y
el Compuesto E. Se midieron las concentraciones en suero de
las moléculas dosificadas mediante un ensayo de unidén a

ligandos (ELISA).

Se prepararon muestras de la curva estédndar de calibracidén y
control de calidad (QC) en suero al 100 % para cada analito.
Cada curva estéandar consistid en siete puntos distintos a cero

que comenzaron en 10 240 ng/mL y luego se diluyeron en serie

3x. También se incluydé una muestra vacia (matriz sin analito).
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Se prepararon cuatro muestras de QC para intervalos bajo, medio

y alto que comenzaron en 2560 ng/mL y luego se diluyeron en
serie cuatro veces. Las muestras de curva estandar y QC se
almacenaron congeladas hasta el anadlisis de las muestras en
cuyo momento se diluyeron 20 veces para imitar las muestras
del estudio. Las muestras de curva estandar y QC se incluyeron
en duplicado durante cada ejecucidédn analitica. Se definieron
los limites de cuantificacidén inferior y posterior como 1los
puntos de la curva estandar mas bajo y mas alto capaces de
reproducirse y tienen una concentraciédn retrocalculada gque no
excede el 25 por ciento (%) de la concentracidén nominal. E1
criterio de aceptacidédn para las muestras de puntos de la curva
estdndar y QC fue de 25 por ciento (%) de la concentracidn

nominal.

Se recubrieron placas de ELISA Nunc con 1 pL de IgG de cabra
anti-humana adsorbida por monos Southern Biotech) como reactivo
de captura y se incubaron durante la noche a 2-8°C. Después
del lavado y el bloqueo de las placas con el amortiguador de
lavado (Tween 20 al 0.05 % (v/v) en solucidén salina amortiguada
con fosfato (PBS)) y amortiguador de bloqueo (albUmina de suero
bovino (BSA) al 5 % en PBS), se agregaron las muestras
estandar, de QC, y muestras desconocidas, diluidas 1:20, 1:400

y 1:8000 con suero de mono al 5 % (suero de mono de Innovative
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Research) a los pocillos de las placas y se incubaron durante

1 hora a temperatura ambiente. Los pocillos de las placas se
lavaron con el amortiguador de lavado y se les agregd IgG de
cabra anti-humana biotinilada adsorbida por monos (Southern
Biotech) como reactivo secundario y se incubaron a temperatura
ambiente durante 1 hora. Las placas se lavaron 3 veces Yy se
les agregd 100 pL de estreptavidina conjugada con peroxidasa 1
pg/mL durante 15 min a temperatura ambiente, seguido por lavado
de 3 veces adicionales y la adicidén de 100 pL de sustrato de
3,3'",5,5"'"-Tetrametilbenzidina (TMB, BioFX) durante 3-4 min a
temperatura ambiente. La reaccidn se detuvo mediante la adicidn
de 100 pL de solucidén de detencidn (BioFX) y se midid 1la
absorbancia mediante el uso de un lector de placas de Molecular

Devices con el software SoftmaxPro versidén 5.4.1.

Resultados

Se llevaron a cabo estudios de PK con una dosis IV uUnica para
dos pares de compuestos de prueba (Compuesto M y Compuesto A;
y Compuesto O y Compuesto E) en monos cinomolgos machos (N=3
por grupo) sin tratamiento bioldégico. Los compuestos de prueba
se dosificaron a 1 mg/kg como infusién IV de 10 min. Se
recolectaron muestras de suero antes de la dosis, 1, 4, 8 h el
dia de la dosificacién, los dias 1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, 14, 21,

28, 35 y 42 (1008 h) después de 1la dosificacién para el
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Compuesto M y el Compuesto A; y solo hasta el dia 14 para el

Compuesto O y el Compuesto E. Se midieron las concentraciones
en suero de las moléculas dosificadas mediante un ensayo de

unién a ligandos (ELISA).

Las concentraciones en suero (promedio y SD) para cada una de

las moléculas se resumen en la Tabla 14.

Tabla 14: Concentraciones en suero (promedio*SD, N=3) para los

compuestos de prueba en monos cinomolgos

Tiemp | Compuesto M Compuesto A Compuesto O Compuesto E
° Promedi SD Promedio | SD Promed SD (nM) Promed SD (nM)
(dia) o (nM) (nM) (nM) (nM) io io

(nM) (nM)
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.042 | 89.62 26.41 115.60 15.44 96.69 23.15 107.57 10.43
0.167 | 75.30 17.97 108.03 22.92 92.29 19.75 102.36 4.81
0.333 | 69.71 9.19 89.15 16.32 65.27 11.53 86.45 10.65
1 54.49 13.94 63.68 6.69 30.10 12.41 52.87 8.85
2 35.17 8.93 49.95 6.04 7.44 3.22 32.51 6.30
3 18.58 6.66 43.51 6.64 4.14 0.70 24.65 6.49
4 13.86 5.61 40.02 8.50 2.76 0.25 19.02 4.84
5 9.55 3.40 43.69 19.63 1.96 0.09 13.98 3.84
7 3.76 1.31 27.84 3.29 1.08 0.21 8.49 3.38
10 BOL BOL BOL BOL BOL BOL 0.3797 | NA
14 BOL BOL BOL BOL BOL BOL BOL BOL
21 BQL BQL BOL BOL
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28 BOL BOL BOL BOL
35 BOL BOL BOL BOL
42 BOL BOL BOL BOL

BQL: por debajo del limite de cuantificacidn

NC: no calculado, N=1

Se calcularon los parametros de farmacocinética (PK) para estos
compuestos de prueba mediante el uso del software Phoenix
WinNonlin 6.1 (Certara, MD, EE. UU.) mediante el uso del método
no compartimental para la dosis de infusién IV. Las muestras
de suero que mostraron una caida precipitada en las
concentraciones en cualgquier momento después de la dosificacidn
y todas las muestras posteriores en ese animal particular se
excluyeron de la estimacién de los pardmetros de PK. Los
anadalisis adicionales mostraron que esta caida repentina en las
concentraciones después de los primeros pocos dias se debid al
desarrollo de anticuerpos contra los compuestos para una
molécula bioldégica humanizada en los monos. Solo se incluyeron
los datos de los primeros siete dias en el andlisis de PK. Los
graficos de concentracidén-tiempo se muestran en las FIGURAS 2
y 3 para los dos pares de compuestos de prueba. Los parametros
de PK clave (promediot SD) para los dos pares de compuestos de

prueba se resumen en la Tabla 15.
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Pardmetros de PK clave

(promediot+ SD, N=3)

para los

dos pares de compuestos de prueba en monos cinomolgos después

de una dosis de infusidén IV de 1 mg/kg de 10 min

ID del | AUC CL Vss (mL/kg) | T1/2 (dia) MRT (dia)
Compuesto (nM.dia) (mL/dia/kg)

Compuesto 186 + 48.3 28,2 £ 7.8 62,4 + 13.7 | 1,6 £ 0.04 2,2 £ 0.1
Compuesto 592 £ 68.3 8,5 + 1.1 71,5 £ 8.9 6,2 £ 0.5 8,4 £+ 1.0
Compuesto 98,0 = 14.7 51,8 £+ 7.8 76,1 £ 30.3 | 2,3 + 0.8 1,4 + 0.4
Compuesto 244 £ 54.6 21,2 £ 4.5 65,0 = 3.9 2,5 0.3 3,1 £ 0.5

El Compuesto A,

mostrd una reduccidn de 3.3 veces en la eliminaciédn

aumento

comparacién con el compuesto de prueba correspondiente gque

contenlia la mutacidén YTE

de

3.9

el compuesto de

veces

en la

prueba con la mutacidn

semivida

(Compuesto M).

terminal

El Compuesto E,

YTE

(CL) y un
(T1/2) en
no

el

compuesto de prueba con la mutacidén YTE mostrd una reduccidn

de 2.4 veces en CL en comparacién con el compuesto de prueba

correspondiente que no contenia la mutacidédn YTE

(Compuesto 0O) .

Ejemplo 15. Prediccién de la PK en humanos y la dosis en humanos

del compuesto ilustrativo

Prediccidén de la PK en humanos:

La prediccién de la PK en humanos del Compuesto E se realizd
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mediante escala alométrica de los parametros de PK obtenidos

en monos cinomolgos mediante el uso de un factor de reduccidn
de 2 veces en la eliminacidén en humanos en comparacidén con los
monos mientras que se mantuvo el mismo volumen de distribucidn.
Por lo tanto, la eliminacién prevista en humanos es 12.1

mL/dia/kg con una semivida terminal de 7.4 dias.

Prediccién de la dosis en humanos:

La prediccidén de la dosis en humanos se realizd en funcidn de
los datos de exposicidén extensa-eficacia disponibles de 1los
ensayos clinicos de golimumab eb diversas poblaciones de
pacientes. Golimumab (Simponi®) estd aprobado para tratar
pacientes con artritis reumatoide (RA), espondilitis
anquilosante (AS) vy artritis psoriédsica (PsA) con dosis
subcutaneas (SC) mensuales de 50 mg, y pacientes con colitis
ulcerosa (UC) con dosis SC mensuales de 100 mg. Simponi®
alcanza una Cminima de aproximadamente 3.2 nM en pacientes con
RA (dosis SC mensuales de 50 mg) y 9.7 nM (dosis SC mensuales
de 100 mg) en pacientes con UC (Simponi® BLA, 2009; Sandborn,
2013) . Estos se utilizan como puntos de referencia para las
Cminimas terapéuticas para AS y CD, respectivamente. Los
niveles de Cminima en las dosis clinicamente aprobadas de
Stelara son de alrededor de 6 nM. En funcidén de la observaciodn

de una potencia 3 veces mayor del Compuesto E en comparacidn
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con ustekinumab (Stelara®), son necesarios valores de Cminima

de ~ 2 nM para que el Compuesto E cubra IL23. Debido a que la
concentracién Cminima para cubrir TNF es mayor que la necesaria
para cubrir IL23, en las proyecciones se utilizdé la Cminima de
9.7 nM para Simponi®.

El modelo compartimental de los datos de PK en el mono cinomolgo
(modelo de 2 compartimentos) seguidos de las simulaciones de
Monte-Carlo mediante el uso de una escala de reduccidén de 2
veces de CL, una biodisponibilidad de 73 %, y constantes de
velocidad de distribucién vy eliminacidén simulténeamente
variables con CV de 30 % nominal y una distribucidén logaritmica
normal muestran que dosis subcutédneas de 54 mg (90 % de

intervalos de seguridad de 31-90 mg) SC administradas cada dos

semanas mantendran una Cminima de 9.7 nM.

Ejemplo 16. Purificacidédn de los compuestos

Métodos

Los compuestos se purificaron mediante el uso de Mab Select
SuRe como una etapa de purificacién por afinidad. Se evitan
los lavados <con alto contenido de sal para evitar 1la
agregacién. La elucidn se llevd a cabo mediante el uso de un
amortiguador de acetato de sodio, pH 3.5. A continuacidn de

la purificacidén con Mab Select SuRe, la muestra se neutralizd
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y se aplicd a una resina de hidroxipatita tipo 1 y se eluyd

mediante el uso de diversas concentraciones de amortiguador de
fosfato. El pico de mondémero eluyd con ~140 mM, NaCl 100 mM,
pH 7.0 y el pico de agregado eluyd con NaFosfato ~200 mM, NaCl
100 mM, pH 7.0. A continuacidén de la hidroxipatita, la muestra
fue constantemente mondémero >95 %.

Se utilizdé un experimento de velocidad de sedimentacidén (SV)
mediante ultracentrifugacidén analitica (AUC) para proporcionar

informacidén sobre la pureza de la muestra y los estados de
agregacién. Las muestras se centrifugaron en XL-I Optima
(Beckman Coulter, Fullerton, CA) a 20 °C mediante un rotor de
4 orificios An60Ti con ejecucidén a 40 000 rpm. E1l proceso de
sedimentacién se monitored mediante absorbancia ultravioleta a
280 nm, mediante el uso del amortiguador de dilucidn
correspondiente como amortiguador de referencia. La variacidn
en la distribucién de concentracién en la célula de la
ultracentrifuga con el transcurso del tiempo se recolectd
mediante el uso del software operativo de XL-I y se analizd
mediante el uso de un modelo de distribucidn continua c(S) en
el software SEDFIT (versidén 14.1) para proporcionar el
coeficiente de distribucidén de sedimentacidén. Se calculd el

porcentaje de mondmero en funciédn del area de pico integrada.

Resultados
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Los resultados de la purificacidén de los compuestos se muestran

en la tabla 16. Los datos muestran que los compuestos tienen

una pureza y homogeneidad alta que indica buena estabilidad.

Tabla 16.
Parametro Compuesto A Compuesto E
Porcentaje de mondmero (velocidad de | 99.4 99.0
sedimentacidn)

Ejemplo 17: Perfil de espectrometria de masas de los compuestos

Métodos

Muestra natural
Este procedimiento proporciond la masa intacta del compuesto o
la proteina. Se inyectaron 2 ul de la muestra a una columna

Agilent PoroShell 300SB-C8, 5 um, (75x1.0 mm). La temperatura
de la columna fue de 80 °C y la velocidad de flujo fue de

50 ul/min. El1 compuesto o la proteina se eluydé de la columna

Q

con un gradiente de B al 20 % a los 0O minutos a B al 85 % a

o\

los 10 minutos. La fase médvil A fue de agua/acetonitrilo/acido
férmico (99/1/0.1) v la ase moévil B fue de
acetonitrilo/agua/adcido foérmico (95/5/0.1). E1 efluente se

dirigidé hacia un espectrdémetro de masas Agilent 6210 TOF, que
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se escaned de la masa 600 a la masa 3200. Los datos sin procesar

se deconvolucionaron con el programa MassHunter.

Muestra reducida

Este procedimiento proporciondé la masa de la proteina o 1la
cadena ligera y la masa de la cadena pesada. Se agregaron 2 ul
de TCEP 50 mM a 10 ul de la muestra y 10 ul de guanidina 8 My
se incubaron durante 15 minutos a 37 °C. Se inyectaron 2 ul
de la muestra tal como se describidé anteriormente, con las

siguientes diferencias: la temperatura de la columna fue de 60

°C y el intervalo de masa fue de 600-2000.

Muestra desglicosilada

Este procedimiento proporciondé la masa desglicosilada de la
proteina o de la cadena ligera y de la cadena pesada. Se
incubaron 10 ul de la muestra, 10 ul de NHsHCO3z 200 mM, 2 ul de
TCEP 50 mM, y 1 ul de (1:10) PNGasa F (o 1 ul de mezcla de
desglicosilaciédn QA si estaban presentes glicosilaciones
enlazadas a 0O) durante 3 horas a 37 °C. La incubacidén se
aumentd hasta toda la noche para las muestras con glicosilacién
pesada. Luego, se agregaron 25 ul de guanidina 8 M y 4 ul de
TCEP 50 mM y se incubaron durante 15 minutos a 37 °C. Esta
mezcla se inyectd tal como se describid anteriormente para la

mezcla reducida.
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Mapeo de péptido de proteina mediante espectrometria de masas
Se agregaron 25 ul de la muestra a 25 ul de urea 8 M en
bicarbonato de amonio 400 mM. Luego, se agregaron 5 ul de TCEP
50 mM y la muestra se incubd durante 15 minutos a 60 °C. Después
de enfriar la muestra hasta temperatura ambiente, se agregaron
5 ul de idoacetamida 150 mM vy la muestra se incubd a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Después de agregar 40
ul de agua, se agregaron 5 ul de tripsina en HCl1 1 mM para

proporcionar una enzima final: relacidén de sustrato de 1:50.
La muestra se incubbé a 37 °C durante la noche. Luego, se
inyectaron 5 ul en una columna Thermo Hypurity C18, 100x1.0 mm.
La velocidad de flujo fue de 80 ul/min. La proteina se eluyd
de la columna con un gradiente de B al 0 % a los 0 minutos a B
al 40 % a los 33 minutos. La fase mévil A fue de
agua/acetonitrilo/4cido férmico (99/1/0.1) y la ase mbévil B
fue de acetonitrilo/agua/acido férmico (95/5/0.1). E1 efluente
se dirigidé a un espectrémetro de masas Thermo Orbitrap Velos.
El primer evento de barrido se produjo en FT, y los barridos
de la masa 300 a la masa 2000 con una resolucidédn de 3000. Del
segundo al séptimo evento de Dbarrido se produjeron en IT
(trampa de iones) y se fragmentaron los 6 iones méds intensos

del primer evento de barrido. Se elabord un perfil de los

péptidos que contenian glicosilacidén mediante extracciodn
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manual y se calcularon los porcentajes en funcidén de las

alturas de los picos.

Resultados

Los resultados se muestran en la Tabla 17. Los datos indican
que se han expresado y recuperado la estructura y la secuencia
de aminodcidos prevista sin heterogeneidad inesperada. El
patrdédn de glicosilacidn es tipico de un anticuerpo convencional

expresado en células CHO y no muestra ninguna estructura

atipica.

Tabla 17.
Parametro Compuesto A Compuesto E
Espectrometria de masas: Perfil de peso | Secuencia Secuencia
molecular intacto intacta/coincidente intacta/coinciden

te

Espectrometria de masas: Perfil de | No determinado Similar a IgG
glicosilacién expresada en CHO

Ejemplo 18: Estabilidad térmica de los compuestos

Métodos
Se monitored el desplegamiento térmico y la agregacidn de

soluciones de los compuestos de 2 mg/ml en amortiguador de

fosfato de 20 °C a 110 °C a una velocidad de barrido de 60 °C/h
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mediante DSC capilar automdtico (MicroCal, LLC, Boston). Se

llevaron a cabo dos barridos con el amortiguador
correspondiente para establecer el historial térmico del
instrumento y obtener el punto de referencia del instrumento
para cada muestra, con el promedio de estos barridos sustraido
del termograma de proteina posterior para obtener la capacidad
térmica aparente. Luego, se analizaron los barridos
normalizados con Origin 7.0. Los puntos de referencia previos
a la transicidén se sustrajeron de cada termograma de capacidad
térmica resultante para proporcionar la capacidad térmica
excedente resultante (Cp,ex) en funcidédn de la temperatura. Los
valores indicados de las temperaturas de transicidén (Tm)
representan las posiciones de los picos maximos determinados

mediante inspeccidn visual de los termogramas experimentales.

Resultados
Los resultados se muestran en la Tabla 18. Los datos muestran
que los compuestos son estables y se podria predecir 1la

capacidad de que tengan una vida util larga.

Tabla 18.

Parametro Compuesto A Compuesto E

Estabilidad térmica (°C) 57.9, 72.1, 82.9 67.6, 83.1
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Ejemplo 19: Solubilidad de los compuestos

Métodos

Las muestras de compuestos se concentraron gradualmente hasta
una concentracién lo mds alta posible sin precipitacién
observada mediante el uso de un filtro de centrifugacidén Amicon
Ultra con un peso molecular reducido de 50 000 Dalton
(Millipore, Billerica). Las soluciones proteicas concentradas
se analizaron luego en experimento de SV mediante AUC para
proporcionar informacidén sobre la pureza de la muestra y los
estados de agregacidédn (remitirse al Ejemplo 16 con respecto a

la purificacién para acceder a los detalles del método).

Resultados
Los resultados se muestran en la Tabla 19. Los datos muestran
que los compuestos son solubles y estables y retienen un alto

porcentaje de mondémeros sin formulacién o excipientes

agregados.

Tabla 19.
Parametro Compuesto A Compuesto E
Solubilidad (Concentracidn) 48 mg/ml 51 mg/ml

Porcentaje de mondmeros 98.6 97.0
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Ejemplo 20: Valencia de los compuestos

Métodos

La medicidén de la valencia para las muestras del compuesto en
KCl 50 mM y amortiguador de acetato de sodio 10 mM a pH 5.0 se
llevdé a cabo en un aparato ProteomelLab PA800™ de Beckman
Coulter (Fullerton, California) equipado con un detector de
absorbancia ultravioleta (UV), con una longitud de onda de
trabajo de 214 nm. El sistema se mantuvo a 20 °C y se utilizd
una amina eCap capilar con un didmetro interno de 50 um
(Beckman Coulter, parte #477431). El capilar se enjuagd con
NaOH 100 mM, solucidén de regeneracidén de aminas (Beckman
Coulter, parte # 477433) y amortiguador de ejecucidn antes de
cada inyeccidén de la muestra. Se midieron los tiempos de

migracién para las muestras a voltajes de 10 kv, 14 kv y 18

kVv. Se utilizd dimetilformamida (DMF) (0.005 %) (Pierce) como
un marcador de flujo electroosmbético (EOF). Los datos se
adguirieron mediante el uso del software 32 Karat™ (v7.0). Se

determindé el coeficiente de difusién a partir del experimento

de SV mediante AUC

Resultados

Los datos de la valencia (ver Tabla 20) indican una estabilidad
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coloidal de los compuestos en solucidn, es decir, la

interaccidédn neta de la proteina y la proteina en solucidn. Los
compuestos con una valencia mayor que 15 tienen una interaccidn
repulsiva neta fuerte y un potencial alto para formularse a

una concentracidén alta.

Tabla 20.
Parametro Compuesto A Compuesto E
Valencia, pH 5.0 20.9 24 .4
Ejemplo 21: Inmunogenicidad prevista en silicio
Métodos

La inmunogenicidad de los agentes terapéuticos de proteina se
predijo en silicio mediante el wuso de una herramienta
informatica, EpiMatrix desarrollada por EpiVvax, Inc.
(Providence, RI). EpiMatrix incorpora la prediccidén del epitopo
que asiste a T, asi como el T-regitopo, de los cuales el primero
provoca una respuesta inmunitaria mientras que el Ultimo es
inhibidor. En resumen, la secuencia de proteina se analizé,
en primer lugar, en marcos de péptidos de 9 mer superpuestos
que se habia probado que eran el nucleo de la unidén de HLA
clase II. Se evalud el potencial de unidén de los péptidos de 9

mer con respecto a cada uno de los 8 alelos de HLA clase II
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comunes en funcidén de los datos experimentales o la prediccidn

informatica. Se genera una clasificacidén para reflejar el
potencial de unidén del péptido de 9 mer con respecto a cada
alelo de HLA y se lleva a cabo la normalizacidén para hacer
posible la comparacidén de cualquiera de 9 mer a través de
miltiples alelos de HLA vy permitir la prediccidén de
inmunogenicidad a escala global. Al final, el programa genera
una «clasificacidén de inmunogenicidad» general, clasificacidn
tReg Adjusted Epx, que junto con otros determinantes de 1la
inmunogenicidad ayuda a tomar una decisién fundada de 1la
probabilidad de que los compuestos provoquen una respuesta

inmunitaria in vivo.

Resultados

Los resultados se muestran en la Tabla 21. Los registros de
inmunogenicidad general para estos compuestos son bajos y se
predice que estos compuestos posiblemente no produciradn una

respuesta inmunitaria fuerte in vivo

Tabla 21.
Parametro Compuesto A Compuesto E
EpiVax -37.7, -35.6 -31.1, -46.8

Normalizacidén de registros especificos del alelo
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Ejemplo 22: Estabilidad de los compuestos en sangre entera

Métodos

Se desarrolld un ensayo de interferencia en sangre entera en
un octeto RED96 para detectar los efectos de la unidén no
especifica o la unidén fuera de la diana para los compuestos en
presencia de la sangre entera WB. Se incubaron las soluciones
de los compuestos en sangre entera y amortiguador de ejecucidn
cinético 1x (1xkb) a una temperatura de 37 °C durante 48 horas.
Se llevaron a cabo mediciones cinéticas para las muestras de
compuestos incubadas con un octeto RED96 equipado con puntas
de un biosensor de estreptavidina (SA) (ForteBio, Menlo Park,
CA) a 27 °C. Se indicd la relacidn de las sefiales de velocidad
de asociacidén/de unidén en amortiguador y sangre entera. Se

considerdé que una relacidén < 2 no muestra interferencia.

Resultados

Los resultados se muestran en la Tabla 22.

Tabla 22.
Parametro Compuesto A Compuesto E
Relacién de seflales de unidén en sangre | 1.5 1.4

entera/amortiguador cinético con respecto a

TNFa hu

Relacién de seflales de unidén en sangre | 1.8 1.3

entera/amortiguador cinético




10

15

20

153

Ejemplo 23: Resumen de pardmetros evaluados

En la Tabla 23 a continuacidn se muestra un resumen de

datos de los parédmetros para determinados compuestos.

los

Tabla 23.
Parametro Compuesto A Compuesto E
Porcentaje de mondémero después del | 99.4 % 99 %

proceso de purificacién de dos etapas

Perfil de espectrometria de masas Intacto Intacto

pI tal como se determindé mediante IEF | ~8.8 ~8.8
(heterogeneidad)

Estabilidad térmica (calorimetria | 57.9, 72.1, 82.9 67.6, 83.1

diferencial de barrido)

Solubilidad 48 mg/ml 51 mg/ml
Valencia a pH 5.0 20.9 24 .4
Inmunogenicidad prevista (Registro de | -37.69, -35.57 -31.1, -46.8
EpiVax)

Estabilidad de la sangre entera (WB | Mantenida Mantenida
humana) 48 h a 37 C); mantenimiento de

la unién a IL23 y TNFa
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SECUENCIAS

SEQ ID

NO

Secuencia

EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTEFDDYAMHWVRQAPGKGLEWVSAITWNSGHIDY

ADSVEGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKVSYLSTASSLDYWGQGTLVTVS

S

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNYLAWYQQKPGKAPKLLIYAASTLQSGVPS

RESGSGSGTDFTLTISSLOPEDVATYYCQRYNRAPYTFGQGTKVEIK

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGNGLEWVAEFMSYDGSNKKY

ADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGT

TVTVSS

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQQKPGOQAPRLLIYDASNRATGIPA

RESGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQORSNWPPETFGPGTKVDIK

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGDGLEWVAEFMSYDGSNKKY

ADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGT

TVTVSS

EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQQOKPGOQAPRLLIYDASNRATGIPA

RFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPPFTFGPGTKVDIK

QVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTDQTIHWMROQAPGOQGLEWIGYIYPRDDSPKY

NENFKGKVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWEIYWGQGTLVTVSS

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVATIAVAWYQQKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPS

RESGSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIK

GGGSGGG

10

LGGGSG

11

FNRGES

12

VEPKSS
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13

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNYLAWYQQKPGKAPKLLIYAASTLOQSGVPSRESGSGSGTD

FTLTISSLOQPEDVATYYCQRYNRAPYTFGQGTKVEIKGGGSGGGGQVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKAS

GYTFTDQTIHWMRQAPGQOGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYY

CAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSLGGGSGASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV

SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTC

PPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQY

NSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT

CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY

TOKSLSLSPGK

14

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRFSGSGSRTD

FTLTISSLQPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGEVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAAS

GFTFDDYAMHWVRQAPGKGLEWVSAITWNSGHIDYADSVEGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYY

CAKVSYLSTASSLDYWGQGTLVTVSSLGGGSGRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAK

VOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

15

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNYLAWYQQKPGKAPKLLIYAASTLOQSGVPSRESGSGSGTD

FTLTISSLQPEDVATYYCQRYNRAPYTFGQGTKVEIKGGGSGGGGQVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKAS

GYTFTDQTIHWMROQAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYY

CAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSENRGESASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV

SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTC

PPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQY

NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT

CLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEALHNHY

TOKSLSLSPGK

16

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSREFSGSGSRTD

FTLTISSLQPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGEVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAAS

GFTFDDYAMHWVRQAPGKGLEWVSAITWNSGHIDYADSVEGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYY

CAKVSYLSTASSLDYWGQGTLVTVSSVEPKSSRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAK

VOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC
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17

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLQPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGEVQLVESGGGL

VOPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVROAPGKGLEWVSATITWNSGHIDYADSVEGRFTISRDN

AKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKVSYLSTASSLDYWGQGTLVTVSSLGGGSGASTKGPSVEP

LAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLY I

TREPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG

KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAV

EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWOOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS

LSPGK

18

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNYLAWYQQKPGKAPKLLIYAASTLOSGVPSRES

GSGSGTDFTLTISSLOPEDVATYYCQORYNRAPYTEFGQGTKVEIKGGGSGGGGQVQLVQSGAEV

KKPGSSVKVSCKASGYTEFTDQTIHWMROAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITADK

STSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVITVSSLGGGSGRTVAAPSVEIF

PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL

SKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

19

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVATIAVAWYQQOKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLE IKGGGSGGGGEVQLVESGGGL

VOPGRSLRLSCAASGEFTFDDYAMHWVRQAPGKGLEWVSAITWNSGHIDYADSVEGREFTISRDN

AKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKVSYLSTASSLDYWGQGTLVTVSSENRGESASTKGPSVEP

LAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLYI

TREPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG

KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV

EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQOKSLS

LSPGK
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20

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNYLAWYQQOKPGKAPKLLIYAASTLOQSGVPSRES

GSGSGTDFTLTISSLOPEDVATYYCQRYNRAPYTFGQGTKVEIKGGGSGGGGQVQLVQSGAEV

KKPGSSVKVSCKASGYTFTDQTIHWMRQAPGOQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITADK

STSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWEFIYWGQGTLVIVSSVEPKSSRTVAAPSVEIF

PPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL

SKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

21

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQOKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGNGLEWVAEFMSYDGSNKKYADSVKGRETISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSLGGGSGASTKG

PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSV

VTIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLEFPPKPK

DTLYITREPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ

DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYP

SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHYT

QKSLSLSPGK

22

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARES

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQORSNWPPFTEGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTEFTDQTIHWMROQAPGOGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWEFIYWGQGTLVTVSSLGGGSGRTVAAPSVET

FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT

LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
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23

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQOKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGNGLEWVAFMSYDGSNKKYADSVKGREFTISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVIVSSEFNRGESASTKG

PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSV

VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLEPPKPK

DTLYITREPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ

DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYP

SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYT

QKSLSLSPGK

24

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQOKPGOQAPRLLIYDASNRATGIPARES

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQORSNWPPFTFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTEFTDQTIHWMROQAPGOGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWEFIYWGQGTLVTVSSVEPKSSRTVAAPSVET

FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVQOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT

LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

25

EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPAREFE'S

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQORSNWPPEFTFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTEFTDQTIHWMRQAPGOGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSLGGGSGASTKGPSVEP

LAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEFPPKPKDTLYI

TREPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG

KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGOQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV

EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS

LSPGK
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26

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQOKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGEFIFSSYAMHWVROQAPGNGLEWVAFMSYDGSNKKYADSVKGRETISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVITVSSLGGGSGRTVAA

PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL

SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

27

EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPAREFE'S

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQORSNWPPFTEFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTEFTDQTIHWMROQAPGOGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSENRGESASTKGPSVEP

LAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLYI

TREPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG

KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAV

EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS

LSPGK

28

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQOKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGNGLEWVAEFMSYDGSNKKYADSVKGRFTISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSVEPKSSRTVAA

PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKVDNALQOSGNSQESVTEQDSKDSTYSL

SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC
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29

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPAREFS

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQORSNWPPEFTEGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTEFTDQTIHWMROQAPGOGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSLGGGSGASTKGPSVEP

LAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLYI

TREPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG

KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV

EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS

LSPGK

30

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQOKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGDGLEWVAEFMSYDGSNKKYADSVKGRETISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSLGGGSGRTVAA

PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL

SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

31

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQOKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGDGLEWVAEFMSYDGSNKKYADSVKGRFTISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSLGGGSGASTKG

PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSV

VIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPK

DTLYITREPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ

DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYP

SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYT

QKSLSLSPGK
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32

EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPAREFE'S

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQORSNWPPEFTEFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTFTDQTIHWMRQAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWEFIYWGQGTLVTVSSLGGGSGRTVAAPSVET

FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT

LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

33

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQOKPGOQAPRLLIYDASNRATGIPARES

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQORSNWPPFTEFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTEFTDQTIHWMROQAPGOGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSENRGESASTKGPSVEP

LAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOQSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLYI

TREPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG

KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAV

EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS

LSPGK

34

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQOKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGDGLEWVAEFMSYDGSNKKYADSVKGRETISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSVEPKSSRTVAA

PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKVDNALQOSGNSQESVTEQDSKDSTYSL

SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
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35

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLQPEDVADYFCHQYSSYPFTEGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVROAPGDGLEWVAFMSYDGSNKKYADSVKGREFTISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSEFNRGESASTKG

PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSV

VIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEFPPKPK

DTLYITREPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ

DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYP

SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYT

QKSLSLSPGK

36

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARES

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQORSNWPPEFTFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTFTDQTIHWMRQAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSVEPKSSRTVAAPSVEI

FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT

LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

37

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLY

SLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLEFPPK

PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOQENWYVDGVEVHNAKTKPREEQENSTYRVVSVLTVL

HODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGE

YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNH

YTQKSLSLSLG

38

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLY

SLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVEFLEPPK

PKDTLYITREPEVTCVVVDVSQEDPEVQENWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVL

HODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTIEKTISKAKGOQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGE

YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOQEGNVESCSVMHEALHNH

YTOQKSLSLSLG
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39

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLY

SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLF

PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL

TVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLV

KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEAL

HNHYTQKSLSLSPG

40

EPKSCDKTHTCPPCP

41

RTVAAPSVEFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD

STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

42

10

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLY

SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFELF

PPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL

TVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLV

KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWOOGNVESCSVMHEAL

HNHYTQKSLSLSPGK

43

15

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLY

SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVELF

PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL

TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLV

KGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEAL

HNHYTQKSLSLSPG

20
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44

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNYLAWYQOKPGKAPKLLIYAASTLOSGVPSRES

GSGSGTDFTLTISSLOPEDVATYYCQRYNRAPYTFGQGTKVEIKGGGSGGGGQVQLVQSGAEV

KKPGSSVKVSCKASGYTFTDQTITHWMROQAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITADK

STSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWEFIYWGQGTLVIVSSLGGGSGASTKGPSVEPL

APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSS

SLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEFPPKPKDTLMIS

RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK

EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVE

WESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSL

SPG

45

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQOKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGEVQLVESGGGL

VOPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVRQAPGKGLEWVSAITWNSGHIDYADSVEGREFTISRDN

AKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKVSYLSTASSLDYWGQGTLVTVSSLGGGSGRTVAAPSVEI

FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT

LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

46

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQOKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTEFGSGTKLEIKGGGSGGGGEVQLVESGGGL

VOPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVRQAPGKGLEWVSAITWNSGHIDYADSVEGRFTISRDN

AKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKVSYLSTASSLDYWGQGTLVTVSSEFNRGESASTKGPSVEP

LAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMI

SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG

KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGOQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV

EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS

LSPG
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47

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNYLAWYQQKPGKAPKLLIYAASTLOSGVPSRES

GSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYCQORYNRAPYTEFGQGTKVEIKGGGSGGGGQVQLVQSGAEV

KKPGSSVKVSCKASGYTFTDQTIHWMRQAPGOQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITADK

STSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSVEPKSSRTVAAPSVEIF

PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL

SKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

48

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVATIAVAWYQQKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTEFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVROAPGNGLEWVAFMSYDGSNKKYADSVKGREFTISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSLGGGSGASTKG

PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSV

VIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEPPKPK

DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ

DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYP

SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHNHYT

QKSLSLSPG

49

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARE'S

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQORSNWPPFTEFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQOSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTFTDQTIHWMROQAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWEFIYWGQGTLVTVSSLGGGSGRTVAAPSVET

FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT

LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC
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50

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOQPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVROQAPGNGLEWVAFMSYDGSNKKYADSVKGRETISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVIVSSEFNRGESASTKG

PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSV

VIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLEPPKPK

DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ

DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYP

SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHYT

QKSLSLSPG

51

EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPAREFE'S

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQORSNWPPEFTEFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTEFTDQTIHWMRQAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWEFIYWGQGTLVIVSSVEPKSSRTVAAPSVET

FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVQOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT

LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

52

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARFES

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQORSNWPPFTFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTEFTDQTIHWMROQAPGOGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSLGGGSGASTKGPSVEP

LAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT

PEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY

KCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWE

SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSL

G
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53

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQOKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGNGLEWVAFMSYDGSNKKYADSVKGRETISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVIVSSLGGGSGRTVAA

PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL

SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

54

EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPAREFE'S

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQORSNWPPFTEFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTFTDQTIHWMRQAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSLGGGSGASTKGPSVEP

LAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLYITRE

PEVTCVVVDVSQEDPEVQOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEY

KCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWE

SNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSL

G

55

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQOKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGNGLEWVAEFMSYDGSNKKYADSVKGRFTISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSLGGGSGRTVAA

PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL

SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC
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56

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARES

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQORSNWPPEFTEGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTEFTDQTIHWMROQAPGOGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSLGGGSGASTKGPSVEP

LAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT

PEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY

KCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWE

SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSL

G

57

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQOKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGNGLEWVAEFMSYDGSNKKYADSVKGRETISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSLGGGSGRTVAA

PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL

SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

58

EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPAREFE'S

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQORSNWPPEFTEFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTEFTDQTIHWMRQAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSLGGGSGASTKGPSVEP

LAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLYITRE

PEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEY

KCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWE

SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSL
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DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLQPEDVADYFCHQYSSYPFTEFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGNGLEWVAFMSYDGSNKKYADSVKGRETISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVIVSSLGGGSGRTVAA

PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL

SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC
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EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARFES

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQORSNWPPFTEFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTFTDQTITHWMRQAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSENRGESASTKGPSVEP

LAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLMI

SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG

KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAV

EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWOOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS
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GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTEFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGEFIFSSYAMHWVRQAPGNGLEWVAFMSYDGSNKKYADSVKGRETISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSVEPKSSRTVAA

PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL

SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARES

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQORSNWPPFTEGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTEFTDQTIHWMRQAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSENRGESASTKGPSVEP

LAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI

SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG

KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAV
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GSGSRTIDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGNGLEWVAEFMSYDGSNKKYADSVKGRETISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVIVSSVEPKSSRTVAA

PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL
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GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQORSNWPPEFTFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTEFTDQTIHWMRQAPGOGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSENRGESASTKGPSVEP

LAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT

PEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY

KCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWE
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DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLQPEDVADYFCHQYSSYPFTEFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVROAPGNGLEWVAFMSYDGSNKKYADSVKGRFTISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVIVSSVEPKSSRTVAA

PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL

SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC
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EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARFES

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQORSNWPPFTEFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTFTDQTIHWMROQAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSENRGESASTKGPSVEP

LAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLEFPPKPKDTLYITRE

PEVTCVVVDVSQEDPEVQOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEY

KCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWE

SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFEFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSL
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DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVATIAVAWYQQOKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTEFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGNGLEWVAFMSYDGSNKKYADSVKGRETISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSVEPKSSRTVAA

PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL

SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLQPEDVADYFCHQYSSYPFTEFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGNGLEWVAFMSYDGSNKKYADSVKGRETISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSLGGGSGASTKG

PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSV

VIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPK

DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ

DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYP

SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHYT

QKSLSLSPG
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EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARES
GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQORSNWPPEFTFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE
VKKPGSSVKVSCKASGYTFTDQTIHWMRQAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD
KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWEFIYWGQGTLVTVSSLGGGSGRTVAAPSVET
FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT

LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
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DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVATIAVAWYQQOKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES
GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTEFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV
VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGNGLEWVAFMSYDGSNKKYADSVKGRETISRDN
SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSLGGGSGASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSV
VIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWL
NGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKS

LSLSLG
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EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPAREFE'S

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQORSNWPPEFTEFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTFTDQTIHWMRQAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWEFIYWGQGTLVTVSSLGGGSGRTVAAPSVET

FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT

LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
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DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQOKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGNGLEWVAEFMSYDGSNKKYADSVKGRETISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSLGGGSGASTKG

PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSV

VIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLEFPPKPKDTL

YITREPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWL

NGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDI

AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKS

LSLSLG
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EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARFES

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQORSNWPPFTEFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTEFTDQTIHWMROQAPGOGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWEFIYWGQGTLVTVSSLGGGSGRTVAAPSVET

FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT

LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
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DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES
GSGSRTDFTLTISSLQPEDVADYFCHQYSSYPFTEFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV
VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVROAPGNGLEWVAFMSYDGSNKKYADSVKGRFTISRDN
SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSEFNRGESASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSV
VIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYT

QKSLSLSPG
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EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARES
GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQORSNWPPEFTFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE
VKKPGSSVKVSCKASGYTFTDQTIHWMRQAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD
KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSVEPKSSRTVAAPSVEI
FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
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DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVATIAVAWYQQOKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES
GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTEFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV
VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVROQAPGNGLEWVAFMSYDGSNKKYADSVKGRETISRDN
SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSEFNRGESASTKG
PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSV
VIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWL
NGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDI
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EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARES

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQORSNWPPEFTFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTFTDQTITHWMRQAPGOQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWEFIYWGQGTLVTVSSVEPKSSRTVAAPSVET
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GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTEFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGEFIFSSYAMHWVRQAPGNGLEWVAFMSYDGSNKKYADSVKGRETISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSEFNRGESASTKG

PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSV

VIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLEFPPKPKDTL

YITREPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWL

NGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDI

AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKS
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VKKPGSSVKVSCKASGYTFTDQTIHWMROQAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSVEPKSSRTVAAPSVET
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GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQORSNWPPEFTEGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTEFTDQTIHWMROQAPGOGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSLGGGSGASTKGPSVEP

LAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLMI

SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
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EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS

LSPG

81

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQOKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGDGLEWVAEFMSYDGSNKKYADSVKGRETISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSLGGGSGRTVAA
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VKKPGSSVKVSCKASGYTFTDQTIHWMRQAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSLGGGSGASTKGPSVEP

LAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI

SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG

KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGOQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV

EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS
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DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQOKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTEFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGDGLEWVAEFMSYDGSNKKYADSVKGRETISRDN
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GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQORSNWPPEFTEFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE
VKKPGSSVKVSCKASGYTEFTDQTIHWMRQAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD
KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSLGGGSGASTKGPSVEP
LAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPS
SSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEY
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GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGDGLEWVAEFMSYDGSNKKYADSVKGRFTISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSLGGGSGRTVAA

PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL

SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC
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EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARFES

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQORSNWPPFTEFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTFTDQTIHWMROAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSLGGGSGASTKGPSVEP

LAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLEFPPKPKDTLYITRE

PEVTCVVVDVSQEDPEVQOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEY

KCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWE

SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFEFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSL

G
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DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVATIAVAWYQQOKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTEFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGEFIFSSYAMHWVRQAPGDGLEWVAFMSYDGSNKKYADSVKGRETISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVITVSSLGGGSGRTVAA

PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL

SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC
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EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARES

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQORSNWPPEFTFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTFTDQTIHWMRQAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWEFIYWGQGTLVIVSSENRGESASTKGPSVEP

LAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLMI

SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNG

KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAV

EWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS

LSPG
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DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOQPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGEFIFSSYAMHWVROAPGDGLEWVAFMSYDGSNKKYADSVKGRETISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSVEPKSSRTVAA

PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL

SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
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EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQOKPGOQAPRLLIYDASNRATGIPARES

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQORSNWPPEFTEGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTEFTDQTIHWMROQAPGOGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSENRGESASTKGPSVEP

LAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI

SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG

KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAV

EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLS

LSPG
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DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQOKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGDGLEWVAEFMSYDGSNKKYADSVKGRETISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVITVSSVEPKSSRTVAA

PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL

SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
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EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQOKPGOQAPRLLIYDASNRATGIPAREFS

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQORSNWPPFTEFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTEFTDQTIHWMROQAPGOGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSENRGESASTKGPSVEP

LAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT

PEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY

KCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWE

SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSL

G

93

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQOKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGDGLEWVAEFMSYDGSNKKYADSVKGRETISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSVEPKSSRTVAA

PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL

SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

94

EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPAREFE'S

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQORSNWPPEFTFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTEFTDQTIHWMRQAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSENRGESASTKGPSVEP

LAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLYITRE

PEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY

KCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWE

SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSL

G




10

15

20

181

95

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOQPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGEFIFSSYAMHWVROQAPGDGLEWVAFMSYDGSNKKYADSVKGRETISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSVEPKSSRTVAA

PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL

SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

96

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQOKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGDGLEWVAEFMSYDGSNKKYADSVKGRETISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVIVSSLGGGSGASTKG

PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSV

VTIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLEPPKPK

DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ

DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYP

SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHYT

QKSLSLSPG

97

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARFS

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQORSNWPPFTEGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTEFTDQTIHWMROQAPGOGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWEFIYWGQGTLVTVSSLGGGSGRTVAAPSVET

FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT

LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
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DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQOKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGDGLEWVAEFMSYDGSNKKYADSVKGRETISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSLGGGSGASTKG

PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSV

VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPK

DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ

DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYP

SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHYT

QKSLSLSPG

99

EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPAREFES

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQORSNWPPEFTEGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTEFTDQTIHWMROQAPGOGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWEFIYWGQGTLVTVSSLGGGSGRTVAAPSVET

FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT

LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

100

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQOKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGDGLEWVAEFMSYDGSNKKYADSVKGRFTISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVITVSSLGGGSGASTKG

PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSV

VIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLEFPPKPKDTL

MISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWL

NGKEYKCKVSNKGLPSSTIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDI

AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKS

LSLSLG
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EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARFES

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQORSNWPPFTEFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQOSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTFTDQTIHWMROAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSLGGGSGRTVAAPSVET

FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT

LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC
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DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLQPEDVADYFCHQYSSYPFTEFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVROQAPGDGLEWVAFMSYDGSNKKYADSVKGRFTISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSLGGGSGASTKG

PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSV

VIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTL

YITREPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWL

NGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDI

AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKS

LSLSLG

103

EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARES

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQORSNWPPEFTFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTFTDQTIHWMRQAPGOQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSLGGGSGRTVAAPSVET

FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT

LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC
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DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLQPEDVADYFCHQYSSYPFTEGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVROAPGDGLEWVAFMSYDGSNKKYADSVKGRFTISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSEFNRGESASTKG

PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSV

VIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLEPPKPK

DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ

DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYP

SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHNHYT

QKSLSLSPG
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EIVLTQOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARFES

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQORSNWPPEFTFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTFTDQTIHWMRQAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSVEPKSSRTVAAPSVEI

FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT

LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC
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DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTEFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGDGLEWVAFMSYDGSNKKYADSVKGREFTISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSEFNRGESASTKG

PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSV

VIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPK

DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ

DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYP

SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHYT

QKSLSLSPG
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EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQOKPGOQAPRLLIYDASNRATGIPARES

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQORSNWPPEFTEGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTEFTDQTIHWMRQAPGOGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWEFIYWGQGTLVTVSSVEPKSSRTVAAPSVET

FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT

LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
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DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOQPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVRQAPGDGLEWVAEFMSYDGSNKKYADSVKGRFTISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVIVSSEFNRGESASTKG

PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSV

VIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTL

MISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQENWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWL

NGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDI

AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKS

LSLSLG

109

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARFEFS

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQORSNWPPEFTEFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTEFTDQTIHWMRQAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWEFIYWGQGTLVTIVSSVEPKSSRTVAAPSVET

FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT

LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
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DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLQPEDVADYFCHQYSSYPFTEFGSGTKLEIKGGGSGGGGQVQLVESGGGV

VOPGRSLRLSCAASGFIFSSYAMHWVROAPGDGLEWVAFMSYDGSNKKYADSVKGRFTISRDN

SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGIAAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSSEFNRGESASTKG

PSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSV

VIVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLEFPPKPKDTL

YITREPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWL

NGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDI

AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKS

LSLSLG

111

EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQQOKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARFES

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPPEFTFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTFTDQTIHWMRQAPGOQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSVEPKSSRTVAAPSVEI

FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT

LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

112

EIVLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVYSYLAWYQQOKPGOQAPRLLIYDASNRATGIPARES

GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQORSNWPPFTEFGPGTKVDIKGGGSGGGGQVQLVQSGAE

VKKPGSSVKVSCKASGYTFTDQTIHWMROQAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITAD

KSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWEFIYWGQGTLVIVSSLGGGSGASTKGPSVEP

LAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMI

SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG

KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
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STSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWEFIYWGQGTLVIVSSLGGGSGASTKGPSVEPL

APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSS

SLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMIS

RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK

EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVE
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AKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKVSYLSTASSLDYWGQGTLVTVSSLGGGSGRTVAAPSVEI
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STSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGOQGTLVTVSSLGGGSGASTKGPSVEPL
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STSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSEFNRGESASTKGPSVEPL

APCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSS

SLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTP
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STSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWEFIYWGQGTLVIVSSEFNRGESASTKGPSVEPL

APCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSS

SLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLYITREP

EVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYK
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VOPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVRQAPGKGLEWVSAITWNSGHIDYADSVEGREFTISRDN

AKNSLYLQOMNSLRAEDTAVYYCAKVSYLSTASSLDYWGQGTLVTVSSVEPKSSRTVAAPSVEI

FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
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SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVEFLFPPKPKDTLMI

SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG

KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAV
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KKPGSSVKVSCKASGYTEFTDQTIHWMROAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITADK

STSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVIVSSLGGGSGRTVAAPSVEIF

PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL

SKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC
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LAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT

PEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY

KCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWE
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GSGSGTDFTLTISSLOPEDVATYYCQRYNRAPYTEFGQGTKVEIKGGGSGGGGQVQLVQOSGAEV

KKPGSSVKVSCKASGYTFTDQTIHWMROAPGOGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITADK

STSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTIVSSLGGGSGRTVAAPSVFEIF
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SKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
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140

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVAIAVAWYQQKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLQPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLEIKGGGSGGGGEVQLVESGGGL

VOPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVROAPGKGLEWVSATITWNSGHIDYADSVEGRFTISRDN

AKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKVSYLSTASSLDYWGQGTLVTVSSENRGESASTKGPSVEP

LAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRT

PEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY

KCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE

SNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSL

G

141

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNYLAWYQQKPGKAPKLLIYAASTLOSGVPSRES

GSGSGTDFTLTISSLOPEDVATYYCQORYNRAPYTEFGQGTKVEIKGGGSGGGGQVQLVQSGAEV

KKPGSSVKVSCKASGYTEFTDQTIHWMROAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITADK

STSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVIVSSVEPKSSRTVAAPSVEIF

PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL

SKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

142

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASRDVATIAVAWYQQOKPGKVPKLLIYWASTRHTGVPSRES

GSGSRTDFTLTISSLOPEDVADYFCHQYSSYPFTFGSGTKLE IKGGGSGGGGEVQLVESGGGL

VOPGRSLRLSCAASGEFTFDDYAMHWVRQAPGKGLEWVSAITWNSGHIDYADSVEGREFTISRDN

AKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKVSYLSTASSLDYWGQGTLVTVSSEFNRGESASTKGPSVEP

LAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPS

SSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLEFPPKPKDTLYITRE

PEVTCVVVDVSQEDPEVQENWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGKEY

KCKVSNKGLPSSTIEKTISKAKGOQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWE

SNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSL

G




10

15

20

197

143 DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNYLAWYQQKPGKAPKLLIYAASTLOSGVPSRES
GSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYCQORYNRAPYTEFGQGTKVEIKGGGSGGGGQVQLVQSGAEV
KKPGSSVKVSCKASGYTEFTDQTIHWMROAPGQGLEWIGYIYPRDDSPKYNENFKGKVTITADK
STSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAIPDRSGYAWFIYWGQGTLVTVSSVEPKSSRTVAAPSVEIF
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTL
SKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

144 MSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLESFLIVAGATTLFCLLHFGVIGPQREEF
PRDLSLISPLAQAVRSSSRTPSDKPVAHVVANPQAEGQLOWLNRRANALLANGVELRDNQLVV
PSEGLYLIYSQVLFKGQGCPSTHVLLTHTISRIAVSYQTKVNLLSAIKSPCQRETPEGAEAKP
WYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAEINRPDYLDFAESGQVYFGIIAL

145 MLGSRAVMLLLLLPWTAQGRAVPGGSSPAWTQCQQLSQKLCTLAWSAHPLVGHMDLREEGDEE
TTNDVPHIQCGDGCDPQGLRDNSQFCLORIHQGLIFYEKLLGSDIFTGEPSLLPDSPVGQLHA
SLLGLSQLLOPEGHHWETQQIPSLSPSQPWQRLLLRFKILRSLOAFVAVAARVFAHGAATLSP

146 DYAMH

147 ATITWNSGHIDYADSVEG

148 VSYLSTASSLDY

149 RASQGIRNYLA

150 AASTLQS

151 QRYNRAPYT

152 SYAMH

153 FMSYDGSNKKYADSVKG

154 NYYYYGMDV

155 RASQSVYSYLA

156 DASNRAT

157 QORSNWPPET

158 DQTIH

159 YIYPRDDSPKYNENFKG
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160 PDRSGYAWFIY
161 KASRDVAIAVA
162 WASTRHT

163 HQYSSYPEFET

OTRAS MODALIDADES

Todas las caracteristicas descritas en la presente memoria
descriptiva pueden combinarse en cualquier combinacidén. Cada
caracteristica descrita en la presente memoria descriptiva
puede remplazarse con una caracteristica alternativa que cumpla
el mismo fin o un fin equivalente o similar. Por lo tanto, a
menos que se indique expresamente lo contrario, cada
caracteristica descrita es Unicamente un ejemplo de una serie

genérica de caracteristicas equivalentes o similares.

A partir de la descripcidén anterior, un experto en la técnica
puede determinar féacilmente las caracteristicas esenciales de
la presente descripcidn y, sin apartarse del espiritu y alcance
de esta, puede realizar diversos cambios y modificaciones en
la descripcidédn para adaptarla a diversos usos y condiciones.
Por lo tanto, otras modalidades también se encuentran dentro

de las reivindicaciones.
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Industria y Comercio NIT: 800.176.089-2
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Radicado: NC2017/0002253 CAROLINA MERCEDES DAZA MONTALVO
Recibo: 18-74535 CC: 66.783.790
Fecha: 02/10/2018 Pago PSE No: 221023

CUS: 374031657

Patente PCT
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