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DESCRIPCION
Moléculas de anticuerpos para la IL-17 humana.

Esta invencidon se relaciona con miembros de unién para la interleucina 17 (IL-17, ademas conocida como IL-17A),
especialmente moléculas de anticuerpos, y su uso terapéutico por ejemplo en el tratamiento de trastornos asociados con la
IL-17 tal como la artritis reumatoide.

La IL-17A es una citocina derivada de las células-T, la cual tiene actividades pro-inflamatorias pleiotrépicas. In vitro, la IL-
17A regula la produccién de mediadores inflamatorios de fibroblastos y sinoviocitos, puede sinergizar con otras citocinas
pro-inflamatorias, y puede promover la degradacion del cartilago y la resorcion osteoclastica del hueso.

La IL-17A es un homodimero que consiste de dos cadenas de 155 aminoacidos. Cada cadena polipeptidica incluye un
péptido N-terminal de 23 aminoécidos el cual se escinde para producir un polipéptido maduro de 132 residuos. La IL-17A se
une a vy ejerce su efecto a través de la activacion de los receptores Ay C de la IL-17 (Toy y otros 2006). Existen cinco
homoélogos de la IL-17A, designados IL-17B a IL-17F, todos con papeles bioldgicos divergentes y distintos. Los ndmeros de
acceso del Swissprot para los homélogos de la IL-17 son: IL-17B Q9UHF5; IL-17C Q96P0M4; IL-17D Q8TAD2; IL-17E
Q9H293; IL-17F Q96PD4. La IL-17B y la IL-17C tienen una amplia expresion en los tejidos con el origen celular de las
proteinas desconocido, aunque se pueden encontrar transcritos de IL-17B a altos niveles en el sistema nervioso (Moore y
otros 2002). La IL-17B y la IL-17C pueden inducir TNFa a partir de la linea celular de monocitos THP-1 (Li y otros 2000), e
inducir neutrofilia cuando se inyectan en modelos de ratdén (Shiy otros 2000). La IL-17D se detecta en multiples tejidos y se
expresa en células T CD4 + en reposo y en células B CD19+ (Starnes y otros 2002). La IL-17E (IL-25) produce respuestas
de tipo Th2 tales como hiperreactividad de las vias respiratorias y eosinofilia y tiene propiedades distintas a los otros
miembros de la familia (Fort y otros 2001). La IL-17F existe como dos isoformas y exhibe la mayor homologia con la IL-17A
(55 y 40% de homologia) y comparte muchas propiedades funcionales similares tales como la induccién de neutrofilia en el
pulmén y la induccion de citocinas pro-inflamatorias que incluyen IL-8 (Hymowitz y otros 2001; Hurst y otros 2002, Oda y
otros. 2005). Los miembros de la familia de la IL-17 pueden tener un papel en la inmunidad innata y adaptativa por lo tanto
un anticuerpo dirigido solamente a la IL-17A asegurard que los efectos especificos de la sefializacion de la IL-17A se
supriman en areas donde se expresa la IL-17A.

La union entre los miembros de la familia y la familia del receptor de la IL-17 no se comprenden totalmente. Se conoce que
la IL-17E sefaliza a través del IL-17RB aunque la IL-17B también se inform6 que se une con una afinidad mas baja. (Lee y
otros 2001). La IL-17A se inform6 que se une al IL-17RC (IL-17RL) adicionalmente al IL-17RA y similarmente a la IL-17F
comparte la union a estos receptores (Toy y otros 2006, Kuestner y otros. 2005). Existen receptores adicionales, IL-17RD y
IL-17RE aunque sus ligandos enddgenos todavia tienen que identificarse. Existen multiples variantes de empalme para la
IL-17RC y la IL-17RD (Haudenschild y otros. 2002; Haudenschild y otros. 2006; Moseley y otros. 2003).

La unién de la IL-17A a su receptor es probable que induzca polimerizacion del receptor lo que resulta en su activaciéon. La
activacion del IL-17RA por la IL-17A activa un nimero de rutas de sefializacion pro-inflamatorias tales como las rutas de la
proteina quinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK1/2), la quinasa terminal c-jun (JNK) y la quinasa MAP p38. La
activacion de estas rutas desencadena cambios en los niveles de expresion de una variedad de genes y proteinas, a través
de mecanismos que no estan completamente definidos.

La IL-17A se secreta primariamente por las células T CD4+ y T CD8+ (Lubberts y otros. 2001). La IL-17A, como su ARN o
proteina intracelular, ademéas se detectdé en neutréfilos, eosinéfilos y monocitos de sangre humana. (Molet y otros. 2001;
Ferretti y otros. 2003). La IL-6 y el TGFf se implicaron recientemente en la diferenciacion de células T virgenes en células T
productoras de IL-17 (Betteli y otros. 2006), mientras dos citocinas adicionales implicadas en la artritis reumatoide, la IL-15 y
la IL-23, regulan la liberacién de la IL-17A de los linfocitos T.

La IL-17A regula ascendentemente la produccion de citocinas inflamatorias y la produccion de prostaglandinas de los
fibroblastos sinoviales, aumenta la produccién de MMP de los fibroblastos sinoviales y los condrocitos articulares y puede
jugar un papel en la resorcién osteoclasticas de los huesos. En el contexto del entorno inflamatorio en el tejido de la artritis
reumatoide (RA), la IL-17A puede tener un papel particular al sinergizar con otras citocinas pro-inflamatoria notablemente el
TNF-ay la IL-1B.

Varias lineas de evidencia sugieren un importante papel para la IL-17 en la patogénesis de la artritis reumatoide (RA). La IL-
17A funcional se secreté espontdneamente por 16/18 explantes sinoviales de RA en comparacion a 2/12 explantes OA 'y 0/3
explantes sinoviales normales. La inmunotincion del sinovio de RA reveld células productoras de IL-17A en el area rica en
células T (Chabaud y otros. 1999). El nivel de IL-17A en el suero de pacientes de RA es elevado en comparacion con sueros
controles normales (Cho y otros. 2004).
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Se mostro que la IL-17A estimula la liberacion de una variedad de citocinas pro-inflamatorias. La IL-17A, algunas veces al
actuar en sinergia con otras citocinas, aumenta la produccién de IL-1, IL-6, y LIF de fibroblastos sinoviales. (Katz y otros.
2001; Chabaud y otros. 1998). Ademas, se mostr6 que la IL-17A regula ascendentemente la expresién de COX-2 en células
inflamatorias.

La IL-17A induce la expresion del gen COX-2 en condrocitos, fibroblastos sinoviales y macréfagos humanos y en explantes
sinoviales humanos. (por ejemplo Faour y otros. 2003; Le Grand y otros. 2001). La IL-17A recombinante regula
ascendentemente la expresion de COX-2 por los sinoviocitos y aumenta la expresion de COX-2 por los sinoviocitos
estimulada por TNFa (Stamp y otros., 2004).

Adicionalmente a estas actividades pro-inflamatorias "clasicas", la IL-17A ademas produce otros efectos en las
articulaciones de RA tales como promover la degradacion del cartilago. Se mostr6 ademés que la IL-17 participa en la
regulacion ascendente de MMPs e impacta en la degradacion del cartilago. La IL-17A aumenta la produccion espontéanea de
MMP1 por los sinoviocitos de RA humana. La IL-17A coordinadamente regula ascendentemente los genes de MMP3,
MMP13 y ADAMTS4 en condrocitos articulares bovinos (Sylvester y otros. 2004). La IL-17A en un potente inductor de la
descomposicién de la matriz y un inhibidor de la sintesis de la matriz en explantes de cartilago articular (Cai y otros 2001).
Un mecanismo por el cual la IL-17A suprime la sintesis de la matriz por condrocitos articulares es a través del aumento de la
produccién de NO (Lubberts y otros. 2000). La IL-17A adenoviral inyectada en la articulacion de la rodilla de ratones
inmunizados con colageno de tipo Il acelera la aparicion, agrava la inflamacién sinovial y aumenta la destruccion de la
articulacién en este sitio. (Lubberts y otros. 2001).La IL-17A puede ademas participar en la resorcion osteoclastica de los
huesos en R.A. (Kotake y otros. 1999).

Un aspecto importante de la biologia de la IL-17A es su habilidad para sinergizar con otras citocinas. Por ejemplo, la IL-17A
aumenta la sintesis de IL-1, IL-6 e IL-8 inducida por TNF-a en fibroblastos sinoviales (Katz y otros. 2001). Ademas, en la
linea celular osteoblastica, MC-3T3, la IL-17 y el TNF-a exhiben una potente sinergia al mediar la secrecion de I1L-6 (Ruddy y
otros. 2004). La IL-17A aumenta la produccion de IL-6 y LIF inducida por IL-1f por los sinoviocitos de RA (Chabaud y otros.
1998).

El papel de la IL-17A en RA se confirma mas aun por evidenciasin vivo a partir de modelos animales de la enfermedad. La
sobre-expresion de IL-17A induce dafio en el cartilago en la artritis inducida por la pared celular de estreptococo (SCW) en
ratones deficientes en IL-1 (Koenders y otros. 2005b). En el modelo de la artritis inducida por colageno (CIA), la sobre-
expresion de IL-17A aumenta la artritis (Chabaud & Miossec 2001). Ademas, la CIA se suprime en ratones deficientes de IL-
17A o en ratones tratados con un Acm anti-IL-17 (Nakae y otros. 2003; Lubberts y otros. 2001; Lubberts y otros 2004).

Adicionalmente a su papel en RA, la actividad de la IL-17A se asoci6 con un nimero de otras patologias que incluyen:

. osteoartritis (por ejemplo, Honorati y otros 2002); Malemud y otros. 2004);

. pérdida 6sea (Lubberts y otros. 2003) y el aflojamiento de los implantes de huesos (Van Bezooijen y otros. 1999);

. la hipersensibilidad de las vias respiratorias lo que incluye enfermedad alérgica de las vias respiratorias tal como el
asma (Molet y otros 2001; Wong y otros. 2001; Linden 2006) y ARDS;

. trastornos demielinizantes que incluyen la esclerosis mutliple (Lock y otros. 2002; Touil y otros. 2006);

. soriasis (Teunissen y otros. 1998) y la artritis soriasica;

. la hipersensibilidad dérmica que incluye la dermatitis atopica(Toda y otros. 2003);

. el rechazo agudo de transplante (Antonysamy y otros. 1999; Yoshida y otros. 2006; Tang y otros 2001);

. rechazo a aloinjerto (Hsieh y otros 2001);

. enfermedad del injerto contra el huésped;

. esclerosis sistémica (Kurasawa y otros 2000);

. lupus eritematoso sistémico (Wong y otros. 2000);

. las enfermedades autoinmunes inflamatorias del intestino que incluyen la colitis ulcerativa (Nielsen y otros. 2003;
Fujino y otros. 2003; Yen y otros. 2006) y enfermedad de Crohn;

. los trastornos inflamatorios uroldgicos que incluyen la hiperplasia benigna de préstata (Kramer & Marberger 2006);

. la enfermedad cardiovascular que incluye la aterosclerosis (Csiszar & Ungvari 2004), la enfermedad de Kawasaki
(Sohn y otros. 2003), la enfermedad isquémica del coraz6n (Csiszar 2003) y el infarto;

. vasculitis que incluye la enfermedad de Behcet (Hamzaoui y otros. 2002);

. fiebres periddicas que incluyen la fiebre Mediterranea familiar (Haznedaroglu y otros. 2005);

. el metabolismo de la glucosa que incluye la diabetes tipo 1y tipo 2 (Fisman 2003);
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. enfermedades pulmonares que incluyen la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (Shen y otros. 2004a; Shen y
otros. 2004b), bronquitis, enfisema, sindrome de la bronquiolitis obliterante (Vanaudenaerde y otros. 2003) y la
fibrosis pulmonar;

. cancer que incluye el linfoma (Maggio y otros. 2002) y tumores (Numasaki y otros. 2005);

. peridontitis (Vernal y otros. 2005; Takahashi 2005);

. enfermedades causadas por infecciones virales que incluyen la queratitis estromal herpética (Maertzdorf y otros.
2002);

. otros trastornos inflamatorios mediados por la IL-17 incluyen por ejemplo alergias, artritis reactiva, dolor

inflamatorio, espondiloartropatias que incluyen la espondilitis anquilosante, enfermedades inflamatorias de la piel y
la cornea, trastornos inflamatorios de los musculos;

. otras reacciones inflamatorias agudas mediadas por la IL-17 tales como las infecciones incluyen la septicemia,
choque séptico y endotdxico, meningitis y trauma (cirugia);
. otros trastornos autoinmunes mediados por la IL-17 incluyen por ejemplo trastornos hematoldgicos autoinmunes,

Alzheimer, sarcoidosis, cirrosis, enfermedades de la vesicula biliar y el higado que incluyen hepatitis,
glomerulonefritis;

. otros trastornos metabdlicos mediados por la IL-17 que incluyen por ejemplo dislipidemia.

El bloqueo de la IL-17A in vivo suprime la inflamacion, la destruccion de las articulaciones y la progresion de la enfermedad
en un numero de modelos de artritis. El uso de proteinas de fusion IL-17R Fc demostrd la supresion del dafio a la
articulacion a nivel macroscépico en CIA murina (Lubberts y otros 2001) y ademas por andlisis histolégicos en modelos de
artritis de artritis inducida por adyuvante (AlA) en ratas (Bush y otros.2002). El uso de anticuerpos comerciales
neutralizantes para la IL-17 (de rata anti-ratén) y el IL-17R (de rata anti-ratén) demostraron inhibicion de la inflamacion y de
la aparicion de la artritis en un modelo infeccioso de artritis (Burchill y otros. 2003). Anticuerpos policlonales de conejo anti-
raton se usaron en modelos murinos de artritis y demostraron disminuciéon en la severidad del dafio a la articulacion y
destruccion del cartilago y reduccién en los niveles de mediadores pro-inflamatorios que incluyen RANKL, IL-18 e IL-6
(Lubberts y otros. 2004; Koenders y otros. 2005a).

La neutralizacion de la IL-17 demostr6 efectos funcionales en otros modelos animales de una variedad de enfermedades. La
proteina de fusion IL-17R Fc extendié la sobrevida en un modelo de aloinjerto de ratén. (Antonysamy y otros. 1999). La
proteina de fusion IL-17R 1gG ademés atenud la inflamacién colénica en un modelo de raton de colitis inducida por &cido
sulfénico trinitrobenceno (TNBS) (Zhang y otros. 2006). El IL-17 anti-monoclonal comercial demostro eficacia en un modelo
de asma en ratén al reducir la neutrofilia bronquial tras un reto con Ova (Hellings y otros. 2003). Anticuerpos policlonales de
conejo neutralizantes de IL-17 redujeron ademas la adhesiogénesis en un modelo de rata de adhesion quirdargica en forma
dependiente de la dosis (Chung y otros. 2002).

Se describieron anticuerpos para la IL-17A. Por ejemplo, se produjo el anticuerpo monoclonal murino anti-IL-17 MAB317 por
R&D Systems. Este anticuerpo IgG2B se desarrollo a partir de un hibridoma de raton que se produjo de un raton inmunizado
con IL-17 humana recombinante purificada (derivada de E. Coli). Ademéas se desarroll6 un anticuerpo murino anti-IL17
adicional 53.159.16 (Biosource Inc.) el cual tiene propiedades neutralizantes. Este anticuerpo IgG1K se desarroll6 a partir de
un hibridoma de ratén producido de un ratén (Balb/c) que se inmuniz6 con IL-17 humana recombinante purificada. Este
anticuerpo reconoce la IL-17 humana natural y recombinante.

El documento W02006/05405 (UCB CellTech) describe una molécula de anticuerpo neutralizante para IL-17A. Se describe
un fragmento de anticuerpo pegilado, el cual se derivd de una versién de linea germinal de un anticuerpo anti-IL17
originalmente aislado de un hibridoma. EIl documento indica que por medio del uso del BlAcore se determind que el
fragmento de anticuerpo tenia una afinidad por la IL-17 en el intervalo de 133-365 pM.

El documento WO2006/013107 (Novartis Pharma GmbH) describe miembros de unién para la IL-17A, en particular un
anticuerpo 1gG1 anti-IL-17 humano designado AIN457, el cual se aislé de un hibridoma. EI WO2006/01310 informa la
medicion de afinidad por BlAcore (Kd) para la interaccion entre AIN457 recombinante y la IL-17 de hombre (0.227 nM), titi
(1.2 nM), mono rhesus (9 nM) y mono cinomolgo (6 nM), lo que indica aproximadamente una diferencia de 25-veces en la
afinidad por la IL-17 humana y de cinomolgo respectivamente.

Los miembros de unién para la IL-17A, se conocen también como miembros de unién a IL-17A , se describen en la presente
descripcién. Miembros de unién de la invenciébn pueden ser moléculas de anticuerpo, especialmente moléculas de
anticuerpos humanos, para la IL-17A.

Los miembros de unién son (tiles para tratar trastornos asociados con la IL-17A, por ejemplo uno 0 mas de los trastornos
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relacionados con la IL-17 a los que se hace referencia en otro lugar en la presente descripcion, tal como la artritis
reumatoide.

Se describen en la presente descripcion miembros de unién que se unen en la region de las posiciones 71-87 de la IL-17A
humana madura. Las posiciones 71-87 tienen la secuencia Cys-Arg-His-Leu-Gly-Cys-lle-Asn-Ala-Asp-Gly-Asn-Val-Asp-Tyr-
His-Met (sec. con num. de ident.: 199).

Un miembro de unién de la invencion puede unir al menos un residuo de Cys-Arg-His-Leu-Gly-Cys-lle-Asn-Ala-Asp-Gly-
Asn-Val-Asp-Tyr-His-Met (sec. con nim. de ident.: 199). El puede por ejemplo unir uno, dos, tres, cuatro, cinco o0 mas de
cinco residuos de sec. con nim. de ident.: 199.

Un miembro de unién de la invencién puede unir IL-17A humana madura (sec. con nim. de ident.: 198) en los residuos
Leu74, Tyr85, His86 y/o Met 87. Por ejemplo puede unir Leu74, Tyr85 y/o His86. EI miembro de union puede unir todos
estos residuos. La unidn se puede determinar por ejemplo al detectar u observar interacciones especificas entre el miembro
de unién y los residuos de la IL-17A, por ejemplo en una estructura del complejo miembro de unién:IL-17A la cual se puede
determinar por ejemplo por medio del uso de cristalografia de rayos X. Una estructura del anticuerpo 7 unida a la IL-17A
humana determinada por medio del uso de cristalografia de rayos X indic6 que el Anticuerpo 7 une los residuos 74 (Leu), 85
(Tyr), 86 (His) y 87 (Met) de la secuencia madura (sec. con num. de ident.: 198).

Opcionalmente un miembro de unién puede unir residuos flanqueantes o residuos estructuralmente cercanos en la molécula
de IL-17A, adicionalmente a unir uno o mas residuos en la sec. con nim. de ident.: 199. Por ejemplo un miembro de unién
puede unir Asn88.

Un miembro de unién de la invencién puede unir IL-17A humana madura (sec. con nim. de ident.: 198) en uno 0 mas, por
ejemplo cinco o mas, por ejemplo diez 0 mas, por ejemplo todos, de los siguientes residuos:

Ser40

Serdl

Asp42

Tyrd3

Arg46

Leu74

Tyr85

His86

Met87

Asn88

Pro126

lle127.

Un miembro de union de la invencion puede unir la IL-17A humana madura en el residuo Ser40, Ser4l, Asp42, Tyrd3 ylo
Arg46.

Un miembro de unién de la invencién puede unir IL-17A humana madura en el residuo Tyr85, His86, Met87 y/o Asn88.

Un miembro de unién puede unir IL-17A humana madura en Pro126 y/o lle127.

Como se sefiala en otra parte en la presente descripcion, la IL-17A forma un dimero de dos cadenas de polipéptidos. Un
miembro de unién o un dominio VH de la invenciéon puede unir cada uno de dos polipéptidos de IL-17A madura en un
dimero.

Por ejemplo, el miembro de unién puede unir un polipéptido de IL-17A del dimero en Tyr85, His86, Met87 y/o Asn88, y/o
puede unir el mismo polipéptido en Pro126 y/o lle127, y/o puede unir el otro polipéptido IL-17A del dimero en Ser40, Ser41,
Asp42, Tyr43 ylo Arg46.

Se puede usar cualquier método adecuado de cristalografia para determinar la secuencia de los residuos unidos por un
miembro de unién, por ejemplo intercambio hidrégeno-deuterio, mutagénesis dirigida, espectrometria de masa, NMR y
cristalografia de rayos X.

El uso de la cristalografia de rayos X para determinar la estructura 3-dimensional de las proteinas a resolucién atomica se
conoce bien por aquellos en la materia y se usa para visualizar en detalles las partes de las proteinas que interactian con
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los anticuerpos (Padavattan y otros, 2007; Karpusas y otros, 2001). Una vez que se obtienen los cristales del miembro de
union en complejo con el antigeno objetivo, ellos se irradian con rayos-X para dar un patrén de difraccion, el cual depende
de la distribucién atémica exacta. El patron de difraccion se puede analizar por los cristalégrafos para determinar las
coordenadas de posicion tridimensional de cada atomo en la estructura. Esto permite una inspeccién detallada de los sitios
de interaccion entre el miembro de unién y la IL-17A.

Asi, los residuos de la IL-17A unidos por un miembro de union se pueden determinar al observar las interacciones entre el
miembro de union y los residuos de IL-17A en una estructura en cristal de rayos X del miembro de union unido a la IL-17A.
La union puede comprender por ejemplo enlaces de hidrogeno y/o interacciones no-polares (hidrofobicas). Una distancia de
corte de 3.2 A se puede usar para determinar los enlaces de hidrégeno, y una distancia de corte de 4.0 A se puede usar
para determinar las interacciones no-polares. Un ejemplo de una determinacion de estructura en cristal de rayos X y la
identificacion de residuos unidos se presenta en el Ejemplo 7.4 en la presente descripcion.

El intercambio de hidrogeno péptido amida es una metodologia muy bien descrita que se usa para estudiar proteinas
(Englander y otros 1994). Mas recientemente esto se desarroll6 adicionalmente para usar proteinas etiquetadas con
deuterio que pueden intercambiar protones y se acopldé a la espectrometria de masa para medir las velocidades de
intercambio a través de toda la proteina (Pantazatos y otros 2004). Esta velocidad de intercambio hidrégeno/deuterio
(intercambio H/D) se puede modificar significativamente por la accesibilidad al solvente de modo que cuando una parte de la
proteina se involucra en la unién a otra molécula la velocidad de intercambio disminuira significativamente. Este enfoque se
usa para mapear las regiones de una proteina involucradas en la interaccion con anticuerpos (Lu y otros 2005), y se uso
para investigar las regiones de la IL-17A involucradas en la unién a anticuerpos de la invencién, como se detalla en el
Ejemplo 7.1 en la presente descripcion. La espectrometria de masa se us6 en conjunto con el intercambio H/D, para
identificar regiones de la IL-17A en contacto con un miembro de unién. Se puede demostrar, por ejemplo, que el intercambio
H/D para los residuos en la sec. con nim. de ident.: 199 se enlentece significativamente cuando la IL-17A se une a un
miembro de unién de la invencion.

La mutagénesis de amino&cidos Unicos y regiones de proteinas con el objetivo de correlacionar la estructura con la actividad
se conoce bien por los expertos en la materia y se usa para identificar regiones de proteinas que se unen a anticuerpos (Lu
y otros 2005). Ejemplos del uso de estas técnicas para miembros de union de la invencién se muestran en el ejemplo 7.2.

La unién a y/o la neutralizacién de la IL-17A humana mutante que tiene la secuencia de aminoacidos sec. con num. de
ident.: 201 se puede usar para ensayar si un miembro de unién se une en la region de las posiciones 71-87 de la IL-17A
humana madura. La ausencia de unién o neutralizacioén, o una unién o neutralizacién significativamente disminuida, con la
IL-17A mutante en comparacion con la silvestre indica que un miembro de union une al menos un residuo de la sec. con
nam. de ident.: 199.

Un miembro de unién de la invenciéon puede opcionalmente no unir y/o neutralizar a la IL-17A humana mutante que tiene la
secuencia de aminoacidos sec. con num. de ident.: 201. Por ejemplo, un miembro de unién de la invencién puede no inhibir
la unién de la IL-17A humana mutante sec. con num. de ident.: 201 a su receptor. La neutralizacion de la IL-17A se puede
determinar por una variedad de ensayos, ejemplos de los cuales se describen en otras partes en la presente descripcion.

Un miembro de unién de la invencion puede no inhibir la liberacién de IL-6 inducida por la IL-17A humana mutante (sec. con
nam. de ident.: 201) en células HT1080. Un miembro de unién de la invencidbn puede no mostrar una potencia de
neutralizacion significativa en un ensayo de liberacion de IL-6 en células HT1080 por medio del uso de la IL-17A mutante
(sec. con num. de ident.: 201) a una concentraciéon de 2 nM, por ejemplo cuando el miembro de unién estd a una
concentracion de hasta 50 nM.

En un ensayo de liberacion de IL-6 en células HT1080, un miembro de unién de la invencion puede tener una IC50 mas de
10-veces mas alta, mas de 20-veces mas alta, mas de 50-veces mas alta 0 mas de 100-veces mas alta en un ensayo con 1
nM de IL-17A humana mutante (sec. con nim. de ident.: 201) que en un ensayo con 1 nM o 2 nM de IL-17A humana
madura (sec. con nim. de ident.: 198). Datos de ejemplo se muestran en el Ejemplo 7.3 (Tabla 20b), que muestran que el
Anticuerpo 7 tiene una potencia mucho mas baja (IC50 mas alta) para la IL-17A mutante en comparacion con la IL-17A
humana madura. Se observa que no se pudo determinar ningun valor de IC50 para el Anticuerpo 7 en el ensayo con la IL-
17A mutante, lo que indica que cualquier valor de IC50 fue mas alto que el que se puede medir en este ensayo.

Como se describe en otros lugares en la presente descripcion, la unién de un miembro de unién a la IL-17 se puede
determinar por medio del uso de la resonancia de plasmones superficiales por ejemplo BIAcore. Un miembro de unién de la
invencion puede por ejemplo no mostrar una union significativa por ejemplo menos de aproximadamente 10 RU en un
ensayo de resonancia de plasmones superficiales con la IL-17A humana mutante que tiene la secuencia de aminoacidos
sec. con nim. de ident.: 201.
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Los datos de resonancia de plasmones superficiales pueden ajustarse a un modelo de analito bivalente (ka kd simultaneas)
y se puede calcular la constante de afinidad Kd a partir de la relacion de constantes de velocidad kd1/kal. Un miembro de
union de la invencion puede tener una afinidad de unién a la IL-17A humana madura (sec. con num. de ident.: 198) que es
mas de 5-veces, por ejemplo méas de 10-veces o mas de 50-veces, mayor que la de union a la IL-17A humana mutante (sec.
con num. de ident.: 201).

Técnicas tales como la cristalografia de rayos X se pueden usar ademéas para identificar los residuos de la IL-17A unidos por
un miembro de union, y puede ser Gtil confirmar y/o refinar los resultados de otras técnicas, por ejemplo identificar los
residuos que se contactan por el miembro de unién. El uso de la cristalografia de rayos X de proteinas para determinar la
estructura secundaria, terciaria y cuaternaria se conoce bien por aquellos expertos en la materia y se us6 previamente para
mapear las partes de las proteinas que interactian con los anticuerpos. (Padavattan y otros, 2007; Karpusas y otros 2001).
Un polipéptido o péptido aislado que comprende, o un péptido aislado que consiste de, la secuencia de aminoacidos sec.
con nim. de ident.: 199, se puede usar en métodos de generacion, aislamiento y/o ensayo de miembros de unién
adicionales para la IL-17A de acuerdo a la presente invencion.

Correspondientemente, aspectos adicionales de la invencion se relacionan a fragmentos aislados de la IL-17A humana
madura de secuencia sec. con nim. de ident.: 198, los fragmentos que comprenden o consisten de la secuencia de
aminoacidos sec. con nim. de ident.: 199. Los fragmentos pueden por ejemplo ser de hasta 20, 25, 30, 50 o 100
aminoacidos de largo. Uno o mas fragmentos pueden formar parte de una secuencia de péptido o polipéptido mas larga la
cual no es una secuencia de aminoacidos de la IL-17A, por ejemplo, la cual no es la IL-17A precursora o0 madura por
ejemplo no es la sec. con nim. de ident.: 198. Los péptidos o polipéptidos que comprenden un fragmento o fragmentos
aislados de la secuencia de aminoacidos de la IL-17A pueden comprender residuos de aminoéacidos adicionales, en donde
los residuos adicionales no son contiguos con una secuencia de aminoacidos de la IL-17A . Por ejemplo, la sec. con nim.
de ident.: 199 puede continuarse o precederse por uno 0 mas residuos no contiguos con la sec. con nim. de ident.: 198. Los
miembros de unién, por ejemplo moléculas de anticuerpo, para tales polipéptidos o péptidos son aspectos de la invencién.

In vivo la IL-17A enddgena esta glicosilada y por lo tanto la IL-17A humana glicosilada es el antigeno objetivo terapéutico
para la terapia humana. Mientras que la IL-17A humana recombinante, la cual puede derivarse de bacterias (por ejemplo
expresada en E. coli) y no estar glicosilada, se puede usar en ensayos descritos en la presente descripcién, demostramos
ademas que miembros de unién de la invencion pueden unir la IL-17A humana glicosilada, tal como la IL-17A que se
produce por células T humanas o células de rifibn embrionario humano (HEK) EBNA. Esto representa una ventaja
significativa de los miembros de unién de la invencion, ya que la IL-17A humana glicosilada es el antigeno objetivo para las
aplicaciones humanas in vivo. La afinidad y/o potencia de los miembros de unién de la invencion por la IL-17A glicosilada y
no-glicosilada puede ser aproximadamente la misma.

Como se describe en més detalles en los ejemplos, los miembros de unién de acuerdo a la invencién neutralizan la IL-17A
con alta potencia. La neutralizacion significa la inhibicién de la actividad biolégica de la IL-17A. Los miembros de unién de la
invencién pueden neutralizar una o més actividades de la IL-17A. La actividad biologica inhibida es tipicamente la union de
la IL-17A a uno o mas de sus parejas de unién o receptores, por ejemplo al IL-17RA.

La neutralizacién de la union de la IL-17 a su receptor se puede medir como liberacién celular de una molécula biolégica por
ejemplo MMP13, PGE2 o una citocina tal como IL-6 o IL-8, en un ensayo bioldgico, a partir de que la unién de la IL-17A a su
receptor induce la liberacién celular de estas moléculas, la cual se puede determinar por medio del uso de ensayos
apropiados, por ejemplo, en células HT1080 (disponible bajo ECACC Num. 85111505), condrocitos u otras células o tipos
de tejidos adecuados.

La inhibicion de la actividad biol6gica puede ser parcial o total. En modalidades especificas, se proporcionan miembros de
union que inhiben la actividad biolégica de la IL-17 en al menos 95%, al menos 90%, al menos 85%, al menos 80%, al
menos 75%, al menos 70%, al menos 60%, o al menos 50% de la actividad en ausencia del miembro de union. El grado en
el cual un miembro de unién neutraliza la IL-17A se conoce como su potencia neutralizante. La potencia se puede
determinar o medir mediante el uso de uno o mas ensayos conocidos por las personas con experiencia y/o como se
describe o se refiere en la presente. Por ejemplo, la potencia se puede ensayar en:

. Ensayo de unién HTRF® ( Fluorescencia homogénea de resolucién temporal) receptor-ligando

. Ensayo de competencia epitopica HTRF®

. Ensayo de liberacion de IL-6 de HT1080

. Ensayo de célula HT1080 por medio del uso de la liberacion sinérgica de IL-6 en respuesta a IL-17 y TNFa
. Ensayo de liberacion de IL-6/IL-8/MMP13/PGE2 de condrocitos

. Ensayo de liberacion de IL-6 en explantes de cartilago
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. Ensayo de liberacién de IL-6 en fibroblastos sinoviales (por ejemplo de pacientes RA u OA ), por ejemplo por medio
del uso de respuesta sinérgica de IL-6 a IL-17 y TNFa

Los métodos de ensayo se describen en los Ejemplos.

La potencia de neutralizacién de un miembro de unién como se calcula en un ensayo por medio del uso de la IL-17 de una
primera especie (por ejemplo humano) se puede comparar con la potencia de neutralizacion del miembro de unién en el
mismo ensayo por medio del uso de la IL-17 de una segunda especie (por ejemplo cinomolgo), con el objetivo de evaluar la
extensioén de la reactividad cruzada del miembro de unién por la IL-17 de las dos especies.

Miembros de unién de la invencion se unen a la IL-17A humana y a la IL-17A de mono cinomolgo, y puede tener una
diferencia de menos de 30-veces, por ejemplo menos de 25-, 20-, 15-, 10-, 5- 0 2-veces en la potencia para neutralizar la IL-
17A humana y de cinomolgo, por ejemplo como se determina en un ensayo de liberacion de IL-6 de HT1080.

Por ejemplo, los datos en la presente descripcion indican que los Anticuerpo nims. 1-4 y 7-16 tienen una diferencia de
menos de 20-veces en la potencia para neutralizar la IL-17A humana y de cinomolgo respectivamente, en un ensayo de
liberacion de IL-6 de HT1080 descrito en la presente descripcion. Los datos se representan en el Ejemplo 2. Asi, en algunas
modalidades, la potencia de neutralizacion de miembros de unién de la invencién para la IL-17A humana y de cinomolgo
esta dentro de 20-veces. En algunas modalidades la potencia de neutralizacion para la IL-17A humana y de cinomolgo es
aproximadamente la misma o equipotente, es decir dentro de 10 veces.

La potencia se expresa normalmente como un valor de ICsg, en nM a menos que declare de cualquier otra forma. En
ensayos funcionales, la ICs es la concentracién de un miembro de unidn que reduce una respuesta bioldgica en un 50% de
su maximo. La ICso se puede calcular mediante el gréfico del % de la respuesta bioldgica méxima en funcion del logaritmo
de la concentracion de los miembros de unién, y el uso de un programa de software, tal como el Prism (GraphPad) u Origin
(Origin Labs) para ajustar a una funcion sigmoidal los datos para generar valores de ICso.

Un miembro de unién de la invencion puede tener una potencia de neutralizaciéon o ICsy de hasta 15 nM en un ensayo
HTRF® para la IL-17A humana como se describe en la presente descripcion. Este ensayo se puede usar para determinar la
ICso para miembros de unién en formato scFv. La ICso puede ser por ejemplo hasta 10.0, 5.0, 4.0, 3.0, 2.0 6 1.0 nM. Los
ejemplos de los datos de la ICso se presentan en el Ejemplo 2 (ver la Tabla 5). Se usa una concentracion final de 0.75 nM de
IL-17A humana en el ensayo de unién receptor ligando HTRF® y se da un método detallado en los ejemplos.

Un miembro de unién de la invencién puede tener una potencia de neutralizacion o ICso de hasta 40 nM en un ensayo de
liberacion de IL-6 de HT1080 por IL-17 humana. La ICso puede ser por ejemplo de hasta 35, 25, 20, 15, 10 6 5 nM. Un
miembro de unién de la invencion puede tener una potencia de neutralizacién o ICso de hasta 3.0, 2.0 0 1.0 nM en un
ensayo de liberacién de IL-6 de HT1080 por IL-17 humana .Los ejemplos de los datos de la ICsg se presentan en el Ejemplo
2 (ver la Tabla 6A).Este ensayo mide la liberacion de IL-6 en respuesta a 1 nM de IL-17A humana y un método detallado se
da en los ejemplos.

Un miembro de unidn de la invencion puede tener una valor de pA. de aproximadamente o menos que 10 en un ensayo de
liberacion de IL-6 de HT1080 por IL-17 humana . Métodos de analisis de pA; se describen en la seccion de Ejemplos. Los
datos del ejemplo se presentan en el Ejemplo 3 (ver la Tabla 8a).

Un miembro de unién de la invencién puede tener una potencia de neutralizaciéno ICso de no mas de 1 nM en un ensayo de
células HT1080 al medir la liberacién sinérgica de IL6 en respuesta a 125 pM de IL-17A humana y 25 pM de TNFa. Un
miembro de unién de la invencién puede tener una potencia de neutralizacién o ICso de no mas de 1, 0.5, 0 0.3 nM en este
ensayo. Los ejemplos de los datos de la ICsg se presentan en el Ejemplo 2 (ver la Tabla 6b).

Un miembro de unién de la invencion puede tener una ICso de no méas de 1 nM, por ejemplo no mas de 0.9, 0.8, 0.7, 0.6, 0.5,
0.4, 0.3, 0.2 0.1 nM para la inhibicién de la liberacion de IL-6 en células HT1080 estimulada por la IL-17A glicosilada de
células T humanas. Los datos del ejemplo se presentan en el Ejemplo 2 (ver la Tabla 6c). Estos datos indican que los
anticuerpos de la invencién se unen y neutralizan la IL-17A humana nativa.

Ventajosamente, la alta potencia de neutralizacién se puede combinar con una buena reactividad cruzada entre especies.
Asi, por ejemplo, un miembro de unién puede tener una IC50 de no mas de 1 nM en un ensayo de liberacion de IL-6 por
HT1080 con IL-17A humana, en donde la IC50 en el ensayo de HT1080 IL-17A humana no es méas de 10-veces diferente de
la IC50 en el ensayo de HT1080 IL-17A de cinomolgo. La potencia de neutralizacion para la IL-17A humana puede ser
mayor que con la de cinomolgo
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Un miembro de union de la invencién puede tener una potencia de neutralizacion de ICso de hasta 150 nM en un ensayo de
liberacion de IL-6 de HT1080 por IL-17 de cinomolgo, por ejemplo en formato IgG1. La ICso puede ser por ejemplo de hasta
150, 100, 50, 40, 30, 25, 20, 15, 10 6 5 nM. Los ejemplos de los datos de ICso se presentan en el Ejemplo 2 (ver la Tabla
6A).Un concentracion final de 1 nM de IL-17A de cinomolgo se usa en el ensayo de liberacion de IL-6 en células HT1080 y
un método detallado se da en los ejemplos.

La potencia para la inhibicién de la liberacion de IL-6, IL-8, MMP13, y/o PGE; se puede determinar en condrocitos primarios
humanos por medio del uso de un ensayo como se describe en la presente descripcion. Los ejemplos de los datos para los
miembros de unién de esta invencion en estos ensayos se muestran en el Ejemplo 4. Un miembro de unién de la invencion
puede tener una ICsp de hasta 3.0 nM, por ejemplo hasta 2.0, 1.0, 0.9, 0.8, 0.7, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3 0 0.2 nM, en un ensayo de
liberacion de IL-6 de condrocitos por medio del uso de IL-17 a una concentracién de 0.2 nM. Un miembro de unién de la
invencion puede tener una ICso de hasta 20 nM, por ejemplo hasta 10, 5.0, 4.0, 3.0 0 2.0 nM en un ensayo de liberacion de
IL-6 de condrocitos por medio del uso de IL-17 a una concentracion de 2 nM.

Un miembro de unién de la invencion puede tener una ICso de hasta 3.0 nM, por ejemplo hasta 2.5, 2.3, 1.0, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2
0 0.1 nM en un ensayo de liberacién de IL-8 por condrocitos por medio del uso de IL-17 a una concentracion de 0.2 nM. Un
miembro de unién de la invencién puede tener una ICs, de hasta 8 nM, por ejemplo hasta 5, 4, 3, 2, 1.8,1.6,1.5,1.00 0.8
nM en un ensayo de liberacion de IL-8 por condrocitos por medio del uso de IL-17 a una concentracion de 2 nM.

Un miembro de unién de la invencién puede tener una ICsy de hasta 5 nM, por ejemplo hasta 4, 3, 2, 1, 0.5 nM en un
ensayo de liberacion de MMP13 por condrocitos por medio del uso de IL-17 a una concentracion de 0.2 nM. Un miembro de
unién de la invencién puede tener una ICso de hasta 40 nM, por ejemplo hasta 30, 20, 10, 5 nM, en un ensayo de liberacion
de MMP13 por condrocitos por medio del uso de IL-17 a una concentracién de 2 nM.

Un miembro de uniéon de la invencion puede tener una ICso de hasta 6 nM, por ejemplo hasta 5, 4, 3, 2, 1, 0.5 nM en un
ensayo de liberacion de PGE: por condrocitos por medio del uso de IL-17 a una concentracion de 2 nM.

Los miembros de unién de la invencion pueden exhibir actividad inhibitoria, por ejemplo al menos 80% o 90% de inhibicion,
0 100% de inhibicién, en un ensayo de liberacion de IL-6 por medio del uso de IL-17A a una concentracién de 10 ng/ml en
una respuesta sinérgica con TNFa al ng/ml en un ensayo de explante de cartilago post-mortem. Un miembro de unién de la
invencion puede tener una ICsp de no mas de 5 nM, por ejemplo no mas de 4, 3, 2, 1, 0.5 nM en un ensayo de liberacion de
IL-6 de explante de cartilago post-mortem por medio del uso de IL-17A a un concentracion de 10 ng/ml en una respuesta
sinérgica con TNFa a 1 ng/ml. Los datos del ejemplo se presentan en el Ejemplo 6.1 (Tablas 15a y 15b).

Los miembros de unién de la invencion pueden exhibir actividad inhibitoria, por ejemplo al menos 50, 60 o 65 % de
inhibicién, en un ensayo de sinergia IL-17/TNFa en fibroblastos sinoviales OA , como se describe en la presente descripcion
(por ejemplo en un ensayo de liberacion de IL-8 por medio del uso de 10 ng/ml o 1 ng/ml de IL-17 en un respuesta sinérgica
con TNFa, donde la maxima respuesta tiene un componente de IL-17 y de TNFa). Los datos del ejemplo se presentan en el
Ejemplo 6.2 (Tablas 16ay 16b).

Un miembro de union de la invencién puede tener una ICso de no mas de 5 nM, por ejemplo no méas de 4, 30 2 nM en un
ensayo de liberacion de IL-8 por fibroblastos sinoviales de RA por medio del uso de IL-17 a una concentracion de2 nM. Los
datos del ejemplo se presentan en el Ejemplo 6.3 (Tabla 17).

Un miembro de unién de la invencién puede tener una ICso de no mas de 5 nM, por ejemplo no mas de 4, 3 02 nM en un
ensayo de liberacién de IL-8 por fibroblastos sinoviales de RA sinérgico de IL-17A méas TNFa por medio del uso de IL-17 a
una concentracion del nM y TNFa a 0.1 ng/ml. Los datos del ejemplo se presentan en el Ejemplo 6.3 (Tabla 17).

En un ensayo de bolsa de aire pre-mezclado de ratén que se describe en la presente descripcion; un miembro de unién de
la invencion puede inhibir la liberacion de IL-6 inducida por la IL-17A (pre-mezclada con el miembro de unién) por al menos
25%, por ejemplo al menos 30, 35, 40, 45, 50, 55 0 60%. La inhibicién puede ser aproximadamente 100%. Un miembro de
unién puede tener, por ejemplo, una IDsg de hasta 10, por ejemplo hasta 5, 4, 3, 21 6 0.5 pg en este ensayo. Ademas en el
ensayo de bolsa de aire pre-mezclado en raton descrito en la presente descripcion, un miembro de unién de la invencién
puede inhibir el influjo de leucocitos inducido por la IL-17A en al menos 80%, por ejemplo al menos 85, 90, 95, 98 0 99%. La
inhibicion puede ser aproximadamente 100%. Un miembro de unién puede tener, por ejemplo, una IDsg de hasta 5, 4, 3,2 6
1 pg en este ensayo. Datos de ejemplo para un miembro de unién de la invencion con los conjuntos de CDRs del Anticuerpo
2 y el Anticuerpo 7 se presentan en el Ejemplo 5 (ver Tabla 13a y Tabla 14a).

En un ensayo de bolsa de aire en un raton dosificado sistémicamente descrito en la presente descripciéon, un miembro de

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2399475713

union de la invencion puede inhibir la liberacion de IL-6 inducida por la IL-17A (el miembro de unién se dosifica
sistémicamente seguido por la administracion de IL-17A a la bolsa de aire) en al menos 70%, por ejemplo al menos 75, 80 u
85%. Un miembro de unién puede tener, por ejemplo, una IDso de hasta 1 pg, por ejemplo hasta 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1 6 0.05
Mg en este ensayo. Ademas en el ensayo de bolsa de aire en el ratdén dosificado sistémicamente descrito en la presente
descripcién, un miembro de unién de la invencion puede inhibir el influjo de leucocitos inducido por la IL-17A en al menos
70%, por ejemplo al menos 75, 80, 85, 90 0 95%. La inhibicién puede ser aproximadamente 100%. Un miembro de unién
puede tener, por ejemplo, una IDsp de hasta 2, por ejemplo hasta 1.5, 1, 0.9, 0.8, 0.7 6 0.6 ug en este ensayo. Datos de
ejemplo para un miembro de unién de la invencién con los conjuntos de CDRs del Anticuerpo 7 se presentan en el Ejemplo
5 (ver Tabla 13b y Tabla 14b).

Los datos obtenidos en el ensayo de bolsa de aire como se describe en el Ejemplo 5 demuestran la habilidad de un
miembro de union de inhibir las respuestas inducidas por la IL-17A cuando se administra localmente o sistémicamente. Los
datos indican que la administracién de un miembro de unién de la invencion es efectiva para tratar trastornos asociados con
la IL-17A en sitios localizados de inflamacién, y asi es Util para tratar trastornos tales como la artritis reumatoide a través de
la inhibicién de las respuestas inducidas por la IL-17A en la articulacién sinovial. Es notable que la administracién sistémica
de un miembro de unién de la invencion mostré ser efectiva para inhibir los efectos de la IL-17A, y que no se requirid
administracion local para una inhibicion efectiva. Esta es una ventaja particular para el uso clinico de los miembros de unién,
por ejemplo en el hombre, donde se puede usar la administracion sistémica, y donde el sitio de administracion
frecuentemente esta separado del sitio o sitios donde se manifiesta el trastorno, por ejemplo el sitio, o sitios de la
inflamacion, tales como la articulacién sinovial.

Ademas, la cinética de union y la afinidad (expresadas como la constante de equilibrio de disociacion, Kd) de miembros de
unién a la IL-17A por la IL-17A se puede determinar, por ejemplo por medio del uso de resonancia de plasmones
superficiales tal como BlAcore, o la Kd se puede estimar a partir del andlisis de pA,.

Un miembro de unién de la invencién puede por ejemplo tener una Kd para la IL-17A humana de menos de 1000 pM, por
ejemplo menos 600, 500, 400, 300 o 200 pM segun se calcula a partir del analisis de pA: en el ensayo de liberacion de IL-6
de HT1080 por IL-17.

Como se describe en otros lugares en la presente descripcion, la resonancia de plasmones superficiales implica el paso de
un analito en fase fluida sobre un ligando unido a un soporte, y determinar la union entre el analito y el ligando. Puede
llevarse a cabo la resonancia de plasmones superficiales por ejemplo en la cual la IL-17A pasa en fase fluida sobre un
miembro de unién unido a un soporte. Los datos de la resonancia de plasmones superficiales se pueden ajustar a un
modelo de datos de analito bivalente o a un modelo de datos de analito monovalente. Como se muestra en los Ejemplos en
la presente descripcion, se encontré6 que un modelo de datos de analito bivalente fue particularmente adecuado para la
determinacion de la afinidad de los miembros de unién a la IL-17. Una constante de afinidad Kd se puede calcular a partir de
la relacion de constantes de velocidad kdl/kal como se determinaron por la resonancia de plasmones superficiales por
medio del uso de un modelo de datos de analito bivalente.

Ejemplos de valores de KD estimados para la unién de IL-17 que se calcularon por medio del uso de la resonancia de
plasmones superficiales se presentan en el Ejemplo 3 (ver Tabla 8b). Estos datos demuestran buenas propiedades de unién
del Anticuerpo 7 por la IL-17A humana producida recombinantemente por la expresién en E. coli o en células HEK EBNA. La
union de la IL-17A a partir de células HEK EBNA demostré que el anticuerpo se une a la IL-17A humana glicosilada nativa.
La unién por el Anticuerpo 7 de la forma glicosilada nativa indica que todos los Anticuerpos 1 al 16 son capaces de unir la IL-
17A humana glicosilada nativa, dado que todos estos anticuerpos derivaron de un Unico anticuerpo parental (Anticuerpo 1) y
asi se cree que todos unen los mismos o muy similares epitopos de la IL-17A.

Un miembro de unién de la invencion puede tener una diferencia de menos de 5-veces, por ejemplo menos de 2.5-veces o
menos de 2 veces, en la afinidad para la unién a la IL-17A humana expresada en células humanas (por ejemplo IL-17A
derivada de HEK EBNA) que para la unién a la IL-17A humana expresada en células de bacteria (por ejemplo IL-17A
derivada de E. coli).

Un miembro de union de la invencion puede tener una Kd para la IL-17A humana de aproximadamente o menos de 2.5 nM,
calculada a partir de la relacion de constantes de velocidad kd1/kal seglin se determiné por la resonancia de plasmones
superficiales por medio del uso de un modelo de datos de analito bivalente. Por ejemplo, un miembro de unién de la
invencion puede tener una Kd para la IL-17A humana de menos de 2.5 nM, 2 nM, 1.5nM, 1.0 nM o 0.5 nM calculadas a
partir de la relacion de constantes de velocidad kdl/kal segin se determind por medio del uso de la resonancia de
plasmones superficiales, por medio del uso de un modelo de datos de analito bivalente.

Un miembro de unién de la invencion puede tener una afinidad para la IL-17A humana de aproximadamente o menor de 0.3
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nM, segln se determind por la resonancia de plasmones superficiales por medio del uso de un modelo de datos de analito
monovalente. Un miembro de union de la invencién puede por ejemplo tener una Kd para la IL-17A humana de menos de
300 pM, por ejemplo menos de 200 pM, segun se calcul6 por medio del uso de la resonancia de plasmones superficiales por
medio del uso de un modelo de datos monovalente.

Un miembro de unién de la invencién puede tener una Kd para la IL-17A de cinomolgo de aproximadamente o menos de 1.5
nM calculada a partir de la relacion de constantes de velocidad kd1/kal segun se determiné por la resonancia de plasmones
superficiales por medio del uso de un modelo de datos de analito bivalente.

Los miembros de unién de la invencién pueden tener una diferencia de menos de 10-veces en la afinidad por la IL-17A
humana y de cinomolgo, por ejemplo segun se determiné por medio del uso de la resonancia de plasmones superficiales,
por medio del uso de un modelo monovalente o bivalente para ajustar los datos. Asi, un miembro de unién de la invencion
puede unir la IL-17A de cinomolgo con una Kd menos de 10-veces diferente que para unir la IL-17A humana, por ejemplo
una diferencia de menos de 5-veces 0 menos de 3-veces, segun se determiné por medio del uso de la resonancia de
plasmones superficiales. Como se sefial6 en otra parte en la presente descripcion, una constante de afinidad Kd se puede
calcular a partir de la relacién de constantes de velocidad kd1/kal segin se determinaron por la resonancia de plasmones
superficiales por medio del uso de un modelo de datos de analito bivalente. Como se ilustra en el Ejemplo 3 y la Tabla 8b,
se determiné una buena reactividad cruzada en la unién de la IL-17A humana y de cinomolgo para el Anticuerpo 7.

Los datos de reactividad cruzada obtenidos para el Anticuerpo 7 se pueden tomar como representativos de la reactividad
cruzada para todos los Anticuerpos 1 al 16, dado que todos estos anticuerpos se derivaron a partir de un Unico anticuerpo
parental (Anticuerpo 1) y asi se cree que todos unen los mismos o altamente similares epitopos de la IL-17.

Los datos que se informan en la presente descripcion indican que los miembros de unién de la invencién no tienen
reactividad cruzada con los homélogos de la IL-17 IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E o IL-17F. Se observa una union débil con
la IL-17F en algunos casos. La reactividad cruzada se puede determinar por ejemplo al medir el grado de inhibicion por un
homoélogo de la IL-17 de la unién de la IL-17A a un miembro de unién de la invencidn, por ejemplo por medio del uso de un
ensayo de competencia de epitopo HTRF® como se describe en la presente descripcion. Como se describe en la presente
descripcioén, los homoélogos B-E de la IL-17 no inhiben significativamente la unién de la IL-17A a miembros de unién de la
invencioén en tal ensayo, lo que demuestra que los miembros de unién no tienen reactividad cruzada con los homologos de
lalL-17 BaE.

Un miembro de unién de la invencion puede mostrar inhibicion parcial (es decir, menos del 100 %) de la unién a la IL-17A en
un ensayo de competencia de epitopos con la IL-17F, por ejemplo en donde la IL-17F esta a una concentracién de 1 uM o
més. Por ejemplo, la IL-17F puede inhibir la unién a la IL-17A por no mas del 50 %, por ejemplo no mas que
aproximadamente el 20%.

Ninguna de las IL-17B, C, D, E ni F puede ser capaz de inhibir totalmente la unién de un miembro de unién a la IL-17A
humana. La unién de un miembro de union de la invencion a la IL-17A humana puede no inhibirse totalmente por 1 uM de
ninguna de las IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E o IL-17F (individualmente) en un ensayo de competencia de epitopos. Asi, la
union del miembro de unidn a la IL-17A humana puede no inhibirse por méas del 50%, por ejemplo no mas del 20%, por 1 uM
de ninguna de las IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E o IL-17F en un ensayo de competencia de epitopos por medio del uso de
la IL-17A etiquetada a una concentracion igual a la constante de disociacion Kd de la interaccién del miembro de unién con
la IL-17A humana, en donde dicha Kd se calcula a partir de la relacién de constantes de velocidad kd1l/kal segun se
determiné por la resonancia de plasmones superficiales, por ejemplo BlAcore, por medio del uso de un modelo de datos de
analito bivalente. La unién del miembro de union a la IL-17A humana en tal ensayo de competencia de epitopos puede por
ejemplo no inhibirse por 1 uM de ninguna de las IL-17B, IL-17C, IL-17D o IL-17E, y puede no inhibirse, o puede inhibirse
pero menos del 50 %, por 1 uM de IL-17F.

Los datos del ejemplo en el ensayo de competencia de epitopos se presentan en el Ejemplo 2.7 (ver Tabla 7). Los valores
de IC50 no pudieron determinarse en un ensayo de competencia de epitopos con las IL-17B, C, D, E o F, lo que indica que
los valores de IC50 fueron demasiado altos para medirlos en este ensayo.

La limitada reactividad cruzada con los homdlogos de la IL-17 que exhiben los miembros de unién de la invencion ofrece
una ventaja para su uso terapéutico y/o diagndstico, particularmente en aplicaciones in vivo donde es deseable inhibir
especificamente la IL-17A. Los efectos colaterales causados por la reactividad cruzada no deseada se reducen. Mas aun,
se pueden usar concentraciones mas bajas de los miembro de unién, ya que la limitada reactividad cruzada significa que
mas de la dosis administrada del miembro de unién esta disponible para unirse a la IL-17A objetivo. Esto representa una
ventaja particular en la dosificacién para las aplicaciones terapéuticas in vivo.
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Un miembro de union de la invenciéon puede comprender una molécula de anticuerpo, por ejemplo una molécula de
anticuerpo humana. El miembro de unién normalmente comprende un dominio de anticuerpo VH y/o VL. Los dominios VH
de los miembros de union ademas se proporcionan como parte de la invencion. Dentro de cada uno de los dominios VH y
VL estan las regiones determinantes de la complementariedad, ("CDR"), y las regiones marco, ("FR"). Un dominio VH
comprende un conjunto de HCDR, y un dominio VL comprende un conjunto de LCDR. Una molécula de anticuerpo puede
comprender un dominio VH de anticuerpo que comprende un VH CDR1, CDR2 y CDR3 y un marco. Puede alternativamente
0 ademas comprender un dominio VL de anticuerpo que comprende un VL CDR1, CDR2 y CDR3 y un marco. Un marco del
dominio VH o VL comprende cuatro regiones de marco, FR1, FR2, FR3 y FR4, intercaladas con las CDR en la siguiente
estructura:

FR1 - CDR1 - FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4.

Los ejemplos de los dominios VH y VL de anticuerpo, FR y CDR de acuerdo con la presente invencion son los enumerados
en la lista de secuencias adjunta que forma parte de la presente descripcién. CDR ilustrativas adicionales se describen mas
abajo y en la Tabla 21. Todas las secuencias de VH y VL, las secuencias de las CDR, los conjuntos de las CDR vy los
conjuntos de las HCDR vy los conjuntos de las LCDRs descritos en la presente descripcion representan aspectos y
modalidades de la invencion. Como se describe en la presente descripcion, a "un conjunto de CDR" comprende CDR1,
CDR2 y CDR3. Asi, un conjunto de HCDR se refiere a HCDR1, HCDR2 y HCDR3, y un conjunto de LCDR se refiere a
LCDR1, LCDR2 y LCDR3. A menos que se indique de cualquier otra forma, un "conjunto de CDR" incluye HCDR y LCDR.
Tipicamente los miembros de unién de la invencién son anticuerpos monoclonales.

Un aspecto adicional de la invencion es una molécula de anticuerpo que comprende un dominio VH que tiene al menos 80,
85, 90, 95, 98 0 99 % de identidad en la secuencia de aminoacidos con un dominio VH de cualquiera de los anticuerpos 1 al
16 que se muestran en la lista de secuencias adjunta, y/o que comprenden un dominio VL que tiene al menos 80, 85, 90, 95,
98 0 99 % de identidad en la secuencia de aminoacidos con un dominio VL de cualquiera de los anticuerpos 1 al 16 que se
muestran en la lista de secuencias adjunta Los algoritmos que se pueden usar para calcular el % de identidad de dos
secuencias de amino&cidos incluyen, por ejemplo, BLAST (Altschul y otros. 1990), FASTA (Pearson & Lipman 1988), o el
algoritmo de Smith-Waterman (Smith & Waterman 1981), por ejemplo, al emplear parametros predeterminados .

Un miembro de union de la invencién puede comprender un sitio de unién al antigeno dentro de una molécula que no es un
anticuerpo, normalmente proporcionado por una o varias CDR, por ejemplo una HCDR3 y/o LCDR3, o un conjunto de CDR
en un andamio de proteina que no es un anticuerpo, como se explica mas abajo.

Como se describe en més detalles en la Parte Experimental, aislamos una molécula de anticuerpo parental (anticuerpo nam.
1) con un conjunto de secuencias de CDR como se muestra en la Tabla 21. A través de un proceso de optimizacion se
generé un grupo de clones de anticuerpos numerados 2 al 16, con secuencias de las CDR3 derivadas de las secuencias de
las CDR3 parentales y que tienen sustituciones en las posiciones que se indican en la Tabla 21. Asi por ejemplo se puede
ver a partir de la Tabla 21 que el Anticuerpo 2 tiene las secuencias parentales HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1 y LCDR2,
y tiene una secuencia parental LCDR3 en la cual los residuos de Kabat 93 y 94 se remplazan con P y H, respectivamente.

La molécula de anticuerpo parental, y las moléculas de anticuerpo 2 al 16, como se describe en la presente descripcion se
refieren respectivamente a moléculas de anticuerpo con CDRs de la molécula de anticuerpo parental y a moléculas de
anticuerpo con CDRs de las moléculas de anticuerpo 2 al 16.

Se describe en la presente un miembro de unién que comprende el conjunto parental de las CDR como se muestra en la
Tabla 21, en el cual HCDR1 es la sec. con nim. ident.: 3 (residuos de Kabat 31-35), HCDR2 es la sec. con nim. ident.: 4
(residuos de Kabat 50-65), HCDR3 es la sec. . con nim. ident.: 5 (residuos de Kabat 95-102), LCDR1 es la sec. con nim.
ident.: 8 (residuos de Kabat 24-34), LCDR2 es la sec. con num. ident.: 9 (residuos de Kabat 50-56) y LCDR3 es la sec. con
nam. ident.: 10 (residuos de Kabat 89-97).

Un miembro de unién de la invencion puede comprender una o0 mas CDRs como se describe en la presente descripcion, por
ejemplo una CDR3, y opcionalmente una CDR1 y CDR2 para formar un conjunto de CDRs. El CDR o conjunto de CDRs
puede ser un CDR parental o un conjunto parental de CDRs, o puede ser un CDR o conjunto de CDRs de cualquiera de los
anticuerpos 2 al 16, o puede ser una variante de los mismos como se describe en la presente descripcion.

Por ejemplo, un miembro de unién o un dominio VL de acuerdo a la invencién puede comprender el LCDR3 parental con los
residuos de Kabat 93 y 94 remplazados por P y H, respectivamente.

Un miembro de unién o un dominio VH puede comprender el HCDR3 parental con una o mas de las siguientes
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sustituciones:

el residuo de Kabat 98 reemplazado por F o H;

el residuo de Kabat 100A reemplazado por Go T;
el residuo de Kabat 101 reemplazado por R;

el residuo de Kabat 102 reemplazado por G o N.

Un miembro de unién, o un dominio VL del mismo puede comprender la LCDR3 parental con una o méas de las siguientes
sustituciones:

el residuo de Kabat 90 reemplazado por T;

el residuo de Kabat 92 reemplazado por N o S;

el residuo de Kabat 93 reemplazado por H o P;

el residuo de Kabat 94 reemplazado porH, K, R, To Y;

el residuo de Kabat 95 reemplazado por D, N o V;

el residuo de Kabat 96 reemplazado por | o Q.

La sustitucién de D en la posicion de Kabat 93 en LCDR3 con P se asocia con una mayor potencia de un miembro de unién
contrala IL-17A humana y/o de cinomolgo.

Los miembros de unién de la invencion pueden comprender una HCDR1, HCDR2 y/o HCDR3 de cualquiera de los
anticuerpos 1 a 16 y/o una LCDR1, LCDR2 y/o LCDR3 de cualquiera de los anticuerpos 1 a 16, por ejemplo un conjunto de
CDR de cualquiera de los anticuerpos 1 ta 16 mostrados en la Tabla 21. Un miembro de unién puede comprender un
conjunto de VH CDR de uno de estos anticuerpos. Opcionalmente puede comprender ademas un conjunto de VL CDR de
uno de estos anticuerpos, y las VL CDR pueden ser del mismo anticuerpo o uno diferente como las VH CDRs. Un dominio
de VH que comprende un conjunto de HCDRs de cualquiera de los anticuerpos 1 al 16, y/o un dominio de VH que
comprende un conjunto de LCDRs de cualquiera de los anticuerpos 1 al 16, son ademéas modalidades individuales de la
invencion.

Tipicamente, un dominio VH se aparea con un dominio VL para proporcionar un sitio de unién antigeno anticuerpo, aunque
como se discutié6 mas abajo un dominio VH o VL solo se puede usar para unirse al antigeno. En una modalidad, el dominio
VH del anticuerpo 1 se aparea con el dominio VL del anticuerpo 1, de manera que se forma un sitio de union del antigeno en
el anticuerpo que comprende tanto los dominios VH y VL del anticuerpo. Se proporcionan modalidades analogas para los
demas dominios VH y VL descritos en la presente. En otras modalidades, la VH del anticuerpo 1 estd apareada con un
dominio VL diferente de la VL del anticuerpo 1. La promiscuidad en las cadenas ligeras esta bien establecida en la materia.
Una vez mas, modalidades anélogas se proporcionan por la invencion para los otros dominios VH y VL descritos en la
presente. Asi, la VH del parental o de cualquiera de los anticuerpos 2 al 16 puede aparearse con la VL del parental o de
cualquiera de los anticuerpos 2 al 16.

Un aspecto de la invencion es una molécula de anticuerpo aislada que comprende un dominio VH con la secuencia de
amino&cidos del dominio VH que se muestra en sec. con nim. de ident.: 62 y un dominio VL con la secuencia de
aminoé&cidos del dominio VL que se muestra en sec. con nim. de ident.: 67 o sec. con num. de ident.: 176.

Un miembro de unién puede comprender un conjunto de CDR H y/o L de cualquiera de los anticuerpos 2 al 16 con diez o
nueve o menos, por ejemplo una, dos, tres, cuatro o cinco sustituciones dentro del conjunto descrito de CDRs H y/o L. Por
ejemplo, un miembro de union de la invencién puede comprender el conjunto de CDRs H y/o L del Anticuerpo 7 con 10 o
menos sustituciones, por ejemplo cinco o menos sustituciones, por ejemplo cero, una o dos sustituciones. Las sustituciones
se pueden hacer potencialmente en cualquier residuo en el conjunto de CDRs, y pueden estar en la CDR1, CDR2 y/o
CDR3.

Las sustituciones pueden estar en la CDR3, por ejemplo, en las posiciones sustituidas en cualquiera de los Anticuerpos 2 al
16, como se muestra en la Tabla 21. Asi, una o mas sustituciones pueden comprender una 0 mas sustituciones en los
siguientes residuos:

el residuo de Kabat 98, 100A, 101 6 102 en HCDR3; o

el residuo de Kabat 90, 92, 93, 94, 95 6 96 en LCDR3.

Asi, una CDR3 puede por ejemplo ser una LCDR3 parental (Anticuerpo 1) que tiene una sustitucion en los residuos de
Kabat 93 y/o 94.

Los ejemplos de sustituciones en CDRs parentales se describen en otros lugares en la presente descripcion. Como se
describid, las sustituciones pueden comprender una o mas sustituciones como se muestra en la Tabla 21.
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[0106] Un miembro de unién de la invenciéon puede comprender una HCDR1, HCDR2 y/o HCDR3 como sigue a
continuacion:

HCDR1 en donde el residuo de Kabat 31 es Ser, Ala, Gly, Thr o Cys por ejemplo Ser y/o el residuo de Kabat 32 es Tyr;
HCDR2 en donde el residuo de Kabat 58 es Tyr o Phe, por ejemplo Tyr;

HCDR3 en donde

El residuo de Kabat 96 es un residuo hidrofébico, es decir un residuo de amino acido con una cadena lateral no-polar, por
ejemplo Leu, lle, Val, Ala o Phe, por ejemplo Leu,

El residuo de Kabat 97 es un residuo hidrofébico por ejemplo lle, Leu, Val, Ala o Phe, por ejemplo, lle, y/o

El residuo de Kabat 98 es un residuo ciclico, es decir un residuo de amino acido con una cadena lateral que comprende
una porcion ciclica. Por ejemplo, el residuo de Kabat 98 puede ser His, Trp o Phe, por ejemplo His o Trp, por ejemplo His.

Como se indica en el Ejemplo 7.4, los residuos en estas posiciones de las HCDR pueden unir la IL-17A.

Un miembro de unién de la invencion puede comprender una LCDR1 y/o LCDR3 como sigue a continuacion:
LCDR1 en donde el residuo de Kabat 31 es Tyr o Phe, por ejemplo Tyr, y/o el residuo de Kabat 32 es Tyr o Phe, por ejemplo
Tyr,

LCDR3 en donde el residuo de Kabat 91 es Tyr y/o el residuo de Kabat 93 es Pro, hidroxiprolina, His, metilhistidina Asp, por
ejemplo Pro o His, por ejemplo Pro.

Opcionalmente, el residuo de Kabat 29 en LCDR1 es Ala y/o el residuo de Kabat 30 en LCDR1 es Asn.

Opcionalmente, un miembro de unién de la invencion puede comprender una LCDR2 en donde el residuo de Kabat 53 es un
residuo de amino acido con una cadena lateral polar no cargada, por ejemplo Gin.

Como se indica en el Ejemplo 7.4, los residuos en estas posiciones de las LCDR pueden unir la IL-17A

Por ejemplo, un miembro de unién de la invencién puede comprender un conjunto de CDRs: HCDR1, HCDR2, HCDR3,
LCDR1, LCDR2 y LCDRS3, que comprende 7 0 mas, por ejemplo 8, 9 o todos de los siguientes residuos:

o Ser, Ala, Gly, Thr o Cys, por ejemplo Ser, en el residuo de Kabat 31 de HCDR1;

. Tyr en el residuo de Kabat 32 de HCDR1,;

. Tyr o Phe, por ejemplo Tyr, en el residuo de Kabat 58 de HCDR?2;

. un residuo hidrofdbico, por ejemplo, Leu, lle, Val, Ala o Phe, por ejemplo Leu, en el residuo de Kabat 96;

. un residuo hidrofébico, por ejemplo lle, Leu, Val, Ala o Phe, por ejemplo lle, en el residuo de Kabat 97 de HCDR3;

. un residuo ciclico por ejemplo, His, Trp o Phe, por ejemplo His o Trp, por ejemplo His, en el residuo de Kabat 98 de
CDRS3;

. Tyr o Phe, por ejemplo Tyr, en el residuo de Kabat 31 de LCDR1;

. Tyr o Phe, por ejemplo Tyr, en el residuo de Kabat 32 de LCDR1;

. Tyr en el residuo de Kabat 91 de LCDRS3; y

. Pro, hidroxiprolina, His o 3-metilhistidina, por ejemplo, Pro o His, por ejemplo, Pro, en el residuo de Kabat 93 de
LCDRS.

El miembro de unién puede comprender un conjunto de CDR en donde:

el residuo de Kabat 31 de HCDR1 es Ser;

el residuo de Kabat 32 de HCDR1 es Tyr;

el residuo de Kabat 58 de HCDR2 es Tyr;

el residuo de Kabat 96 de HCDR3 es Leu;

el residuo de Kabat 97 de HCDR3 es lle; el residuo de Kabat 98 de HCDR3 es His;
el residuo de Kabat 31 de LCDR1 es Tyr;

el residuo de Kabat 32 de LCDR1 es Tyr;

en el residuo de Kabat 91 de LCDR3 es Tyr; y

el residuo de Kabat 93 de LCDR3 es Pro.

En un miembro de unién de la invencion:
HCDR1 puede ser de una longitud de 5 aminoacidos, consistente de los residuos de Kabat 31-35;
HCDR?2 puede ser de una longitud de 17 aminoéacidos, consistente de los residuos de Kabat 50-65;
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HCDR3 puede ser de una longitud de 9 aminoacidos, consistente de los residuos de Kabat 95-102;
LCDR1 puede ser de una longitud de 13 aminoacidos, consistente de los residuos de Kabat 24-34;
LCDR2 puede ser de una longitud de 7 aminoacidos, consistente de los residuos de Kabat 50-56; y/o
LCDR3 puede ser de una longitud de 9 aminoacidos, consistente de los residuos de Kabat 89-97.

La numeracion de Kabat de un conjunto de HCDR y LCDR, en donde HCDR1 comprende los residuos de Kabat 31-35,
HCDR2 comprende los residuos de Kabat 50-65, HCDR3 comprende los residuos de Kabat 95-102, LCDR1 comprende los
residuos de Kabat 24-34, LCDR2 comprende los residuos de Kabat 50-56 y LCDR3 comprende los residuos de Kabat 89-97,
se ejemplifica en la Tabla 21.

Un miembro de unién puede comprender una molécula de anticuerpo que tiene una o mas CDR, por ejemplo un conjunto de
CDR en un marco de anticuerpo. Por ejemplo, una o mas CDR o un conjunto de CDR de un anticuerpo puede ser injertado
en un marco (por ejemplo, marco humano) para proporcionar una molécula de anticuerpo. Las regiones marco pueden
comprender secuencias de segmentos de genes humanos de linea germinal. Por lo tanto, el marco puede transformarse a
linea germinal en la cual uno o més residuos dentro del marco se cambian para que coincidan con los residuos en la
posicion equivalente en el marco de la linea germinal humana mas similar. La persona con experiencia puede seleccionar
un segmento de linea germinal que es el mas cercano en secuencia a la secuencia del marco del anticuerpo antes de
transformarlo a linea germinal y evaluar la afinidad o actividad de los anticuerpos para confirmar que la transformacion a
linea germinal no redujo significativamente la unién al antigeno o la potencia en los ensayos que se describen en la
presente descripcion. Los segmentos de genes humanos de linea germinal se conocen por los expertos en la materia y se
pueden acceder por ejemplo a partir de la compilacion VBase.

En una modalidad, un miembro de unién de la invencién es una molécula de anticuerpo humano aislado que tiene un
dominio VH que comprende un conjunto de HCDR en un marco de la linea germinal humana, por ejemplo VH3-23. Asi, las
regiones de marco del dominio VH, FR1, FR2 y/o FR3, pueden comprender regiones de marco del segmento de gen de la
linea germinal humana VH3-23. FR4 puede comprender una regién marco de los segmentos j de linea germinal humanos
JH1, JH4 o JH5 (estos segmentos j tienen secuencias de aminoécidos idénticas) o puede comprender una regién marco del
segmento j de linea germinal humano JH3. La secuencia de aminoacidos de VH FR1 puede ser la sec. con nim. de ident.:
189. La secuencia de aminoacidos de VH FR2 puede ser la sec. con nim. de ident.: 190. La secuencia de aminoacidos de
VH FR3 puede ser la sec. con num. de ident.: 191. La secuencia de aminoacidos de VH FR4 puede ser la sec. con nim. de
ident.: 192. Normalmente el miembro de unién ademas tiene un dominio VL que comprende un conjunto de LCDRs, por
ejemplo en un marco de linea germinal humano, por ejemplo VA6a. Asi, las regiones de marco del dominio VL, FR1, FR2 y/o
FR3, pueden comprender regiones de marco del segmento de gen de la linea germinal humana VA6a. FR4 puede
comprender una region marco de los segmentos j de linea germinal humanos JL2 o JL3 (estos segmentos | tienen
secuencias de aminoacidos idénticas). La secuencia de aminoacidos de VL FR1 puede ser la sec. con nim. de ident.: 193.
La secuencia de aminoacidos de VL FR2 puede ser la sec. con nim. de ident.: 194. La secuencia de aminoacidos de VL
FR3 puede ser la sec. con num. de ident.: 195. La secuencia de aminoacidos de VL FR4 puede ser la sec. con nim. de
ident.: 196. Un dominio de VH o VL que se transforma a linea germinal puede o no transformarse a linea germinal en uno o
mas residuos de Vernier, pero normalmente no.

Una molécula de anticuerpo o dominio VH de la invencién puede comprender una VH FR1 en donde el residuo de Kabat 28
es Thr o Ser, por ejemplo Thr, y/o el residuo de Kabat 30 es Ser o Thr, por ejemplo, Ser.

Una molécula de anticuerpo o dominio VL de la invencién puede comprender una VL FR2 en donde el residuo de Kabat 49
es un residuo hidrofébico por ejemplo Phe, Tyr o His, por ejemplo, Phe.

Como se indica en el Ejemplo 7.4, Thr28 y Ser30 en el marco del dominio VH y Phe49 en el marco del dominio VL pueden
unir IL-17A.

Una molécula de anticuerpo o dominio VL de la invencidon puede comprender el siguiente conjunto de regiones marco de
cadena pesada:

FR1 sec. con nim. de ident.: 189;

FR2 sec. con num. de ident.: 190;

FR3 sec. con nim. de ident.: 191;

FR4 sec. con nim. de ident.: 192;

o puede comprender dicho conjunto de regiones marco de cadena pesada con uno, dos, tres, cuatro o cinco alteraciones de
aminoacidos , por ejemplo sustituciones.

Una molécula de anticuerpo o dominio VL de la invencidon puede comprender el siguiente conjunto de regiones marco de
cadena ligera:
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FR1 sec. con nim. de ident.: 193;

FR2 sec. con nim. de ident.: 194;

FR3 sec. con nim. de ident.: 195;

FR4 sec. con nim. de ident.: 196;

o puede comprender dicho conjunto de regiones marco de cadena ligera con uno, dos, tres, cuatro o cinco alteraciones de
aminoécidos , por ejemplo sustituciones.

La alteracion de un amino &cido puede ser una sustitucion, una insercién o una delecién. Las alteraciones opcionalmente no
se hacen en el residuo de Kabat Thr28 en VH FR1, el residuo de Kabat Ser30 en VH FR1 y/o el residuo de Kabat Phe49 en
VL FR2.

Por ejemplo, una molécula de anticuerpo de la invencién puede comprender un conjunto de regiones marco de cadena
pesaday ligera, en donde

FR1 de cadena pesada es la sec. con nim. de ident.: 189;

FR2 de cadena pesada es la sec. con num. de ident.: 190;

FR3 de cadena pesada es la sec. con num. de ident.: 191;

FR4 de cadena pesada es la sec. con nim. de ident.: 192;

FR1 de cadena ligera es la sec. con nim. de ident.: 193;

FR2 de cadena ligera es la sec. con nim. de ident.: 194;

FR3 de cadena ligera es la sec. con nim. de ident.: 195;

FRA4 de cadena ligera es la sec. con nim. de ident.: 196;

o puede comprender dicho conjunto de regiones marco de cadena pesada y ligera con 10 o menos, por ejemplo cinco o
menos, alteraciones de aminoacidos, por ejemplo, sustituciones. Por ejemplo puede haber una o dos sustituciones de
aminoacidos en dicho conjunto de regiones marco de cadena pesaday ligera .

Un anticuerpo que no se transformoé a linea germinal tiene las mismas CDRs, pero marcos diferentes, en comparacion con
un anticuerpo que se transformé a linea germinal.

De las secuencias de anticuerpo que se muestran en la presente descripcion, los dominios VH de los anticuerpos 2, 3, 4, 5,
6, 7, 13, 14 y 15 se transforman a linea germinal, los dominios VH de los anticuerpos 1, 8, 9, 10, 11, 12 y 16 no se
transforman a linea germinal, los dominios VL de los anticuerpos 2 y 7 se transforman a linea germinal, y los dominios VL de
los anticuerpos 1, 3, 4,5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15y 16 no se transforman a linea germinal.

Un miembro de unién de la presente invencion puede ser uno que compite por la union a IL-17 con cualquier miembro de
union los cuales ambos unen IL-17 y comprenden un miembro de unién, dominio VH y/o VL, CDR por ejemplo HCDR3, y/o
conjunto de CDRs descritos en la presente descripcién. La competencia entre los miembros de unién puede ensayarse
facilmente in vitro,, por ejemplo usando ELISA y/o mediante el etiquetado de una molécula reportera especifica a un
miembro de unién que se puede detectar en presencia de uno o mas de otros miembros de union no etiquetados, para
permitir la identificacion de los miembros de unidn que se unen al mismo epitopo o0 un epitopo superpuesto. La competencia
se puede determinar por ejemplo por medio del uso de ELISA en el cual la IL-17 se inmoviliza a una placa y un primer
miembro de unién etiquetado junto con uno o mas miembros de unién no etiquetados se afiade a la placa. La presencia de
un miembro de unién no etiquetado que compite con el miembro de unién etiquetado se observa por una disminucion en la
sefial emitida por el miembro de union etiquetado. Tales métodos son facilmente conocidos por alguien con experiencia en
la materia, y se describen con méas detalle en la presente. En una modalidad, la unién competitiva se ensaya por medio del
uso de un ensayo de competencia de epitopos como se describe en la presente descripciéon. Un miembro de unién de la
presente invencion puede comprender un sitio de unién anticuerpo antigeno que compite con una molécula de anticuerpo,
por ejemplo especialmente una molécula de anticuerpo que comprende un dominio VH y/o VL, CDR por ejemplo HCDR3 o
conjunto de CDRs del anticuerpo parental o cualquiera de los anticuerpos 1 al 16 por la unién a la IL-17. Aspectos de la
invencién proporcionan miembros de unién que compiten por la unién a la IL-17 con cualquier miembro de union definido en
la presente descripcién, por ejemplo compiten con el anticuerpo parental o cualquiera de los anticuerpos 2 al 16, por ejemplo
en formato scFv o IgG1. Un miembro de unién que compite por la unién a la IL-17 con cualquier miembro de unién definido
en la presente descripcion puede tener una cualquiera o mas de las propiedades estructurales y/o funcionales descritas en
la presente descripcion para miembros de unién de la invencion.

En aspectos adicionales, la invencién proporciona un acido nucleico aislado el cual comprende una secuencia que codifica
un miembro de unién, dominio VH y/o dominio VL de acuerdo a la presente invencién, y métodos para preparar un miembro
de unién, un dominio VH y/o un dominio VL de la invencién, el cual comprende expresar dicho &acido nucleico bajo
condiciones para provocar la produccion de dicho miembro de unién, dominio VH y/o dominio VL, y recuperarlo.
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Otro aspecto de la presente invencién proporciona un &acido nucleico, generalmente aislado, que codifica una secuencia de
VH CDR o VL CDR descrita en la presente descripcion.

Un aspecto adicional proporciona una célula huésped que contiene o se transforma con el 4cido nucleico de la invencion.

Otros aspectos de la presente invencién proporcionan composiciones que contienen los miembros de unién de la invencion,
y su uso en métodos de inhibicién y/o neutralizacion de la IL-17, se incluyen los métodos de tratamiento del cuerpo humano
0 animal mediante terapia.

Los miembros de unién de acuerdo con la invencién se pueden usar en un método de tratamiento o diagnostico del cuerpo
humano o animal, tal como un método de tratamiento (que puede incluir el tratamiento profilactico) de una enfermedad o
trastorno en un paciente humano el cual comprende la administracion a dicho paciente de una cantidad efectiva de un
miembro de unién de la invencién. Las condiciones tratables de acuerdo con la presente invencion incluyen cualquiera en la
cual la IL-17 juega un papel, como se discute en detalle en otro lugar en la presente descripcion.

Estos y otros aspectos de la invencion se describen con més detalle mas abajo.

Terminologia

Es conveniente sefialar aqui que "y/0" donde se usa en la presente descripcion se debe tomar como la descripcion
especifica de cada una de las dos caracteristicas especificas o componentes con o sin el otro. Por ejemplo "A y/o B" se
debe tomar como la divulgacién especifica de cada uno de (i) A, (ii) B y (iii) A y B, tal como si cada uno se expusiese de
forma individual en este documento.

IL-17

IL-17, o IL-17A, es interleucina-17. Las referencias a la IL-17 son normalmente a la IL-17A humana a menos que se indique
de otra forma.

La IL-17A se expresa in vivo con un péptido sefial N-terminal de 23 aminoacidos, el cual es escinde para producir la IL-17A
madura. Una secuencia de la IL-17A humana madura silvestre es sec. con nim. de ident.: 198.

Es convencional referirse a los residuos de amino&cidos en la IL-17 de acuerdo a la numeracion de los residuos de la
secuencia madura, sin péptido sefial. La numeracion de los residuos de la IL-17 humana en la presente descripcion se
refiere a la secuencia madura sec. con nim. de ident.: 198 a menos que se indique de otra manera. El residuo 1 de la IL-
17A madura es Gly, el cual esta en la posicion 24 del polipéptido de longitud completa.

Una secuencia de la IL-17 humana se deposité bajo el numero de acceso Q16552 (Swiss-Prot), el cual muestra el precursor
de longitud completa de la IL-17A lo que incluye el péptido sefial.

Una secuencia de IL-17 de cinomolgo se muestra como sec. con num. de ident.: 162, codificada por la sec. con num. de
ident.: 161.

Como se describe en la presente descripcion en otro lugar, la IL-17A puede ser recombinante, y/o puede ser glicosilada o no
glicosilada. La IL-17A se expresa naturalmente in vivo en forma glicosilada N-enlazada. La IL-17A glicosilada puede ademas
expresarse en sistemas recombinantes, por ejemplo en células HEK EBNA. La IL-17A se puede expresar en forma no-
glicosilada en células de E. coli.

Miembro de unién

Este describe un miembro de unién de un par de moléculas que se unen unen entre si. Los miembros de un par de unién
pueden ser de origen natural o producidos sintéticamente total o parcialmente . Un miembro del par de moléculas tiene un
area en su superficie, o una cavidad, que se une a y por lo tanto es complementaria a una organizacion espacial y polar
particular del otro miembro del par de moléculas. Ejemplos de tipos de pares de unién son antigeno-anticuerpo, biotina-
avidina, hormona-receptor de la hormona, receptor-ligando, enzima-sustrato. La presente invencion se refiere a las
reacciones del tipo antigeno-anticuerpo. Un miembro de unién normalmente comprende una molécula que tiene un sitio de
unién al antigeno. Por ejemplo, un miembro de unién puede ser una molécula de anticuerpo o una proteina no-anticuerpo
que comprende un sitio de unién al antigeno.
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Un sitio de unién al antigeno se puede proporcionar por medio de arreglos de CDRs en andamios de proteinas no-
anticuerpo tales como fibronectina o citocromo B etc. (Haan & Maggos, 2004; Koide 1998; Nygren 1997), o por aleatorizar o
mutar residuos de aminoacidos de un bucle de un andamio de proteina para conferir especificidad de unidn por el objetivo
deseado. Los andamios para la ingenieria de nuevos sitios de unién en las proteinas se revisaron en detalle por Nygren y
otros (1997). Los andamios de proteina para los mimetizadores del anticuerpo se describen enWO/0034784, que se
incorpora como referencia en la presente descripcion en su totalidad, en las que los inventores describen las proteinas
(mimetizadores del anticuerpo) que incluyen un dominio tipo Il de fibronectina que tiene al menos un lazo aleatorio. Un
andamio adecuado en cual injertar uno o mas CDR, por ejemplo, un conjunto de las HCDR, o una HCDR y/o LCDR3, se
puede proporcionar por cualquier miembro del dominio de la superfamilia de genes de las inmunoglobulinas. El andamio
podria ser una proteina humana o no humana. Una ventaja del andamio proteico que no es anticuerpo es que podria
proporcionar un sitio de unién al antigeno en una molécula andamio que es mas pequefa y/o mas facil de fabricar que al
menos algunas moléculas del anticuerpo. El tamafio pequefio de un miembro de union puede conferir propiedades
fisiologicas (tiles, tales como una capacidad para entrar en las células, penetrar profundo en los tejidos o alcanzar los
objetivos dentro de otras estructuras o para unirse dentro de las cavidades proteicas del antigeno objetivo. El uso de los
sitios de unién del antigeno en los andamios proteicos gue no son anticuerpo se revisa en Wess, 2004. Tipicas son las
proteinas que tienen un andamio estable y uno o mas lazos variables, en los que la secuencia de aminoacidos del lazo o
lazos se muta de forma especifica o al azar para crear un sitio de unién al antigeno que se une el antigeno objetivo. Tales
proteinas incluyen el dominio de unién de IgG de la proteina A de S. aureus, transferrina, tetranectina, fibronectina (por
ejemplo, el dominio 10mo de la fibronectina tipo Ill) y lipocalinas. Otros enfoques incluyen "Microcuerpos" sintéticos
(Selecore GmbH), los cuales se basan en ciclétidos - pequefias moléculas que tienen enlaces disulfuro intra-moleculares.

Ademas de las secuencias de anticuerpo y/o un sitio de unién al antigeno, un miembro de unién de acuerdo con la presente
invencion puede comprender otros aminoacidos, por ejemplo, para formar un péptido o polipéptido, tal como un dominio
plegado, o conferir a la molécula otra caracteristica funcional ademéas de la capacidad para unirse al antigeno. Los
miembros de unién de la invenciéon pueden portar una etiqueta detectable, o se pueden conjugar con una toxina o una
enzima o porcién identificada (por ejemplo, a través de un enlazador o enlace peptidil). Por ejemplo, un miembro de unién
puede comprender un sitio catalitico (por ejemplo, en un dominio enzimético) asi como un sitio de unién al antigeno, en
donde el sitio de unién al antigeno se une al antigeno y de esta forma dirige el sitio catalitico al antigeno. El sitio catalitico
podria inhibir la funcién bioldgica del antigeno, por ejemplo, por escision.

Aunque, como se indica, los andamios que no son de anticuerpo pueden portar CDR, la estructura para portar una CDR, por
ejemplo una CDR3, o un conjunto de CDR de la invencién, por lo general, serd una secuencia de cadena pesada o ligera de
anticuerpo o una parte sustancial de la misma en la que la CDR o un conjunto de las CDR se encuentra en una ubicacion
que corresponde a la CDR o conjunto de CDR de origen natural en los dominios variables VH y VL de anticuerpos
codificados por los genes de las inmunoglobulinas reordenadas. Las estructuras y las ubicaciones de los dominios variables
de las inmunoglobulinas se pueden determinar por referencia a Kabat y otros 1987, y las actualizaciones del mismo, ahora
disponible en la Internet (en immuno.bme.nwu.edu o encontrar "Kabat" por medio del uso de cualquier buscador).

La regibn CDR o CDR, se pretende indicar las regiones hipervariables de las cadenas pesadas y ligeras de las
inmunoglobulinas segun la definicion de Kabat y otros,(Kabat 1991a, y ediciones posteriores). Un anticuerpo contiene
normalmente 3 regiones CDR de cadena pesada y 3 regiones CDR de cadena ligera. El término CDR o las CDR se usa aqui
para indicar, de acuerdo con el caso, una de estas regiones o0 varias, o incluso la totalidad, de estas regiones que contienen
la mayoria de los residuos de aminoéacidos responsables de la unién por afinidad de los anticuerpo por el antigeno o el
epitopo gue reconoce.

Entre las seis secuencias CDR cortas, la tercera CDR de la cadena pesada (HCDR3) tiene una mayor variabilidad de
tamafio (mayor diversidad en esencia debido a los mecanismos de arreglo de los genes que dan lugar a la misma). Puede
ser tan corto como 2 aminoacidos aunque el mayor tamafio conocido es 26. Funcionalmente, la HCDR3 juega un papel en
parte en la determinacién de la especificidad del anticuerpo (Segal 1974; Amit 1986; Chothia 1987; Chothia 1989; Caton
1990; Sharon 1990a; Sharon 1990b; Kabat y otros, 1991b).

HCDR1 puede ser de una longitud de 5 aminoé&cidos, consistente de los residuos de Kabat 31-35. HCDR2 puede ser de una
longitud de 17 aminoécidos, consistente de los residuos de Kabat 50-65. HCDR3 puede ser de una longitud de 9
aminoacidos, consistente de los residuos de Kabat 95-102. LCDR1 puede ser de una longitud de 13 aminoacidos,
consistente de los residuos de Kabat 24-34. LCDR2 puede ser de una longitud de 7 aminoécidos, consistente de los
residuos de Kabat 50-56. LCDR3 puede ser de una longitud de 9 aminoacidos, consistente de los residuos de Kabat 89-97.

Molécula de anticuerpo
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Este describe una inmunoglobulina tanto natural o producida total o parcialmente de forma sintética. El término ademas
cubre cualquier polipéptido o proteina que comprende un sitio de unién antigeno-anticuerpo. Se debe entender aqui que la
invencién no se relaciona a los anticuerpos en forma natural, lo que es decir que ellos no estdn en su ambiente natural sino
que fue posible aislarlos u obtenerlos por purificacion a partir de fuentes naturales, o de otra forma obtenerlos por
recombinacién genética, o por sintesis quimica, y que ellos pueden contener aminoacidos no naturales como se describird
mas tarde. Los fragmentos de anticuerpo que comprenden un sitio de unién antigeno-anticuerpo incluyen, pero no se limitan
a, moléculas tales como Fab, Fab', Fab'-SH, scFv, Fv, dAb, Fd; y diacuerpos.

Las moléculas de anticuerpo de la invencién pueden ser IgG, por ejemplo IgG1.

Es posible tomar monoclonales y otros anticuerpos y usar técnicas de la tecnologia de ADN recombinante para producir
otros anticuerpos o0 moléculas quiméricas que se unen al antigeno diana. Estas técnicas pueden implicar la introduccién de
ADN de codificacion para la region variable de inmunoglobulina, o los CDRs, de un anticuerpo a las regiones constantes, o
regiones constantes mas regiones de marco, de una inmunoglobulina diferente. Ver, por ejemplo, EP-A-239400, GB
2188638A o EP-A-184187, y un gran cuerpo de literatura posterior. Un hibridoma u otra célula que produce un anticuerpo
pueden estar sujetas a mutacién genética u otros cambios, que pueden o no alterar la especificidad de union de los
anticuerpos producidos.

Como los anticuerpos se pueden modificar en un nimero de formas, el término "molécula de anticuerpo” debe interpretarse
que cubre cualquier miembro de unién o sustancia que tiene un sitio de unién anticuerpo antigeno con la requerida
especificidad y/o unién al antigeno. Asi, este término cubre fragmentos de anticuerpos y derivados, que incluyen cualquier
polipéptido que comprende un sitio de unién antigeno-anticuerpo, tanto natural o total o parcialmente sintético. Las
moléculas quiméricas que comprenden un sitio de unién antigeno-anticuerpo, o equivalente, fundido a otro polipéptido (por
ejemplo, que se deriva de otra especie o0 que pertenece a otra clase o subclase de anticuerpo), se encuentran por lo tanto
incluidas La clonacién y expresion de anticuerpos quiméricos se describen enEP-A-0120694 y EP-A-0125023, y un gran
cuerpo de literatura posterior.

Otras técnicas disponibles en la materia de ingenieria de anticuerpos permitieron aislar anticuerpos humanos y
humanizados. Por ejemplo, se pueden hacer hibridomas humanos segun lo descrito por Kontermann & Dubel (2001). La
exposicion en fagos, otra técnica establecida para generar miembros de unidon se describi6 en detalle en muchas
publicaciones tales como W092/01047 (discutidas mas aun mas abajo) y las patentes de los Estados Unidos US5969108,
US5565332, US5733743, US5858657, US5871907, US5872215, US5885793, US5962255, US6140471, US6172197,
US6225447, US6291650, US6492160, US6521404 y Kontermann & Dubel (2001). Los ratones transgénicos en los que los
genes de anticuerpos de ratén se inactivan y se sustituyen funcionalmente con genes de anticuerpos humanos mientras
deja intactos otros componentes del sistema inmune del ratén, se pueden usar para aislar anticuerpos humanos (Mendez
1997).

Las moléculas sintéticas de anticuerpos se pueden crear por la expresion de genes generados por medio de
oligonucledtidos sintetizados y ensamblados en vectores de expresion adecuados, por ejemplo segun lo descrito por
Knappik y otros (2000) o Krebs y otros (2001).

Se ha demostrado que los fragmentos de un anticuerpo completo puede realizar la funcion de unién a los antigenos. Los
ejemplos de fragmentos de unién son (i) el fragmento Fab consistente de los dominios VL, VH, CL y CH1; (ii) el fragmento
Fd consistente de los dominios VH y CH1; (iii) el fragmento Fv consistente de los dominios VL y VH de un solo anticuerpo;
(iv) el fragmento dAb (Ward 1989; McCafferty 1990; Holt 2003), que consiste de un dominio VH o un dominio VL; (v)
regiones CDR aisladas; (vi) fragmentos F(ab')2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab enlazados (vii)
moléculas Fv de cadena simple (scFv), en donde un dominio VH y un dominio VL se unen por un enlazador péptido que
permite que los dos dominios se asocien para formar un sitio de unién al antigeno (Bird 1988; Huston 1988); (viii) dimeros
Fv biespecificos de cadena simple (PCT/US92/09965) y (ix) "diacuerpos”, fragmentos multivalentes o multiespecificos
construidos por fusion génica (W094/13804 Holliger 1993a). Las moléculas Fv, scFv o diacuerpo pueden estabilizarse por
la incorporacion de puentes de disulfuro que enlazan los dominios VH y VL (Reiter 1996). Los minicuerpos que comprende
un scFv unido a un dominio CH3 se pueden preparar ademéas (Hu 1996). Otros ejemplos de fragmentos de unién son el
Fab', que difiere de los fragmentos Fab por la adicion de unos pocos residuos en el terminal carboxilo del dominio CH1 de la
cadena pesada, que incluyen una o mas cisteinas de la region bisagra del anticuerpo, y el Fab'-SH, que es un fragmento
Fab' en el cual el(los) residuo(s) de cisteina de los dominios constantes porta(n) un grupo tiol libre.

Fragmentos de anticuerpos de la invencién se pueden obtener a partir de cualquier molécula de anticuerpo descrita en la
presente descripcion, por ejemplo moléculas de anticuerpo que comprenden dominios VH y/o VL o CDRs de cualquiera de
los anticuerpos 1 al 16, por métodos tales como digestion por enzimas, tales como pepsina o papaina y/o por escision de los
puentes disulfuro por reduccién quimica.
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De otra manera, los fragmentos de anticuerpo comprendidos en la presente invencion se pueden obtener mediante técnicas
de recombinacion genética también conocidas para la persona con experiencia en la materia o bien por la sintesis de
péptidos a través de, por ejemplo, sintetizadores de péptidos automaticos, tales como los suministrados por la empresa
Applied Biosystems, o por la sintesis y expresion de acidos nucleicos.

Los fragmentos de anticuerpos funcionales de acuerdo con la presente invencién incluyen cualquier fragmento funcional
cuya vida media se incrementa por una modificacion quimica, especialmente por PEGilacién, o por incorporaciéon en un
liposoma.

Un dAb (anticuerpo de dominio) es un pequefio fragmento monomérico de unién al antigeno de un anticuerpo, a saber la
region variable de una cadena pesada o ligera de anticuerpo (Holt 2003). Los VH dAbs se producen de forma natural en los
camélidos (por ejemplo, el camello, la llama) y se pueden producir por inmunizacion de un camélido con un antigeno diana,
el aislamiento de células B especificas para el antigeno y la clonacién directa de los genes de los dAb a partir de células B
individuales. Los dAbs ademas se producen en cultivo celular. Su pequefio tamafio, buena solubilidad y estabilidad a la
temperatura los hace particularmente Gtiles desde el punto de vista fisiol6gico, y adecuados para la seleccion y maduracion
de la afinidad. Un miembro de unién de la presente invencién puede ser un dAb que comprende un dominio VH o VL
sustancialmente segln se establece en la presente, o un dominio VH o VL que comprende un conjunto de CDR
sustancialmente segin se establece en la presente.

Como se usa en la presente, la frase "sustancialmente tal como se establece" se refiere a que la(s) caracteristica(s) de las
CDR pertinentes del dominio VH o VL de los miembros de unién descritos en la presente seran idénticas o muy similares a
las regiones determinadas de las cuales se establece la secuencia. Como se describe en la presente, la frase "muy similar”
con respecto a la region determinada (s) de uno o mas dominios variables, se contempla que de 1 a aproximadamente 5,
por ejemplo, de 1 a 4, que incluye 1 a 3, 0 1 6 2, 0 3 6 4, sustituciones de aminoacidos se pueden hacer en el CDR y/o
dominio VH o VL.

Anticuerpos biespecificos o bifuncionales forman una segunda generacién de anticuerpos monoclonales en la cual dos
regiones variables diferentes se combinan en la misma molécula (Holliger 1999). Su uso se demostr6 en el campo del
diagnostico y en el campo de la terapia a partir de su capacidad para adquirir nuevas funciones efectoras o dirigirse a varias
moléculas en la superficie de células tumorales. Cuando los anticuerpos biespecificos se van a usar, estos anticuerpos
pueden ser biespecificos convencionales que se pueden fabricar en una variedad de formas (Holliger 1993b), por ejemplo,
preparados quimicamente o a partir de hibridomas hibridos, o puede ser cualquiera de los fragmentos de anticuerpos
biespecificos que se mencionaron anteriormente. Estos anticuerpos se pueden obtener por métodos quimicos (Glennie
1987; Repp 1995) o métodos somaticos (Staerz 1986; Suresh 1986) pero de igual forma por técnicas de ingenieria genética
las cuales permiten forzar la heterodimerizacion y asi facilitar el proceso de purificacion del anticuerpo buscado (Merchand
1998). Ejemplos de anticuerpos biespecificos incluyen los de la tecnologia BITE " en la cual los dominios de unién de dos
anticuerpos con diferente especificidad se pueden usar y enlazar directamente a través de péptidos cortos flexibles. Esta
combina dos anticuerpos en una Unica cadena polipeptidica corta. Los diacuerpos y los scFv se pueden construir sin region
Fc, por medio de uso solamente de dominios variables, lo que podria reducir los efectos de la reaccién anti-idiotipo.

Los anticuerpos biespecificos se pueden construir como IgG completa, como Fab'2 biespecificos, como Fab'PEG, como
diacuerpos o bien como scFv biespecificos. Ademas, dos anticuerpos biespecificos se pueden unir mediante el uso de los
métodos rutinarios que se conocen en la materia para formar anticuerpos tetravalentes.

Los diacuerpos biespecificos, a diferencia de los anticuerpos completos biespecificos, ademéas pueden ser particularmente
utiles, ya que se pueden construir facilmente y expresar en E. coli. Los diacuerpos (y muchos otros polipéptidos tales como
fragmentos de anticuerpos) de especificidades de unién adecuadas, se pueden seleccionar faciimente mediante el uso de
una exposicion en fagos (W094/13804) a partir de genotecas. Si uno de los brazos del diacuerpo se mantiene constante,
por ejemplo, con una especificidad dirigida contra el IL-17, a continuacién, se puede hacer una genoteca, donde el otro
brazo es muy variado y se selecciona un anticuerpo de apropiada especificidad. Anticuerpos completos biespecificos se
pueden hacer por métodos de ingenieria alternativos como se describe en Ridgeway 1996.

Varios métodos estan disponibles en la materia para obtener anticuerpos contra la IL-17. Los anticuerpos pueden ser
anticuerpos monoclonales, especialmente de origen humano, de ratén, quimérico o humanizado, los cuales se pueden
obtener de acuerdo con los métodos estandar bien conocidos por la persona con experiencia en la materia.

En general, para la preparacion de anticuerpos monoclonales o sus fragmentos funcionales, especialmente de origen

murino, es posible referirse a las técnicas que se describen en particular en el manual de "anticuerpos" (Harlow y Lane
1988) o a la técnica de preparacion de hibridomas descrita por Kohler y Milstein, 1975[].
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Los anticuerpos monoclonales se pueden obtener, por ejemplo, de una célula de un animal inmunizado contra la IL-17, o
uno de sus fragmentos que contiene el epitopo reconocido por dichos anticuerpos monoclonales. La IL-17, o uno de sus
fragmentos, se puede producir especialmente de acuerdo con los métodos habituales de trabajo, mediante la recombinacion
genética a partir de una secuencia de acido nucleico contenida en la secuencia de ADNc de codificacién para IL-17 o
fragmento de la misma, por sintesis de péptidos a partir de una secuencia de aminoacidos comprendida en la secuencia del
péptido de la IL-17 y/o fragmento de la misma. Los anticuerpos monoclonales se pueden, por ejemplo, purificar en una
columna de afinidad en la que se inmoviliza previamente la IL-17 o uno de sus fragmentos que contiene el epitopo que
reconocen dichos anticuerpos monoclonales, . Mas concretamente, los anticuerpos monoclonales se pueden purificar por
cromatografia en la proteina A y/o G, seguido o no seguido por cromatografia de intercambio iénico para eliminar los
contaminantes de proteinas residuales, asi como el ADN y el LPS, en si mismo, seguido o no seguido por cromatografia de
exclusion en gel de Sepharose con el fin de eliminar los posibles agregados debido a la presencia de dimeros o de otros
multimeros. En una modalidad, el conjunto de estas técnicas se puede usar simultaneamente o sucesivamente.

Sitio de union al antigeno

Este describe la parte de la molécula que se une a y es complementaria a todo o a parte del antigeno diana. En una
molécula de anticuerpo este se conoce como el sitio de unién antigeno-anticuerpo, y comprende la parte del anticuerpo que
se une y complementa a la totalidad o parte del antigeno diana. Cuando un antigeno es grande, un anticuerpo sélo se puede
unir a una parte especifica del antigeno, cuya parte se denomina epitopo. Uno o mas dominios variables de anticuerpos
pueden proporcionar un sitio de unién antigeno-anticuerpo. Un sitio de unién antigeno-anticuerpo puede comprender una
region variable de cadena ligera de anticuerpo (VL) y una region variable de cadena pesada de anticuerpo (VH).

Aislado

[0170] Esto se refiere al estado en el cual los miembros de unién de la invencion, o acido nucleico de codificacion de dichos
miembros de unién, estaran por lo general de conformidad con la presente invencién. Por lo tanto, los miembros de union,
los dominios VH y/o VL, y las moléculas de &cido nucleico de codificacién y los vectores de acuerdo con la presente
invencion se pueden proporcionar aislados y/o puros, por ejemplo, de su entorno natural, en forma sustancialmente pura u
homogénea, 0, en el caso del acido nucleico, libre o sustancialmente libre de acidos nucleicos o genes de origen que no sea
la secuencia de codificacion del polipéptido con la funcion deseada. Miembros aislados y el &cido nucleico aislado seran
libres o sustancialmente libres del material con el cual se asocian normalmente tal como otros polipéptidos o &cidos
nucleicos con los cuales ellos se hallan en su ambiente natural, o el ambiente en el cual se prepararan (por ejemplo cultivos
de células) cuando tal preparacion es por tecnologia de ADN recombinante que se practica in vitro o in vivo. Los miembros y
el 4cido nucleico se pueden formular con diluentes o adyuvantes y todavia para propdsitos practicos aislarse - por ejemplo
los miembros normalmente se mezclaran con gelatina o vehiculos si se usan para recubrir placas de microtitulacién para su
uso en inmunoensayos, 0 se mezclaran con vehiculos farmacéuticamente aceptables o diluentes cuando se usan en
diagnostico o terapia. Los miembros de la union pueden ser glucosilados, ya sea natural o mediante sistemas de células
eucariotas heterélogas (por ejemplo, células CHO o NSO (ECACC 85110503), o pueden ser (por ejemplo si se producen por
la expresién en una célula procariota) no glicosilado.

Las preparaciones heterogéneas que comprenden moléculas de anticuerpos anti IL-17 también forman parte de la
invencién. Por ejemplo, estas preparaciones pueden ser mezclas de anticuerpos de cadenas pesadas de longitud completa
y cadenas pesadas que carecen de la lisina terminal C, con distintos grados de glicosilacion y/o con aminoacidos
derivatizados, tales como la ciclacién de un acido glutdmico N-terminal para formar un residuo &cido piroglutdmico.

Breve descripcién de las figuras

Figura 1. Secuencia de aminoacidos de la IL-17A humana etiquetada N-terminalmente (sec. con nim. de ident.: 197). Los
residuos N-terminales etiquetados 1 al 21 se muestran subrayados. Los residuos 92-108, que corresponden a los residuos
71-87 de la IL-17A humana madura, estan en recuadro (sec. con nim. de ident.: 199).

Figura 2. La secuencia de aminoéacidos precursora de longitud completa de la IL-17A humana con etiqueta His5 C-terminal
(sec. con ndm. de ident.: 200). El péptido sefial N-terminal de 23 residuos de aminoacidos se muestra subrayado. Los
residuos mutados de la IL-17A humana silvestre (sec. con num. de ident.: 198) estan en negrita y subrayados, en la
secuencia en recuadro sec. con num. de ident.: 199 que corresponde a los residuos 71-87 de la IL-17A humana madura. La
IL-17A humana madura mutante, sin péptido N-terminal y etiqueta con His, es sec. con nim. de ident.: 201.

Descripcioén detallada de la invencién
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Como se sefalé anteriormente, un miembro de unién de acuerdo con la presente invencion modula y puede neutralizar una
actividad biolégica de la IL-17. Como se describe en la presente descripcion, miembros de unién a la IL-17 de la presente
invencién se pueden optimizar por potencia de neutralizacion. En general, la optimizacién de la potencia implica la mutacion
de la secuencia de un miembro de unién que se selecciona (normalmente la secuencia del dominio variable de un
anticuerpo) para generar una genoteca de miembros de union, que luego son analizados para la potencia y se seleccionan
los miembros de unidén mas potentes. Asi, los miembros de unién que se seleccionan por "potencia optimizada" tienden a
tener una potencia mayor que los miembros de unién de los que se generd la genoteca. Sin embargo, los miembros de
union de alta potencia también se pueden obtener sin optimizacion, por ejemplo, un miembro de union de alta potencia se
puede obtener directamente de una seleccion inicial, por ejemplo, un ensayo bioquimico de neutralizacién. Un miembro de
union con "potencia optimizada" refiere a un miembro de unién con una potencia optimizada de neutralizacion de una
actividad particular o funcién corriente abajo de la IL-17. Los ensayos Y las potencias se describen con méas detalle en la
presente. La presente invencién proporciona miembros de unién tanto de potencia optimizada y no optimizada, asi como
métodos para la optimizacion de la potencia de un miembro de unién seleccionado. La presente invencidon permite a la
persona con experiencia generar miembros de unién con alta potencia.

A pesar de que la optimizacién de la potencia se puede usar para generar una mayor potencia de los miembros de unién de
un miembro de unién determinado, se sefiala también que los miembros de unién de alta potencia se pueden obtener
incluso sin optimizacién de la potencia.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para obtener uno o mas miembros de unién capaces de
unirse al antigeno, el método, incluye poner en contacto una genoteca de los miembros de uni6én de acuerdo con la
invencion y dicho antigeno, y la seleccion de uno o mas miembros de unién de la genoteca capaces de unirse a dicho
antigeno.

La genoteca se puede exhibir en particulas o complejos moleculares, por ejemplo, paquetes genéticos replicables, tales
como levadura, bacterias o particulas bacteriéfagos (por ejemplo, T7), virus, células o covalentes, ribosomal o de otro tipo
en los sistemas de exposicion in vitro, cada particula o complejo molecular que contiene el &cido nucleico de codificacién del
dominio variable VH del anticuerpo que se expone en ella, y opcionalmente también un dominio VL exhibido si esta
presente. La exhibicion de fagos se describe en W092/0104 y por ejemplo las patentes de Estados Unidos US5969108,
US5565332, US5733743, US5858657, US5871907, US5872215, US5885793, US5962255, US6140471, US6172197,
US6225447, US6291650, US6492160 y US6521404, cada una de las cuales se incorpora en la presente descripcién como
referencia en su totalidad.

Después de la seleccion de los miembros de unién capaces de unirse al antigeno y que se exhiben en el bacteriéfago otra
genoteca de particulas o complejos moleculares, el acido nucleico se puede tomar de un bacteriéfago u otra particula o
complejo molecular que exhibe un dicho miembro de unién seleccionado. Estos &cidos nucleicos se pueden usar en la
produccién posterior de un miembro de unién o un dominio variable VH y VL de anticuerpo mediante la expresiéon del &cido
nucleico con la secuencia de &cido nucleico que se tom6 de un bacteriéfago u otra particula o complejo molecular que
muestra dicho miembro de union seleccionado.

Un dominio variable VH de un anticuerpo con la secuencia de aminoacidos de un dominio variable VH de un anticuerpo del
miembro de unién seleccionado, se puede proporcionar en forma aislada, como un miembro de unién que comprende tal
dominio VH.

La habilidad de unir IL-17 se puede evaluar mas aun, ademas la habilidad de competir con por ejemplo una molécula de
anticuerpo parental o una molécula de anticuerpo 1 al 16 (por ejemplo en formato scFv y/o formato 1gG, por ejemplo IgG1)
por la unién a la IL-17. La habilidad de neutralizar la IL-17 se puede evaluar, como se discute mas aun en otro lugar en la
presente descripcion.

Un miembro de unién de acuerdo a la presente invencién puede unir IL-17 con la afinidad de uno de los anticuerpos del 1 al
16 por ejemplo en formato scFv o IgG, o con una afinidad que es mejor.

Un miembro de unién de acuerdo a la presente invencidon puede neutralizar una actividad bioldgica de la IL-17 con la
potencia de uno de los anticuerpos del 1 al 16 por ejemplo en formato scFv o IgG1, o con una potencia que es mejor.

La afinidad de unién y la potencia de neutralizacién de los diferentes miembros de unién se pueden comparar en
condiciones adecuadas.

Las variantes de las moléculas de anticuerpos divulgadas en este documento se podrian producir y usa en la presente
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invencién. Siguiendo la guia de la quimica computacional en aplicar técnicas de analisis de datos multivariados a las
relaciones estructura/propiedad-actividad (Wold 1984) las relaciones cuantitativas actividad-propiedad de los anticuerpos se
pueden derivar por medio del uso de técnicas matematicas bien-conocidas tales como la regresion estadistica,
reconocimiento de patrones y clasificacion (Norman 1998; Kandel & Backer 1995; Krzanowski 2000; Witten & Frank 1999;
Denison (Ed) 2002; Ghose & Viswanadhan). Las propiedades de los anticuerpos se pueden obtener a partir de modelos
empiricos y modelos tedricos (por ejemplo, el analisis de residuos de contacto probables o la propiedad fisicoquimica
calculada) de la secuencia del anticuerpo, las estructuras funcional y tridimensional y estas propiedades se pueden
considerar individualmente y en conjunto.

Un sitio del anticuerpo de unién al antigeno compuesto de un dominio VH y un dominio VL se forma normalmente por seis
lazos del polipéptido: tres del dominio variable de cadena ligera (VL) y tres del dominio variable de cadena pesada (VH). El
andlisis de los anticuerpos de estructura atomica conocida ha aclarado las relaciones entre la secuencia y la estructura
tridimensional de sitios de combinacion del anticuerpo (Chothia 1992; Al-Lazikani 1997). Estas relaciones implican que,
excepto para la tercera region (lazo) en los dominios VH, los lazos del sitio de unién tienen una de un pequefio nimero de
conformaciones de la cadena principal: estructuras canénicas. Se ha demostrado que la estructura canénica formada en un
lazo en particular estd determinada por su tamafio y la presencia de determinados residuos en sitios claves tanto en el lazo
como en las regiones marco (Chothia 1992; Al-Lazikani 1997).

Este estudio de la relacion secuencia-estructura se puede usar para la prediccion de aquellos residuos en un anticuerpo de
secuencia conocida, pero de una estructura tridimensional desconocida, los cuales son importantes en el mantenimiento de
la estructura tridimensional de sus lazos CDR y por lo tanto mantienen la especificidad de unién. Estas predicciones se
pueden respaldar a diferencia de las predicciones para el resultado de los experimentos de optimizaciéon conducidos. En un
enfoque estructural, se puede crear un modelo de la molécula de anticuerpo (Chothia 1986) por medio del uso del cualquier
paquete libremente disponible o comercia tal como WAM (Whitelegg & Rees 2000). Un paquete de software de visualizacion
y analisis de proteina tal como Insight Il (Accelerys, Inc) o Deep View (Guex & Peitsch 1997) se pueden usar después para
evaluar posibles sustituciones en cada posicion en la CDR. Esta informacion se podria usar después para generar
sustituciones que probablemente tengan un efecto minimo o beneficioso en la actividad .

Las técnicas que se requieren para generar las sustituciones en las secuencias de aminoacidos de las CDR, los dominios
VH o VL del anticuerpo y los miembros de unién generalmente estan disponibles en la materia. Se pueden hacer variantes
de secuencias, con sustituciones que se pueden o no predecir que tendran un efecto minimo o beneficioso sobre la
actividad, y probar la capacidad para unirse y/o neutralizar la IL-17 y/o cualquier otra propiedad que se desee.

Las variantes de la secuencia de aminoacido del dominio variable de cualquiera de los dominios VH y VL cuyas secuencias
se describen especificamente en la presente se pueden emplear de acuerdo con la presente invencion, segin se discutio.
Variantes particulares pueden incluir una o mas alteraciones de la secuencia de aminoacidos (adicion, delecién, sustitucién
ylo inserciébn de un residuo de aminoacido), puede ser menor que aproximadamente 20 alteraciones, menor que
aproximadamente 15 alteraciones, menor que aproximadamente 10 alteraciones 0 menor que aproximadamente 5
alteraciones, tal vez 5, 4, 3, 2 0 1. Las alteraciones se pueden realizar en una 0 méas regiones de marco y/o en una 0 mas
CDR. Las alteraciones normalmente no resultan en una pérdida de las funciones, asi que un miembro de unién que
comprende una secuencia de aminoacidos asi alterada puede retener una habilidad de unir y/o neutralizar la IL-17. Por
ejemplo, puede retener la misma habilidad de unién y/o neutralizacion cuantitativa que un miembro de unioén en el cual no se
hizo alteracion, por ejemplo como se mide en un ensayo descrito en la presente descripcion. El miembro de unién que
comprende una secuencia de aminodacidos alterada asi, puede tener una mejor capacidad de unir y/o neutralizar la IL-17.

La alteracién puede comprender la sustitucion de uno o mas residuos de aminoacidos con un aminoacido que no es de
origen natural o estandar, la modificacion de uno o mas residuos de aminoéacidos en una forma que no es de origen natural
o0 estandar, o la insercién en la secuencia de uno o0 mas aminoacidos que no es de origen natural o estandar. Los numeros y
ubicaciones ilustrativos de las alteraciones preferidas en las secuencias de la invencion se describen en otro lugar en la
presente Los aminoacidos naturales incluyen los 20 L-aminoacidos "estandares" identificados como G, A, V, L, I, M, P, F, W,
S, T,N,Q,Y,C, K, R, H, D, E por sus cddigos estdndares de una sola letra. Los aminoéacidos no estandar incluyen todos los
residuos que se puedan incorporar en un andamio de polipéptido o resultar de la modificacién de un residuo de aminoacido
existente. Los amino&cidos no estandar pueden ser de origen natural o pueden no ser de origen natural. Muchos
aminoacidos no estandar de origen natural se conocen en la materia, tales como 4-hidroxiprolina, 5-hidroxilisina, 3-
metihistidina, N-acetilserina, etc. (Voet & Voet 1995). Aquellos residuos de aminoacido que son derivatizados en su posicion
N-alfa se localizaran solamente en el terminal N de una secuencia de aminoacido. Normalmente en la presente invencion un
aminoacido es un L-aminoacido, pero en algunas modalidades puede ser un D-aminoacido. La alteracion, por lo tanto,
puede comprender la modificacion de un L-aminoacido en, o la sustitucién por, un D-aminoacido. Las formas metilada,
acetilada y/o fosforilada de aminoacidos también se conocen, y los aminoacidos en la presente invencion pueden ser objeto
de tal modificacion.
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Las secuencias de aminoéacidos en los dominios de anticuerpos y miembros de unién de la invencion pueden comprender
aminod&cidos no naturales o no estandar descritos anteriormente. En algunas modalidades los aminoacidos no estandar (por
ejemplo, D-aminoacidos) se pueden incorporar en una secuencia de aminoacidos durante la sintesis, mientras que en otras
modalidades los amino&cidos no estandar se pueden introducir por modificacion o sustitucion del aminoacido "original"
estandar después de la sintesis de la secuencia de aminoacido.

El uso de aminoécidos no estandar y/o no naturales aumenta la diversidad estructural y funcional, y en consecuencia,
aumenta las posibilidades de lograr la unién a la IL-17 y la neutralizacion de las propiedades deseadas de un miembro de
unién de la invencion. Ademas, se demostré que los D-aminoéacidos y sus analogos tienen mejores perfiles farmacocinéticos
en comparacion con los L-aminoacidos estandares, debido a la degradacion in vivo de polipéptidos que tienen L-
aminodcidos después de la administracion a un animal, por ejemplo, un humano.

Nuevas regiones VH y VL que portan secuencias derivadas de las CDR de la invencién se pueden obtener mediante
mutagénesis al azar de uno o méas genes VH y/o VL seleccionados para generar mutaciones en el dominio variable entero.
Esta técnica es descrita por Gram y otros (1992), quien usoé la PCR propensa a errores. En algunas modalidades una o dos
sustituciones de aminoacidos se hacen dentro de un dominio variable entero o un conjunto de CDR. Otro método que se
puede usar es la mutagénesis directa a las regiones CDR de los genes VH o VL. Estas técnicas se describen por Barbas y
otros (1994) y Schier y otros (1996).

Todas las técnicas descritas anteriormente se conocen como tales en la materia y la persona con experiencia sera capaz de
usar dichas técnicas para proporcionar los miembros de unién de la invencion, mediante el uso de la metodologia habitual
en la materia.

Otro aspecto de la invencion proporciona un método para obtener un sitio de unién antigeno-anticuerpo para la IL-17, el
método comprende proporcionar a través de la adicién, supresion, sustitucién o insercion de uno o mas aminoéacidos en la
secuencia de aminoacidos de un dominio VH establecido en la presente, un dominio VH que es una variante de la secuencia
de aminoécidos del dominio VH, combinando opcionalmente el dominio VH asi proporcionado con uno o méas dominios VL,
y probando el dominio VH o la combinacién o combinaciones VH/VL para identificar un miembro de unién o un sitio de unién
antigeno-anticuerpo para el IL- 17, y opcionalmente, con una o mas propiedades funcionales, por ejemplo, la capacidad de
neutralizar la actividad de la IL-17. Dicho dominio VL puede tener una secuencia de aminoacido que es sustancialmente
como se expone en la presente descripcién. Se puede emplear un método similar, en el que una o mas variantes de la
secuencia de un dominio VL descrito en la presente, se combinan con uno o méas dominios VH.

Como se sefial6 anteriormente, una secuencia de aminoacidos de CDR sustancialmente segun lo establecido en la
presente, se puede portar como una CDR en un dominio variable de anticuerpo humano o una parte sustancial de éste. Las
secuencias HCDR3 sustancialmente como se exponen en la presente descripcion representan modalidades de la presente
invencién y por ejemplo cada una de estas se puede portar como una HCDR3 en un dominio variable de cadena pesada
humana o una porcién sustancial de la misma.

Los dominios variables empleados en la invencion se pueden obtener o derivar de cualquier linea germinal o dominio
variable humano reorganizado, o puede ser un dominio variable sintético que se basa en secuencias consenso o reales de
los dominios variables humanos que se conocen. Un dominio variable se puede derivar de un anticuerpo no-humano. Una
secuencia de CDR de la invencion (por ejemplo CDR3) se puede introducir en un repertorio de dominios variables que
carecen de un CDR (por ejemplo CDR3), mediante el uso de la tecnologia del ADN recombinante. Por ejemplo, Marks y
otros (1992) describen métodos para producir los repertorios de dominios variables de anticuerpos en los cuales los
cebadores de consenso que se dirigen a o estan adyacentes al extremo 5' del area de dominio variable se usan junto con
los cebadores de consenso para la tercera regién marco de genes humanos de VH para proporcionar un repertorio de
dominios variables de VH que carecen de una CDR3. Marks y otros describen ademas como este repertorio puede ser
combinado con una CDR3 de un anticuerpo particular. Mediante el uso de técnicas anélogas, las secuencias que se derivan
de la CDR3 de la presente invencion se pueden mezclar con repertorios de dominios de VH y VL que carecen de una CDRS3,
y los dominios completos de VH o VL mezclados, se combinan con un dominio VH o VL cognado para proporcionar los
miembros de union de la invencion. El repertorio después se puede expresar en un huésped adecuado tal como el sistema
de exposicion en fagos del W092/01047, el cual se incorpora en la presente descripcién por referencia en su totalidad, o
cualquiera de un gran cuerpo de literatura subsecuente, que incluye Kay, Winter & McCafferty (1996), de forma que los
miembros de unién adecuados se pueden selecuonar Un repertorlo puede con5|st|r desde cualqmera de 10 miembros
individuales hacia arriba, por ejemplo, al menos 10°, al menos 10°, al menos 107, al menos 10°, al menos 10° o al menos
10" miembros. Otros sistemas hospederos adecuados incluyen, pero no se I|m|tan a, exposicién en levadura, exposicion en
bacterias, exposicion en T7, exposicion viral, exposicion celular, exposicion en ribosoma y exposiciéon covalente.
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El intercambio de anélogos o las técnicas combinatorias estdn ademas descritas por Stemmer (1994), quien describe la
técnica en relacion a un gen B-lactamasa pero observa que el enfoque se puede usar para la generacion de anticuerpos.

Se proporciona un método de preparacion de un miembro de unién para el antigeno IL-17, el método comprende:

(@) proporcionar un repertorio de partida de &cidos nucleicos de codificaciéon de un dominio VH el cual incluye
una CDR3 que se sustituye o carece de una region de codificacion CDRS3;
(b) combinar dicho repertorio con un &cido nucleico donante que codifica una secuencia de aminoécidos

sustancialmente segun lo establecido en la presente para una VH CDR3 de tal manera que el &cido nucleico
donante se inserta en la region CDR3 en el repertorio, con el fin de ofrecer un repertorio de productos de acidos
nucleicos que codifican un dominio VH;

(c) expresar los 4cidos nucleicos de dicho repertorio de productos;
(d) seleccionar un miembro de unién de la IL-17, y
(e) recuperar dicho miembro de unién o acido nucleico de codificacion del mismo.

Una vez mas, un método analogo se puede emplear en el que un VL CDRS3 de la invencion se combina con un repertorio de
acidos nucleicos que codifican para un dominio VL que incluye una CDR3 que se sustituye o carecen de una region de
codificacion de CDRS3.

Del mismo modo, una o mas, o las tres CDR se pueden injertar en un repertorio de dominios VH o VL que luego son
detectados para un miembro de unién o miembros de unién para la IL-17.

En una modalidad, uno o mas de las HCDR1, HCDR2 y HCDR3, del parental o los anticuerpos 2 al 16 , o el conjunto de
HCDRs del parental o los anticuerpo 2 al 16, se pueden emplear, y/o uno o méas de las LCDR1, LCDR2 y LCDR3 parentales
o de los anticuerpos 2 al 16 o el conjunto de LCDRs del parental o los anticuerpo 2 al 16 se pueden emplear.

Del mismo modo, otros dominios VH y VL, conjuntos de CDR y conjuntos de HCDR y/o conjuntos de LCDR descritos en la
presente se pueden emplear.

En algunas modalidades, una parte sustancial de un dominio variable de inmunoglobulina comprendera al menos las tres
regiones CDR, junto con las regiones marco que intervienen. La parte puede también incluir al menos aproximadamente
50% de una o0 ambas, de las regiones de marco primera y cuarta donde el 50 % es el C-terminal 50% de la primera regién
marco y el 50% de la regién N-terminal de la cuarta regién marco. Los residuos adicionales en el extremo N-terminal o C-
terminal de la parte sustancial del dominio variable pueden no estar normalmente asociados con regiones de dominios
variables naturales. Por ejemplo, la construccion de los miembros de unién de la presente invencién hechos por técnicas de
ADN recombinante pueden dar lugar a la introduccién de residuos N- o C-terminales codificados por enlazadores que se
introducen para facilitar la clonacion u otras etapas de manipulacién. Las otras etapas de manipulacion incluyen la
introduccion de enlazadores para unir los dominios variables de la invencién a otras secuencias de proteinas, que incluyen
las regiones constante de anticuerpos, otros dominios variables (por ejemplo en la produccion de diacuerpos) o etiquetas
funcionales/detectables como se discutié en mas detalle en la presente.

Aungue en algunos aspectos de la invencion, los miembros de unién comprenden un par de dominios VH y VL, el dominio
de unién individual que se basa en cualquiera de las secuencias de los dominios VH o VL, forman aspectos adicionales de
la invencién. Se sabe que los dominios individuales de inmunoglobulina, sobre todo los dominios VH, son capaces de unir
los antigenos diana de una manera especifica. Por ejemplo, ver la discusion de dAbs anteriormente.

En el caso de cualquiera de los dominios de unién individuales, estos dominios se pueden usar para detectar dominios
complementarios capaces de formar un miembro de unién de dos dominios capaces de unirse a la IL-17. Esto se puede
lograr por métodos de deteccion de fagos expuestos mediante el uso del llamado doble enfoque combinatorio jerarquico
como se describe en W092/01047, que se incorpora en la presente como referencia en su totalidad, en los cuales se usa
una colonia individual que contiene ya sea un clon de cadena H o L para infectar una genoteca completa de los clones de
codificacion de la otra cadena (L o H) y el miembro de unién resultante de dos cadenas se selecciona de acuerdo con las
técnicas de exposicion de fagos, tales como aquellas que se describen en esa referencia. Esta técnica se describe ademas
en Marks 1992.

Los miembros de unién de la presente invencion pueden comprender, ademas, las regiones constantes de anticuerpos o
partes de las mismas, por ejemplo, regiones constantes de anticuerpos humanos o partes de éste. Por ejemplo, un dominio
VL se puede unir en su extremo C-terminal a los dominios constantes de la cadena ligera del anticuerpo que incluyen
cadenas Ck o CA humanas, por ejemplo cadenas CA. Del mismo modo, un miembro de unién que se basa en un dominio VH
se puede unir en su extremo C-terminal a toda o parte (por ejemplo un dominio CH1) de una cadena pesada de
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inmunoglobulina derivada de cualquier isotipo de anticuerpo, por ejemplo, IgG, IgA, IgE e IgM y cualquiera de las subclases
de isotipo, particularmente IgG1 e IgG4. La IgG1 es ventajosa, debido a sus funciones efectoras y facilidad de fabricacion.
Cualquier variante de la regién constante sintética o de otro tipo que tiene estas propiedades y estabiliza las regiones
variables ademas es Util en las modalidades de la presente invencion.

Los miembros de unién de la invencién se pueden etiquetar con una etiqueta detectable o funcional. Una etiqueta puede ser
cualquier molécula que produce o se puede inducir para producir una sefial, que incluye pero no se limita a fluorescentes,
radioactivas, enzimas, quimioluminicentes o fotosensibilizadores. Por lo tanto, la unién se puede detectar y/o medir mediante
la deteccion de fluorescencia o luminiscencia, radioactividad, actividad enzimética o absorcién de luz.

Las etiquetas adecuadas incluyen, en forma de ilustracién y sin limitacion, enzimas tales como la fosfatasa alcalina,
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa ("G6PDH") y peroxidasa de rabano picante; colorantes; fluorescentes, tales como
fluoresceina, compuestos de rodamina, ficoeritrina, ficocianina, aloficocianina, o-ftaldehido, fluorescamina, fluoréforos tales
como criptatos o quelatos de lantanido (Perkin Elmer y Cis Biointernational); quimioluminiscentes tales como isoluminol;
sensibilizadores; coenzimas; substratos de enzimas; radioetiquetas que incluyen pero no se limitan a *2I, 31, s, ¥p, *c,
®H, 5’Co, **Tc y "®Se y otras radioetiquetas mencionadas en la presente descripcion; particulas tales como latex o particulas
de carbon; sol metalico; cristalito; liposomas; células, etc., los cuales pueden etiquetarse adicionalmente con un colorante,
catalizador u otro grupo detectable. Las enzimas y coenzimas adecuadas se describen en Litman, y otros, patente de
Estados Unidos nim. 4,275,149, y Boguslaski, y otros, patente de Estados Unidos ndm. 4,318,980, cada una de las cuales
se incorpora en la presente descripcion como referencia en su totalidad. Los fluorescentes y quimioluminiscentes adecuados
se describen en Litman, y otros, patente de Estados Unidos nim. 4,275,149, la cual se incorpora en la presente descripcion
como referencia en su totalidad. Las etiquetas incluyen ademas fracciones quimicas, tales como biotina que se pueden
detectar a través de la unién a una fraccion especifica detectable afin, por ejemplo, etiqueta de avidina o estreptavidina. Las
etiquetas detectables se pueden unir a los anticuerpos de la invencion mediante el uso de la quimica convencional que se
conoce en la materia.

Hay numerosos métodos por los que la etiqueta puede producir una sefial detectable por medios externos, por ejemplo, un
examen visual, radiacién electromagnética, calor, y reactivos quimicos. La etiqueta también se puede enlazar a otro
miembro de unién que une el anticuerpo de la invencién, o a un soporte.

La etiqueta puede producir una sefial directamente, y por lo tanto no se requieren componentes adicionales para producir
una sefial. Numerosas moléculas organicas, por ejemplo, los agente fluorescentes son capaces de absorber la luz
ultravioleta y visible, donde la absorcion de la luz transfiere energia a estas moléculas y las eleva a un estado de energia
excitado. Esta energia que se absorbe, se disipa luego de la emision de luz en una segunda longitud de onda. Esta segunda
longitud de onda de emisién también puede transferir energia a una molécula etiquetada receptora, y la energia resultante
se disipa de la molécula receptora por la emision de luz, por ejemplo, transferencia de energia de resonancia de
fluorescencia (FRET). Otras etiquetas que producen directamente una sefial incluyen iso6topos radioactivos y tintes.

Alternativamente, la etiqueta puede necesitar otros componentes para producir una sefal, y el sistema de produccion de la
sefial incluiria entonces todos los componentes necesarios para producir una sefial medible, la cual puede incluir sustratos,
coenzimas, potenciadores, otras enzimas, sustancias que reaccionan con productos enziméaticos, catalizadores, activadores,
cofactores, inhibidores, limpiadores, iones metdlicos, y un aglutinante especifico necesario para la union de las sustancias
que generan sefial. Una discusion detallada de los sistemas de produccién de sefial adecuados se puede encontrar en
Ullman, y otros, patente de Estados Unidos nam. 5,185,243, la cual se incorpora en la presente descripcion como referencia
en su totalidad.

El miembro de union, anticuerpo, o uno de sus fragmentos funcionales, pueden presentarse en la forma de un
inmunoconjugado para obtener una sefial detectable y/o cuantificable. Los inmunoconjugados se pueden conjugar, por
ejemplo, con enzimas tales como peroxidasa, fosfatasa alcalina, alfa-D-galactosidasa, glucosa oxidasa, glucosa amilasa,
anhidrasa carbénica, acetilcolinesterasa, lisozima, malato deshidrogenasa o glucosa 6-fosfato deshidrogenasa o por una
molécula tal como biotina, digoxigenina o 5-bromodeoxiuridina. Las etiquetas fluorescentes pueden de igual forma
conjugarse a los inmunoconjugados o a sus fragmentos funcionales de acuerdo a la invencién y especialmente incluyen
fluoresceina y sus derivados, fluorocromo, rodamina y sus derivados, GFP (GFP para "Proteina Verde Fluorescente"),
dansil, umbeliferona, lantanido quelatos o criptatos, por ejemplo, Europium etc. Los inmunoconjugados o sus fragmentos
funcionales se pueden preparar por métodos conocidos por las personas con experiencia en la materia. Se pueden acoplar
a las enzimas o a marcadores fluorescentes directamente o por intermedio de un grupo espaciador o de un grupo de enlace
tal como un polialdehido, como el glutaraldehido, el &cido etilendiaminotetraacético (EDTA), el acido dietileno-
triaminepentaacético (DTPA), o en presencia de agentes de acoplamiento tales como aquellos mencionados anteriormente
para los conjugados terapéuticos. Los conjugados que contienen las etiquetas de tipo de fluoresceina se pueden preparar
por reaccién con un isotiocianato. Otros inmunoconjugados pueden de igual forma incluir etiquetas quimioluminiscentes
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tales como luminol y los dioxetanos, etiquetas bio- luminiscentes tales como luciferasa y luciferina, o sino etiquetas
radioactivas tales como yodol23, yodol25, yodol126, yodol31, yodol33, bromo77, tecnecio99m, indiol11, indio 113m,
galio67, galio 68, sulfuro35, fésforo32, carbéni4, tritio (hydrogen3), cobalto57, selenio75, rutenio95, rutenio97, ruteniol03,
rutenio105, mercuio107, mercurio203, renio99m, renio 101, renio105, escandio 47, telurio 121 m, telurio122m, telurio125m,
tulio 165, tulio 167, tulio 168, flior8, itrio 199. Los métodos conocidos por una persona con experiencia en la materia
existentes para el acoplamiento a los anticuerpos de los radiois6topos terapéuticos ya sea directamente o a través de un
agente quelante, tal como EDTA, DTPA, que se mencionaron antes, se pueden usar para los radioelementos los cuales se
pueden usar en el diagnéstico. Es de igual forma posible mencionar el etiquetado con Na[l 125] por el método de cloramina
T (Hunter y Greenwood 1962) o sino con tecnecio 99m por la técnica de Crockford y otros, (patende de los Estados Unidos
nam. 4,424,200, incorporada en la presente descripcién por referencia en su totalidad) o unidas a través de DTPA como se
describe por Hnatowich (patente de los Estados Unidos nim. 4,479,930, incorporada en la presente descripcion por
referencia en su totalidad). Ademas, los inmunoconjugados pueden incluir una fraccion de toxina, tal como por ejemplo, una
fraccion de toxina seleccionada de un grupo de exotoxina de pseudomonas (PE o un fragmento citotxico o mutante de la
misma), toxina de la difteria un fragmento citotéxico o mutante de la misma), una toxina botulinica A a F, ricina o un
fragmento citotoxico de la misma, abrina o un fragmento citotoxico de la misma, saporina o un fragmento citotdxico de la
misma toxina antiviral de hierba carmin o un fragmento citotéxico de la misma y briodina 1 o un fragmento citotéxico de la
misma.

La presente invencion proporciona un método que comprende causar o permitir la unién de un miembro de unién como se
proporciona en la presente descripcion a la IL-17. Como se indic6, tal unidon puede tener lugar in vivo, por ejemplo, después
de la administracién de un miembro de unién, o el acido nucleico que codifica un miembro de unién, o puede tener lugar in
vitro, por ejemplo en ELISA, transferencia de tipo Western, inmunocitoquimica, inmunoprecipitacién, cromatografia de
afinidad, o ensayos basados en células o bioquimicos tal como los que se describen en la presente descripcion. La
invencion proporciona ademas la medicion de los niveles de antigeno directamente, mediante el empleo de un miembro de
unién de acuerdo con la invencion, por ejemplo, en un sistema de biosensores.

Por ejemplo, la presente invencion comprende un método de deteccién y/o medicién de la unién a la IL-17, que comprende:
(i) exponer el miembro de unién a la IL-17 Yy (ii) detectar la unién de dicho miembro de unién a la IL-17, en donde la unién se
detecta mediante cualquier método o etiqueta perceptible que se describe en la presente. Este, y cualquier otro método de
deteccién de unién descrito en la presente, se puede interpretar directamente por la persona que realiza el método, por
ejemplo, mediante la observacion visual de una marca detectable. Por otra parte, este método, o cualquier otro método de
deteccién de la union descritos en la presente, pueden producir un informe en forma de una autorradiografia, una fotografia,
una impresion de computadora, un informe de citometria de flujo, un grafico, una tabla, un tubo de ensayo o recipiente o
pocillo que contiene el resultado, o cualquier otra representacion visual o fisica de un resultado del método.

La cantidad de unién de los miembros de unién a la IL-17 se puede determinar. La cuantificacién se puede relacionar a la
cantidad del antigeno en una muestra de prueba, que puede ser de interés diagnéstico. El tamizaje por la unién a la IL-17
ylo su cuantificacion puede ser util, por ejemplo, en el tamizaje de pacientes por enfermedades y trastornos asociados con la
IL-17, tales como se refieren en otro lugar en la presente descripcion. En una modalidad, entre otras, un método de
diagnostico de la invencién comprende (i) obtener una muestra de tejido o de liquido de un sujeto, (ii) exponer dicha
muestra de tejido o de liquido a uno 0 mas miembros de unién de la presente invencion, y (iii) detectar la union a la IL-17 en
comparacion con una muestra de control, en donde un aumento en la cantidad de union a la IL-17, en comparacién con el
control puede indicar un nivel aberrante de la expresion o actividad de la IL-17. Las muestras de tejido o liquido que se
pueden probar incluyen sangre, suero, orina, material de biopsia, tumores, o cualquier tejido sospechoso de contener
niveles aberrantes de IL-17. Los sujetos que se probaron y dieron positivo por niveles o actividad de IL-17 aberrantes
también se pueden beneficiar de los métodos de tratamiento descritos mas adelante en la presente.

Aquellos con experiencia en la materia son capaces de elegir un modo adecuado de determinacién de la unién del miembro
de unién a un antigeno de acuerdo con sus preferencias y conocimientos generales, a la luz de los métodos descritos en la
presente.

Las reactividades de los miembros de uni6én en una muestra se pueden determinar por cualquier medio adecuado.
Radioinmunoanalisis (RIA) es una posibilidad. El antigeno radiactivo marcado se mezcla con el antigeno no marcado (la
muestra de prueba) y se permite que se unan a los miembros de unién. El antigeno unido se separa fisicamente del
antigeno no unido y se determina la cantidad de antigeno radioactivo que se une al miembro de unién. Mientras mas
antigeno haya en la muestra de prueba, menos antigeno radiactivo se une a los miembros de unién. Un ensayo de union
competitiva también se puede usar con el antigeno no radiactivo, mediante el uso del antigeno o un analogo unido a una
molécula reportera. La molécula reportera puede ser un fluorocromo, fésforo o laser de colorante con caracteristicas de
absorciéon o emisién espectralmente aisladas. Los fluorocromos adecuados incluyen fluoresceina, rodamina, ficoeritrina,
Texas Red, y quelatos de lantanidos o criptatos. Los tintes cromogénicos adecuados incluyen diaminobencidina.
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Otros reporteros incluyen particulas coloidales macromoleculares o material en particulas, como perlas de latex que son
coloreadas, magnéticas o0 paramagnéticas, y agentes activos biolégicamente o quimicamente que pueden directa o
indirectamente causar sefiales detectables que se observan visualmente se detectan por via electrénica o se registran de
otra manera. Estas moléculas pueden ser enzimas, que catalizan las reacciones que desarrollan, o cambian los colores o
producen cambios en las propiedades eléctricas, por ejemplo. Pueden ser molecularmente excitables, de tal manera que las
transiciones electronicas entre los estados de energia resultan en espectros de absorciones 0 emisiones caracteristicos. Se
pueden incluir entidades quimicas que se usan conjuntamente con biosensores. Se pueden emplear los sistemas de
deteccion biotina/avidina o biotina/estreptavidina y fosfatasa alcalina.

Las sefiales generadas por los distintos conjugados de miembros de union con reporteros se pueden usar para obtener
datos cuantificables absolutos o relativos de los miembros de unién pertinentes unidos a las muestras (normal y de prueba).

Un kit que comprende un miembro de unién de acuerdo con cualquier aspecto o modalidad de la presente invencion
también se brinda como un aspecto de la presente invencién. En el kit, el miembro de unién puede etiquetarse para permitir
su reactividad en una muestra que se determinara por ejemplo, como se describe mas adelante. Ademas, el miembro de
unién puede o no conectarse a un soporte sdlido. Los componentes de un kit son generalmente estériles y estan en frascos
u otros recipientes cerrados. Los kits se pueden emplear en andlisis de diagndstico u otros métodos para los cuales los
miembros de unién son utiles. Un kit puede contener instrucciones de uso de los componentes de un método, por ejemplo,
un método de acuerdo con la presente invencién. Los materiales auxiliares para ayudar en o para permitir realizar este
método se pueden incluir en un kit de la invencién. Los materiales auxiliares incluyen un segundo miembro de unién,
diferente, el cual se une al primer miembro de unién y se conjuga con una etiqueta perceptible (por ejemplo, una etiqueta
fluorescente, de is6topos radiactivos o enzima). Los kits que se basan en anticuerpos pueden también comprender perlas
para la realizacion de una inmunoprecipitacion. Cada componente del kit esta, por lo general, en su propio recipiente
adecuado. Por lo tanto, estos kits generalmente comprenden distintos contenedores adecuados para cadun miembro de
unién. Ademas, los kits pueden comprender instrucciones para la realizacién del ensayo y los métodos para interpretar y
analizar los datos resultantes de la ejecucion del ensayo.

La presente invencién también proporciona el uso de un miembro de unién como los anteriores para medir los niveles de
antigeno en un ensayo de competencia, es decir, un método para medir el nivel de antigeno en una muestra mediante el
empleo de un miembro de unién segun lo dispuesto por la presente invencion en un ensayo de competencia. Esto puede
darse cuando no es necesaria la separacion fisica del antigeno unido del no unido. La unién de la molécula reportera al
miembro de unién de modo que un cambio fisico u 6ptico se produce en la unién es una posibilidad. La molécula reportera
puede directa o indirectamente generar sefiales detectables, que se pueden cuantificar. La union de las moléculas
reporteras puede ser directa o indirectamente, covalente, por ejemplo, a través de un enlace peptidico o no covalente. La
unién a través de un enlace peptidico puede ser el resultado de la expresiéon recombinante de una fusion de genes de
codificacion para el anticuerpo y la molécula reportera.

Por ejemplo, la invencién incluye un método de identificacion de un compuesto de union de la IL-17, que comprende (i)
inmovilizar la IL-17 a un soporte, (i) poner en contacto dicha IL-17 inmovilizada simultineamente o en forma gradual con al
menos un miembro de unién etiquetado o marcado de acuerdo con la invencién y uno o mas compuestos de unién del
ensayo, sin etiqueta o sin marca, y (iii) identificar un compuesto nuevo de unién la IL-17, mediante la observacién de una
disminucién en la cantidad de etiquetas unidas del miembro de unién etiquetado.

Un método alternativo de identificar un compuesto de unién a la IL-17 puede comprender (i) inmovilizar el miembro de unién
a un soporte, (i) poner en contacto dicho miembro de unién inmovilizado simultdneamente o por etapas con la IL-17
etiquetada y uno o mas miembros de unién o compuestos de unién de la prueba no-etiquetados o no marcados, (iii)
identificar un nuevo compuesto de unién a la IL-17 al observar una disminucioén en la cantidad de etiqueta unida de la IL-17
etiquetada.

Estos métodos se pueden realizar con alto rendimiento mediante el uso de un formato de pocillos mdltiples o de matriz.
Tales ensayos de pueden llevar a cabo ademas en solucién por ejemplo como un ensayo HTRF® como se describe en el
ejemplo 2. Ver, por ejemplo, U.S. 5,814,468, la cual se incorpora en la presente descripcion como referencia en su totalidad.
Como se describi6 anteriormente, la deteccién de unién se puede interpretar directamente por la persona que realiza el
método, por ejemplo mediante la observacion visual de una marca detectable o una disminucién en la presencia de la
misma. Por otra parte, los métodos de unién de la invencion pueden producir un informe en forma de una autorradiografia,
una fotografia, una impresién de computadora, un informe de citometria de flujo, un gréafico, una tabla, un tubo de ensayo o
recipiente o pocillo que contiene el resultado, o cualquier otra representacion visual o fisica de un resultado del método.

Los ensayos de competencia ademds se pueden usar en el mapeo epitdpico . En un caso el mapeo epitdpico se puede usar
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para identificar el epitopo unido por un miembro de unién de la IL-17 el cual opcionalmente puede tener caracteristicas de
neutralizacion y/o modulacion optimizadas. Tal epitopo puede ser lineal o conformacional. Un epitopo conformacional
puede comprender al menos dos fragmentos diferentes de IL-17, en donde dichos fragmentos estén posicionados proximos
uno al otro cuando la IL-17 se dobla en su estructura terciaria o cuaternaria para formar un epitopo conformacional el cual se
reconoce por un inhibidor de la IL-17, tal como un miembro de unién a la IL-17 . En las pruebas para la competencia se
puede emplear un fragmento de péptido del antigeno, especialmente un péptido que incluye o que consiste esencialmente
de un epitopo de interés. Un péptido que tiene la secuencia del el epitopo méas uno o mas aminoéacidos en cualquier extremo
se puede usar. Los miembros de union de acuerdo con la presente invencion pueden ser tal que su unién por el antigeno es
inhibida por un péptido con o que incluye la secuencia dada.

La presente invencion proporciona, ademas, un acido nucleico aislado de codificacién para un miembro de unién de la
presente invencién. El acido nucleico puede incluir ADN y/o ARN. En un aspecto preferido, la presente invencion
proporciona un &cido nucleico que codifica para una CDR o un conjunto de CDR o el dominio VH o el dominio VL o el sitio
de unién antigeno-anticuerpo o la molécula de anticuerpo, por ejemplo, scFv o 1gG1, por ejemplo IgG1, de la invencion
como se defini6é anteriormente.

La presente invencién proporciona ademas las construcciones en forma de plasmidos, vectores, casetes de transcripcion o
de expresion que comprenden al menos un polinucleétido como anteriormente.

La presente invencién ademas proporciona una célula huésped recombinante que comprende uno mas constructos como
los anteriores. Un acido nucleico que codifica cualquier CDR o conjunto de CDRs o dominios VH o dominios VL o sitio de
unién anticuerpo antigeno o molécula de anticuerpo, por ejemplo scFv o IgG1 segun se proporciona, forma él mismo un
aspecto de la presente invencion, como hace un método de produccion del producto codificado, cuyo método comprende la
expresion a partir del acido nucleico codificante. La expresién se puede lograr convenientemente mediante el cultivo en
condiciones adecuadas de células hospederas recombinantes que contienen el acido nucleico. Después de la produccion
por expresion, un dominio VH o VL, o miembro de unién se pueden aislar y/o purificar mediante cualquier técnica adecuada,
gue se usa segln corresponda.

El &cido nucleico de acuerdo con la presente invencién puede comprender ADN o ARN y puede ser total o parcialmente
sintético. La referencia a una secuencia de nucleétidos que figuran en la presente abarca una molécula de ADN con la
secuencia especificada, y abarca una molécula de ARN con la secuencia especificada en la que U se sustituye por T, a
menos que el contexto exija otra cosa.

Otro aspecto adicional proporciona un método de produccién de un dominio VH variable del anticuerpo, el método que
incluye provocar la expresion del acido nucleico de codificacion. Este método puede comprender el cultivo de las células
hospederas en condiciones para la produccion de dicho dominio variable VH de anticuerpo.

Los métodos anélogos para la produccién de los dominios variables VL y miembros de union tales como los anticuerpos que
comprenden un dominio VH y/o VL se proporcionan como otros aspectos de la presente invencion.

Un método de produccidon puede comprender una etapa de aislamiento y/o purificacion del producto. Un método de
produccién puede comprender la formulacién del producto en una composicién que incluya al menos un componente
adicional, tal como un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Los sistemas de clonacion y expresion de un polipéptido en una variedad de células hospederas diferentes se conocen bien.
Las células hospederas adecuadas incluyen bacterias, células de mamiferos, células vegetales, hongos filamentosos,
levaduras y sistemas de baculovirus y plantas y animales transgénicos. La expresién de anticuerpos y fragmentos de
anticuerpos en células procariotas esta bien establecido en la materia. Para una revisién, ver por ejemplo Pliickthun 1991.
Un huésped bacteriano comun es la E.coli.

La expresion en células eucariotas en cultivo esta ademas disponible para los expertos en la materia como una opcién para
la produccion de un miembro de unién por ejemplo Chadd & Chamow (2001), Andersen & Krummen (2002), Larrick &
Thomas (2001). Las lineas de células de mamifero disponibles en la materia para la expresion de un polipéptido heterdlogo
incluyen células de ovario de hamster chino (CHO), células Hela, células de rifién de hamster bebé, células del melanoma
del ratén NSO, células de mieloma de rata YB2/0, células embrionarias de rifion humano, células embrionarias de retina
humana y muchas otras.

Los vectores adecuados se pueden elegir o construir, que contengan secuencias reguladoras apropiadas, incluyendo

secuencias promotoras, secuencias de terminacién, secuencias de poliadenilacion, secuencias potenciadoras, genes
marcadores y otras secuencias, segun proceda. Los vectores pueden ser plasmidos, por ejemplo, fagémido, o viral, por
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ejemplo, 'fago, segun sea adecuado . Para mas detalle ver, por ejemplo, Sambrook & Russell (2001). Muchas técnicas y
protocolos conocidos para la manipulacion de &cido nucleico, por ejemplo, en la preparacién de construcciones de acido
nucleico, mutagénesis, secuenciacion, introduccién de ADN en las células y expresion génica y analisis de las proteinas, se
describen en detalle en Ausubel 1999.

Otro aspecto de la presente invencion proporciona una célula hospedera que contiene el 4cido nucleico, como se describe
en la presente. Esta célula hospedera puede estar in vitro y puede estar en cultivo. Dicha célula huésped puede estar in
vivo. La presencia in vivo de la célula huésped puede permitir la expresion intracelular de los miembros de unién de la
presente invenciébn como “intracuerpos" o anticuerpos intracelulares. Los intracuerpos se pueden usar para la terapia
génica.

Un aspecto adicional proporciona un método que comprende la introduccion del &cido nucleico de la invencion en una célula
hospedera. La introduccion puede emplear cualquier técnica disponible. Para las células eucariotas, las técnicas adecuadas
pueden incluir la transfeccién con fosfato de calcio, DEAE-dextrano, electroporacion, transfeccion mediada por liposomas y
transduccion mediante el uso de retrovirus u otros virus, por ejemplo, vaccinia o, en células de insecto, baculovirus. Para la
introduccion del acido nucleico en la célula hospedera, en particular, una célula eucariota, se puede usar o un sistema que
se basa en un virus o en un plasmido. El sistema de plasmido se puede mantener en forma episomal o puede ser
incorporado a la célula huésped o en un cromosoma artificial. La incorporacion puede ser por integracion, aleatoria o
especifica de una o0 mas copias en un loci Unico o en mdltiples. Para las células bacterianas, las técnicas apropiadas pueden
incluir la transformacién con cloruro de calcio, la electroporacién y la transfeccion mediante el uso de bacteriéfagos.

La introduccion se puede seguir por originar o permitir la expresién del acido nucleico, por ejemplo, mediante el cultivo de
las células huésped en las condiciones para la expresion del gen. La purificacién del producto expresado se puede lograr
por métodos conocidos para alguien con experiencia en la materia.

En una modalidad, el acido nucleico de la invencién se integra en el genoma (por ejemplo, cromosoma) de la célula
huésped. La integracion se puede promover mediante la inclusion de secuencias que promueven la recombinacion con el
genoma, de acuerdo con técnicas estandar.

La presente invencién ademas proporciona un método que comprende el uso de una construccién como se ha dicho en un
sistema de expresion con el fin de expresar un miembro de unioén o polipéptido como el anterior.

Los miembros de unién de la presente invencion se designan para usarse en métodos de diagndstico o tratamiento en
sujetos humanos o animales, por ejemplo, humano. Por ejemplo, los miembros de unién se pueden usar en el diagnostico o
tratamiento de enfermedades o trastornos asociados a la IL-17, ejemplos de los cuales se refieren en otro lugar en la
presente descripcion.

Ejemplos adicionales de condiciones para las cuales un miembro de unién de la invencion se puede usar en el tratamiento o
diagnostico:

1. Tracto respiratorio: enfermedades obstructivas de las vias respiratorias que incluyen: el asma, incluyendo asma
bronquial, alérgica, intrinseca, extrinseca, inducida por el ejercicio, por farmacos (incluyendo la aspirina y la
inducida por AINES) y asma inducida por polvo, tanto intermitente y persistente y de todas las severidades, y otras
causas de hiper-respuesta de las vias respiratorias; enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) , bronquitis,
incluyendo bronquitis infecciosa y bronquitis eosinofilica; enfisema, bronquiectasias, fibrosis quistica, sarcoidosis;
enfermedad del pulmén del agricultor y enfermedades relacionadas; neumonitis por hipersensibilidad, fibrosis
pulmonar, incluyendo alveolitis criptogénica fibrosante, neumonias intersticial idiopatica, fibrosis que complican la
terapia anti—neoplasica y la infeccion crénica, incluyendo la tuberculosis y la aspergilosis y otras infecciones por
hongos; las complicaciones del trasplante de pulmoén; trastornos tromboticos y vasculiticos de la vasculatura
pulmonar, hipertension pulmonar y; actividad antitusigena incluyendo el tratamiento de la tos crénica asociada con
condiciones inflamatorias y secretoras de las vias respiratorias, tos iatrogénica; rinitis aguda y crénica incluyendo
rinitis medicamentosa, y rinitis vasomotora; rinitis alérgica estacional y perenne incluyendo la rinitis nerviosa (fiebre
del heno), poliposis nasal, infeccién viral aguda incluido el resfrio comuan, y la infeccién debida al virus sincicial
respiratorio, influenza, coronavirus (incluyendo SARS) y adenovirus;

2. Huesos vy articulaciones: artritis asociada con o que incluye la osteoartritis/osteoartrosis, tanto primaria como
secundaria a, por ejemplo, displasia de cadera congénita; espondilitis cervical y lumbar, y dolor en la espalda baja y
el cuello; artritis reumatoide y enfermedad de Still; espondiloartropatias seronegativas que incluyen la espondilitis
anquilosante, artritis soriasica, artritis reactiva y espondartropatia indiferenciada; artritis séptica y otras artropatias
relacionadas con infecciones y trastornos de los huesos tales como tuberculosis, que incluyen la enfermedad de

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2399475713

Potts y el sindrome de Poncet; sinovitis inducida por cristales aguda y cronica que incluye la gota por urato,
enfermedad de deposicion de pirofosfato de calcio, e inflamacion de tenddn, bursa y sinovio relacionada con la
apatita de calcio; enfermedad de Behcet; sindrome de Sjogren primario y secundario; esclerosis sistémica y
escleroderma limitada; lupus eritematoso sistémico, enfermedad mezclada del tejido conectivo, y enfermedad
indiferenciada del tejido conectivo; miopatias inflamatorias que incluyen dermatomiositis y polimiositi; polimalgia
reumatica; artritis juvenil que incluye la artritis inflamatoria idiopatica de cualquier distribucion en las articulaciones y
los sindromes asociados, y fiebre reumatica y sus complicaciones sitémicas; vasculitis que incluye arteritis de
células gigantes, arteritis de Takayasu, sindrome de Churg-Strauss , poliarteritis nodosa, poliarteritis microscopica,
y vasculitis asociada con infeccion viral, reacciones de hipersensibilidad, crioglobulinas, y paraproteinas; dolor de la
espalda baja; fiebre familiar mediterranea, sindrome de Muckle-Wells, y fiebre familiar de Hibernia, enfermedad de
Kikuchi; artralgias inducidas por farmacos, tendonititides, y miopatias;

3. Dolor y remodelacion del tejido conectivo de los trastornos musculo esqueléticos originados por lesién, por
ejemplo lesiones deportivas, o enfermedad: artritis (por ejemplo, artritis reumatoide, osteoartritis, gota o artropatia
por cristal), otro conjunto de enfermedades (como la degeneracion del disco intervertebral o degeneracion de la
articulacién temporomandibular), enfermedad de remodelacion 6sea (como la osteoporosis, enfermedad de Paget o
osteonecrosis), policondritits, esclerodermia, trastorno mixto del tejido conectivo, espondiloartropatias o
enfermedad periodontal (tal como periodontitis);

4. Piel: psoriasis, dermatitis atopica, dermatitis de contacto u otras dermatosis eczematosa, y reacciones tardias de
hipersensibilidad de tipo fito y fotodermatitis; dermatitis seborreica, dermatitis herpetiforme, liquen plano, liquen
escleroso y atrépico, pioderma gangrenoso, sarcoidosis de la piel, lupus eritematoso discoide, pénfigo, penfigoide,
epidermolisis bulosa, urticaria, angioedema, vasculitis, eritemas téxicos, eosinofilias cutdneas, alopecia sareata,
patrén de calvicie masculino, sindrome de Sweet, sindrome de Weber—Christian, eritema multiforme; celulitis, tanto
infecciosas y no infecciosas; paniculitis; los linfomas cutaneos, cancer cutaneo no melanoma y otras lesiones
displasicas; trastornos inducidos por farmacos incluyendo exantema fijo medicamentoso;

5. Ojos: blefaritis, conjuntivitis, incluyendo conjuntivitis vernal y alérgica perenne; iritis; uveitis anterior y posterior;
coroiditis; autoinmune; trastornos degenerativos o inflamatorios que afectan a la retina; oftalmitis incluyendo
oftalmitis simpatético; sarcoidosis, incluyendo infecciones virales, micéticas y bacterianas;

6. Tracto gastrointestinal: glositis, gingivitis, periodontitis; esofaguitis, que incluye el reflujo; gastro-enteritis
eosinofilica, mastocitosis, enfermedad de Crohn, colitis, por ejemplo, colitis ulcerativa, colitis indeterminada, proctitis, colitis
microscopica, prurito anal; enfermedad celiaca, sindrome del intestino irritable, trastorno del intestino irritable, diarrea no
inflamatoria y alergias relacionadas con el alimento las cuales pueden tener efectos alejados del intestino (por ejemplo,
migrafia, rinitis 0 eczema);

7. Abdominal: hepatitis, incluyendo autoinmune, alcohdlica y viral; fibrosis y cirrosis del higado; colecistitis,
pancreatitis, tanto aguda como crénica;

8. Genitourinario: incluyendo nefritis intersticial y glomerulonefritis, sindrome nefrético, incluyendo cistitis aguda y
cronica (intersticial) cistitis y la Ulcera de Hunner; agudas y crénicas, uretritis, prostatitis, epididimitis, salpingitis y ooforitis;
vulvovaginitis, enfermedad de Peyronie, disfuncion eréctil (tanto en hombres como en mujeres);

9. Rechazo de aloinjertos: agudos y cronicos, por ejemplo, trasplante de rifién, corazén, higado, pulmén, médula
Osea, la piel o la cornea o después de transfusion de sangre; o enfermedad crénica de injerto contra huésped;

10. CNS: la enfermedad de Alzheimer y otros trastornos demenciales incluida la CJD y nvCJD; amiloidosis;
esclerosis multiple y otros sindromes desmielinizantes; aterosclerosis cerebral y vasculitis, arteritis temporal;
miastenia grave; dolor agudo y crénico (agudo, intermitente o persistente, ya sea de origen central o periféricos),
incluyendo el dolor visceral, dolor de cabeza, migrafia, neuralgia del trigémino, dolor facial atipico, articulaciones y
dolor de huesos, dolor derivados de cancer y tumores, los sindromes de dolor neuropético diabético entre ellos,
post—herpética, y neuropatias asociadas a VIH; neurosarcoidosis; complicaciones malignas del sistema nervioso
central y periférico, procesos infecciosos o autoinmunes;

11. Otros trastornos autoinmunes y alérgicos: incluyendo la tiroiditis de 'Hashimoto, enfermedad de Graves,

enfermedad de Addison, la diabetes mellitus, trombocitopenia parpura idiopética, fascitis eosinofilica, sindrome
hiper—IgE, sindrome antifosfolipidico;
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12. Otros trastornos con una respuesta inflamatoria o componente inmunolégico; incluyendo el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), la lepra, el sindrome de Sezary, y los sindromes paraneoplasicos;

13. Cardiovascular: arteriosclerosis, que afecta a las arterias coronarias y la circulacién periférica, pericarditis,
miocarditis, inflamatorias y miocardiopatias autoinmune incluyendo sarcoidosis miocéardica; lesiones por isquemia—
reperfusién; endocarditis, valvulitis, y entre ellos aortitis infecciosa (por ejemplo sifilitica); vasculitis; trastornos de
las venas proximal y periféricas incluidas flebitis y trombosis, entre ellos trombosis venosa profunda y las
complicaciones de varices; y

14. Oncologia: tratamiento de canceres entre ellos de préstata, mama, pulmén, ovario, pancreas, intestino y colon,
estdmago, piel y tumores cerebrales y tumores malignos que afectan a la médula 6sea (incluidas leucemias) y
sistemas linfoproliferativos, como linfomade Hodgkin y linfoma de no Hodgkin, incluyendo la prevencion y el
tratamiento de la enfermedad metastasica y recidivas tumorales y los sindromes paraneoplasicos.

Asi, miembros de union de la invencion son Utiles como agentes terapéuticos en el tratamiento de afecciones que involucran
la expresion y/o actividad aberrante de la IL-17. Una modalidad, entre otras, es un método de tratamiento que comprende
administrar una cantidad efectiva de un miembro de unién de la invencién a un paciente en necesidad del mismo, en donde
la expresion y/o actividad aberrante de la IL-17 esta disminuida. Otra modalidad, entre otras, es un método de tratamiento
que comprende (i) identificar un paciente que demuestra niveles o actividad de IL-17 aberrantes, por ejemplo por medio del
uso de medios diagndstico descritos anteriormente, y (i) administrar una cantidad efectiva de un miembro de unién de la
invencion al paciente, en donde la expresion y/o actividad aberrante de la IL-17 esta disminuida. Una cantidad efectiva de
acuerdo con la invencién es una cantidad que disminuye la expresion aberrante de la actividad de la IL-17 con el fin de
disminuir o reducir la gravedad de al menos un sintoma de la enfermedad particular o trastorno a tratar pero no
necesariamente cura la enfermedad o el trastorno. Correspondientemente, una modalidad de la invenciéon es un método
para tratar o reducir la gravedad de al menos un sintoma de cualquiera de los trastornos que se mencionan en la presente,
que comprende administrar a un paciente que lo necesite una cantidad efectiva de uno o0 mas miembros de unién de la
presente invencion solo o en un régimen terapéutico combinado con otro medicamento adecuado que se conoce en la
materia 0 que se describe en la presente, de forma tal que se reduce la gravedad de al menos un sintoma de cualquiera de
los trastornos que se mencionan. Otra modalidad de la invencion, entre otras, es un método de antagonizar al menos un
efecto de la IL-17 que comprende poner en contacto con o administrar una cantidad efectiva de uno o mas miembros de
unién de la presente invencion de forma tal que al menos dicho efecto de la IL-17 se antagoniza, por ejemplo la unién de la
IL-17 al IL-17RA, o efectos corriente abajo tales como la liberacién de citocinas.

Correspondientemente, aspectos adicionales de la invencién proporcionan métodos de tratamiento que comprenden la
administracién de un miembro de uniébn como se proporciona, las composiciones farmacéuticas que comprenden tales
miembros de unién, y el uso de tal miembro de unién en la fabricacion de un medicamento para la administracién, por
ejemplo, en un método de fabricacion de un medicamento o composicion farmacéutica que comprende la formulacién del
miembro de unidn con un excipiente farmacéuticamente aceptable. Un excipiente farmacéuticamente aceptable puede ser
un compuesto o una combinacién de compuestos que entran en una composicion farmacéutica y no provoca reacciones
secundarias y las cuales permiten, por ejemplo, la facilitaciéon de la administracion del compuesto(s) activo, un aumento de
su vida util y/o en su eficacia en el cuerpo, un aumento de su solubilidad en solucién o bien una mejora en su conservacion.
Estos vehiculos farmacéuticamente aceptables se conocen bien y seran adaptados por la persona con experiencia en la
materia en funcién de la naturaleza y del modo de administracion del principio(s) activo elegido.

Los miembros de union de la presente invencion por lo general se administran en forma de una composicion farmacéutica,
la cual puede comprender por lo menos un componente, ademas del miembro de unién. Asi, las composiciones
farmacéuticas de acuerdo con la presente invencion, y para el uso de conformidad con la presente invencion, pueden
comprender, ademas del ingrediente activo, un excipiente farmacéuticamente aceptable, vehiculo, tamp6n, estabilizadores u
otros materiales bien conocidos por aquellos con experiencia en la materia. Estos materiales deben ser no tdxicos y no
deben interferir con la eficacia del principio activo. La naturaleza precisa del portador u otro material dependera de la via de
administracion, que puede ser oral, inhalado o por inyeccién, por ejemplo intravenosa.

Las composiciones farmacéuticas para la administracion oral, tales como, por ejemplo, nanocuerpos, etc también se prevén
en la presente invencion. Tales formulaciones orales pueden ser en forma de tableta, capsula, polvo, liquido o semisélido.
Una tableta puede comprender un vehiculo sélido tal como gelatina o un adyuvante. Las composiciones farmacéuticas
liquidas generalmente comprenden un vehiculo liquido, tal como agua, aceites animales o vegetales, aceite mineral o aceite
sintético. Se pueden incluir solucién salina fisiol6gica, dextrosa u otra solucién de sacérido o glicoles, tales como glicol de
etileno, glicol de propileno o glicol de polietileno.
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Para la inyeccion intravenosa o inyeccion en el sitio de la afeccion, el ingrediente activo estara en forma de una solucién
acuosa aceptable por via parenteral que esta libre de pirdgenos y tiene un pH, isotonicidad, y estabilidad adecuados.
Aquellos con experiencia relevante en la materia son capaces de preparar soluciones adecuadas mediante el uso de, por
ejemplo, vehiculos isotonicos tales como cloruro de sodio para inyeccion, inyeccién de Ringer, inyeccion de lactato de
Ringer. Se pueden emplear conservantes, estabilizadores, tampones, antioxidantes y/u otros aditivos como sea necesario,
incluyendo tampones tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos, antioxidantes, como el acido ascérbico y la
metionina, conservantes (tales como el cloruro de amonio octadecildimetilbencilo, cloruro de hexametonio, cloruro de
benzalconio; cloruro de bencetonio, fenol, butil o bencil alcohol; alquil parabenos, tales como el metil o propil parabeno,
catecol, resorcinol, ciclohexanol, 3-pentanol, y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular, proteinas, como la albimina
sérica, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos, tales como polivinilpirrolidona, aminoacidos, tales como la glicina,
glutamina, asparagina, histidina, arginina, o lisina, monosacéridos, disacaridos y otros carbohidratos que incluyen glucosa,
manosa o dextrinas, agentes quelantes, tales como EDTA, azlcares , tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol,
contra-iones que forman sales, tales como sodio, complejos de metales (por ejemplo, los complejos de Zn-proteina); y/o
surfactantes no idnicos, tal como TWEEN'", PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG).

Los miembros de unién de la presente invencién pueden formularse en formas liquida, semisoélida o sélida dependiendo de
las propiedades fisicoquimicas de la molécula y la via de suministro. Las formulaciones pueden incluir excipientes, o
combinaciones de los excipientes, por ejemplo: azlcares, aminoacidos y surfactantes. Las formulaciones liquidas pueden
incluir una amplia gama de concentraciones de anticuerpos y pH. Las formulaciones sélidas se pueden producir por
liofilizacion, atomizacién, o secado mediante la tecnologia de fluidos supercriticos, por ejemplo. Las formulaciones de anti-
IL-17 dependeran de la via de administracién prevista: por ejemplo, las formulaciones para la administracién pulmonar
pueden consistir en particulas con propiedades fisicas que garanticen la penetracién en lo profundo de los pulmones por
inhalacién; las formulaciones tépicas pueden incluir agentes modificadores de la viscosidad, que prolongan el tiempo que el
farmaco es residente en el lugar de accion. En ciertas modalidades, miembro de unién se puede preparar con un portador
que protegera al miembro de unién contra la liberacién rapida, tal como una formulaciéon de liberacién controlada, que
incluye implantes, parches transdérmicos, y sistemas de entrega microencapsulados. Se pueden usar polimeros
biodegradables y biocompatibles, tales como etileno y acetato de vinilo, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno,
poliortoésteres, y acido polilactico. Muchos métodos para la preparacion de tales formulaciones son conocidos por los
expertos en la técnica. Ver, por ejemplo, Robinson, 1978.

El tratamiento anti-IL-17 con un miembro de unién de la invencion se puede administrar oralmente (por ejemplo
nanocuerpos) por inyeccion (por ejemplo, subcutdneamente, intra-articular, intravenoso, intraperitoneal, intra-arterial o
intramuscularmente), por inhalacién, por la via intravesicular (instilacién en la vejiga urinaria), o tépicamente (por ejemplo,
intraocular, intranasal, rectal, dentro de heridas, sobre la piel). El tratamiento se puede administrar mediante la infusion de
pulso, en particular con disminucion de las dosis del miembro de unién. La via de administraciéon se puede determinar por
las caracteristicas fisico-quimicas del tratamiento, por consideraciones especiales para la enfermedad o por la necesidad de
optimizar la eficacia o reducir al minimo los efectos secundarios. Una via particular de administracion es la intravenosa. Otra
via de administracién de composiciones farmacéuticas de la presente invencién es por via subcutanea. Se prevé que el
tratamiento con anti-IL-17 no se limitara a su uso en la clinica. Por lo tanto, la inyeccion subcutadnea mediante un dispositivo
sin aguja es también ventajosa.

Una composicién se puede administrar sola o en combinacién con otros tratamientos, concurrentemente o secuencialmente
0 como una preparacion combinada con otro agente o agentes terapéuticos, en dependencia de la afeccion a tratar.

Un miembro de unién para la IL-17 se puede usar como parte de una terapia de combinacion de conjunto con un
componente medicinal adicional. Los tratamientos de combinacién se pueden usar para proporcionar importantes efectos
sinérgicos, en particular la combinacién de un miembro de unién anti-IL-17 con uno o mas de otros farmacos. Un miembro
de unién para la IL-17 se puede administrar simultaneamente o secuencialmente, 0 como una preparacion combinada con
otro agente o agentes terapéuticos para el tratamiento de uno o mas de las condiciones que se mencionan en la presente.

Un miembro de unién de acuerdo con la presente invencién se puede proporcionar como una terapia Unica o en
combinacion o adicion con una o méas de los siguientes agentes:

. un antagonista de la funcién de la citocina (por ejemplo, un agente que actla en las rutas de sefializacion de la
citocina, tal como un modulador del sistema SOCS), tal como un interferén alfa, beta y/o gamma; moduladores del
factor de crecimiento semejante a la insulina tipo | (IGF-1), sus receptores y proteinas de unidon asociadas;
interleucinas (IL), por ejemplo, una o mas de IL-1 a 33, y/o un antagonista o inhibidor de la interleucina, tal como
anakinra; inhibidores de los receptores de los miembros de la familia de la interleucina o inhibidores de
subunidades especificas de esos receptores, un inhibidor del factor alfa de la necrosis tumoral (TNF-a), tal como un
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anticuerpo monoclonal anti-TNF (por ejemplo infliximab, adalimumab y/o CDP-870) y/o un antagonista del receptor
TNF, por ejemplo, una molécula de inmunoglobulina (tal como etanercept) y/o un agente de bajo peso molecular,
tal como pentoxifilina;

un modulador de células B, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal dirigido a los linfocitos B (tal como CD20
(rituximab) o MRA-alL16R) o linfocitos T (por ejemplo, CTLA4-1g, HuMax 11-15 o Abatacept);

un modulador que inhibe la actividad osteoclastica, por ejemplo, un anticuerpo para RANKL;

un modulador de quimocina o de la funcion del receptor de quimocina tal como un antagonista de CCR1, CCR2,
CCR2A, CCR2B, CCR3, CCR4, CCR5, CCR6, CCR7, CCR8, CCR9, CCR10 y CCR11 para la familia C-C);
CXCR1, CXCR2, CXCR3, CXCR4 y CXCR5 y CXCRS6 (para la familia C-X-C ) y CXsCR1 para la familia C-Xs-C;

un inhibidor de las metaloproteasas de la matriz (MMP), es decir, una 0 mas de las estromelisinas, las colagenasas
y las gelatinasas, asi como agrecanasa, especialmente la colagenasa-1(MMP1), colagenasa-2 (MMPS8),
colagenasa-3 (MMP13), estromelisina-1 (MMP3), estromelisina-2 (MMP10) y/o estromelisina-3 ( MMP11) y/o
MMP9 y/o MMP12, por ejemplo, un agente tal como doxiciclina;

un inhibidor de la sintesis de leucotrienos, inhibidor de la 5-lipoxigenasa (5-LO) o proteina activadora de la 5-
lipoxigenasa (FLAP) antagonistas tales como; zileuton; ABT-761; fenleuton; tepoxalin; Abbott-79175; Abbott-85761;
N-(5-sustituido)-tiofeno-2-alquilsulfonamidas; 2,6-di-terc-butilfenolhidrazonas; metoxitetrahidropiranos tales como
Zeneca ZD-2138; el compuesto SB-210661; un compuesto piridinilo-sustituido 2-cianonaftaleno tal como L-739,010;
un compuesto 2-cianoquinolina tal como L-746,530; indol y/o un compuesto quinolina tal como MK-591, MK-886,
y/o BAY x 1005;

un antagonista del receptor de leucotrienos (LT) B4, LTC4, LTD4, y LTE4, seleccionado del grupo consistente de la
fenotiazina—3-1s como L-651392; compuesto amidino como CGS-25019c; benzoxalaminas como ontazolast;
bencenocarboximidamidas como BIIL 284/260; y compuestos como zafirlukast, ablukast, montelukast, pranlukast,
verlukast (MK-679), RG-12525, Ro—245913, iralukast (CGP 45715A), y BAY x 7195;

un inhibidor de la fosfodiestreasa (PDE), tal como una metilxantanina, por ejemplo, teofilina y/o aminofilina; y/o un
inhibidor selectivo de la isoenzima PDE, por ejemplo, un inhibidor de PDE4 y/o inhibidor de la isoforma PDE4D y/o
un inhibidor de PDES5;

un antagonista del receptor tipo 1 de la histamina, tal como cetirizina, loratadina, desloratadina, fexofenadina,
acrivastina, terfenadina, astemizol, azelastina, levocabastina, clorfeniramina, prometazina, ciclizina, y/o mizolastina
(generalmente aplicado por via oral topica o parenteral);

un inhibidor de la bomba de protones (tal como omeprazol) o antagonista del receptor gastroprotector de histamina
tipo 2 ;

un antagonista del receptor de histamina tipo 4;

un agente simpaticomimético vasoconstrictor agonista de los receptores adrenérgicos alfa—1/alfa—2, como
propilnexedrina, fenilefrina, fenilpropanolamina, efedrina, pseudoefedrina, hidrocloruro de nafazolina, hidrocloruro
de oximetazolina, hidrocloruro de tetrahidrozolina, hidrocloruro de xilometazolina, hidrocloruro de tramazolina o
hidrocloruro de etilnorepinefrina;

un agente anticolinérgico, por ejemplo, un antagonista del receptor muscarinico (M1, M2, y M3) , tal como atropina,
hioscina, glicopirrrolato, bromuro de ipratropio, bromuro de tiotropio, bromuro de oxitropio, pirenzepina y
telenzepina;

un agonista del adrenoceptor beta (que incluye los subtipos 1-4 del receptor beta), tal como isoprenalina,
salbutamol, formoterol, salmeterol, terbutalina, orciprenalina, bitolterol mesilato y/o pirbuterol, por ejemplo, un
enantibmero quiral de éste;

una cromona, por ejemplo, cromoglicato de sodio y/o nedocromil sédico;

un glucocorticoide, tal como flunisolida, acetonida de triamcinolona, dipropionato de beclometasona, budesonida,
propionato fluticasona, ciclesonida, y/o furoato de mometasona;

un agente que modula los receptores de la hormona nuclear tal como un PPAR,;

una inmunoglobulina (Ig) o preparaciéon de inmunoglobulina o un antagonista o anticuerpo que modula la funcién
de la Ig tal como anti-IgE (por ejemplo omalizumab);

otro agente antiinflamatorio aplicado en forma tépica o sistémica, por ejemplo, talidomida o un derivado de éste, un
retinoide, ditranol y/o calcipotriol;

combinaciones de aminosalicilatos y sulfapiridina, tal como sulfasalazina, mesalazina, balsalazida, y olsalazina y
agentes inmunomoduladores, tal como las tiopurinas; y corticosteroides, tal como budesonida;

un agente antibacteriano, por ejemplo, un derivado de penicilina, una tetraciclina, un macrélido, una beta—lactama,
una fluoroquinolona, metronidazol, y/o un aminoglucésido inhalado; y/o un agente antiviral, por ejemplo, acilovir,
famciclovir, valaciclovir, ganciclovir, cidofovir; amantadina, rimantadina; ribavirin; zanamavir y/o oseltamavir; un
inhibidor de proteasa, tal como indinavir, nelfinavir, ritonavir y/o saquinavir; un inhibidor de la transcriptasa inversa
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nucleosido, tal como didanosina, lamivudina, estavudina, zalcitabina o zidovudina; o un inhibidor de la transcriptasa
inversa no nucleosido, tal como nevirapina, efavirenz;

. un agente cardiovascular tal como un bloqueador del canal de calcio, bloqueador del beta-adrenoceptor, enzima
convertidora de angiotensina (ACE), antagonista del receptor de angiotensina-2; agente reductor de lipidos tal
como una estatina, y/o fibrato; un modulador de la morfologia de las células de la sangre tal como pentoxifilina; un
trombolitico, y/o un anticoagulante por ejemplo un inhibidor de la agregacion de plaquetas;

. un agente CNS como un antidepresivo (como sertralina), un farmaco anti—Parkinsoniano (como el deprenil, L—dopa,
ropinirol, pramipexol, un inhibidor de MAOB como selegina y rasagilina, un inhibidor de comP como tasmar, un
inhibidor de A-2, un inhibidor de la recaptacién de dopamina, un antagonista del NMDA, un agonista de la nicotina,
un agonista de la dopamina o un inhibidor de 6xido nitrico sintasa neuronal), y un farmaco contra la enfermedad de
Alzheimer, como donepezil, rivastigmina, tacrina, un inhibidor de COX-2, propentofilina o metrifonato

. un agente para el tratamiento del dolor agudo y crénico, por ejemplo, un analgésico de accién central o periférica,
tal como un analogo o derivado opioide, carbamazepina fenitoina, valproato sodico, amitriptilina u otro agente
antidepresivo, paracetamol, o agente antiinflamatorio no esteroide;

. un agente anestésico local aplicado en forma tépica o parenteral (incluyendo inhalado) tal como lignocaina o un
analogo de ésta;

. un agente anti-osteoporosis por ejemplo, un agente hormonal tal como raloxifeno o un bifosfonato, tal como
alendronato;

. () un inhibidor de triptasa; (ii) un antagonista del factor activador de plaquetas (PAF); (iii) un inhibidor de la enzima

convertidora de la interleucina (ICE); (iv) un inhibidor IMPDH; (v) un inhibidor de la molécula de adhesion
incluyendo antagonista de VLA-4; (vi) una catepsina; (vii) un inhibidor de quinasa, por ejemplo, un inhibidor de
tirosina quinasa (tal como Btk, Itk, Jak3 MAP, los ejemplos de inhibidores pudieran incluir Gefitinib, mesilato de
Imatinib), una serina / treonina quinasa (por ejemplo, un inhibidor de MAP quinasa, tal como p38, JNK, proteina
quinasas A, B y C y IKK), o una quinasa involucrada en la regulacion del ciclo celular (por ejemplo, una quinasa
dependiente de cilina); (viii) un inhibidor de glucosa-6 fosfato deshidrogenasa; (ix) un antagonista del receptor
B.subl y/o B.sub2. de kinina; (x) un agente anti-gota, por ejemplo, colquicina; (xi) un inhibidor de xantinoxidasa,
por ejemplo, allopurinol; (xii) un agente uricosurico, por ejemplo TGFB, probenecid, sulfinpirazona, y/o
benzbromarona; (xiii) un secretagogo de la hormona del crecimiento ; (xiv) un factor de crecimiento transformante
(); (xv) un factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF); (xvi) un factor de crecimiento de fibroblastos, por
ejemplo, factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF); (xvii) un factor estimulante de la colonia granulocito
macréfago (GM-CSF); (xviii) una crema capsaicina ; (xix) un antagonista del receptor NK.subl. y/o NK.sub3. de
taquikinina, tal como NKP-608C, SB-233412 (talnetant) y/o D-4418; (xx) un inhibidor de elastasa, por ejemplo, UT-
77 ylo ZD-0892; (xxi) un inhibidor de la enzima de conversién TNF-alfa (TACE); (xxii) un inhibidor de oxido nitrico
sintasa inducido (iNOS) o (xxiii) una molécula homdloga al receptor quimioatrayente expresada en células TH2 (tal
como un antagonista CRTH2 ) (xxiv) un inhibidor de un P38; (xxv) un agente modulador de la funcién de los
receptores similares a Toll (TLR) y (xxvi) un agente modulador de la actividad de los receptores purinérgicos, tal
como P2X7; (xxvii) un inhibidor de la activacion del factor de transcripcion, tal como NFkB, API, y/o STATS.

Un inhibidor puede ser especifico o puede ser un inhibidor mixto, por ejemplo, un inhibidor que tenga como blanco mas de
una de las moléculas (por ejemplo, receptores) o clases moleculares que se mencionaron antes.

El miembro de unién también se podria usar en asociacién con un agente quimioterapéutico u otro inhibidor de la tirosina
quinasa en coadministracion o en forma de un inmunoconjugado. Los fragmentos de dicho anticuerpo, también se podrian
usar en los anticuerpos biespecificos obtenidos mediante mecanismos recombinantes o acoplamiento bioquimico y luego la
asociacion de la especificidad del anticuerpo que se describié anteriormente con la especificidad de otros anticuerpos
capaces de reconocer otras moléculas que participan en la actividad para la cual se asocia la IL-17.

Para el tratamiento de una enfermedad inflamatoria, un miembro de unién de la invencion se puede combinar con uno 0 mas
agentes, tales como: los agentes anti-inflamatorios no esteroideos (en adelante AINE), que incluyen inhibidores de ciclo-
oxigenasa no selectiva (COX)-1/COX-2 aplicada por via topica o sistémica (tales como piroxicam, diclofenaco, acidos
propidnicos, tales como el naproxeno, flurbiprofeno, fenoprofeno, ketoprofeno e ibuprofeno, fenamatos, tales como acido
mefenamico, indometacina, sulindaco, azapropazona, pirazolonas, tales como fenilbutazona, salicilatos, tales como
aspirina); inhibidores selectivos de COX-2 (tales como meloxicam, celecoxib, rofecoxib, valdecoxib, lumarocoxib, parecoxib y
etoricoxib); donantes de Oxido nitrico inhibidores de la ciclooxigenasa (CINOD); glucocorticosteroides (ya sea administrado
por vias tépica, oral, intramuscular, intravenosa o intra-articular); metotrexato, leflunomida, hidroxicloroquina, d-penicilamina,
auranofina u otras preparaciones de oro parenteral u oral; analgésicos; diacereina; terapias intra-articulares, tal como
derivados de &cido hialurénico y suplementos nutricionales, tales como la glucosamina
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Un miembro de union de la invencion se puede usar ademas en combinacion con un agente terapéutico existente para el
tratamiento del cancer. Los agentes adecuados para usarse en combinacion incluyen:

(i) farmacos antiproliferativos/antineoplésicos y las combinaciones de éstos, como se usa en oncologia médica,
tales como los agentes alquilatantes (por ejemplo cis-platino, oxaliplatino, carboplatino, ciclofosfamida, mostaza de
nitrégeno, melfalano, clorambucil, busulfan, y nitrosoureas); antimetabolitos (por ejemplo antifolatos tales como
fluoropirimidinas como 5-fluorouracil y tegafur, raltitrexed, metotrexato, arabindsido de citosina, hidroxiurea,
gemcitabina y paclitaxel); antibidticos antitumorales (por ejemplo antraciclinas como adriamicina, bleomicina,
doxorubicina, daunomicina, epirubicina, idarubicina, mitomicina-C, dactinomicina y mitramicina); agentes
antimitéticos (por ejemplo alcaloides vinca como vincristina, vinblastina, vindesina y vinorelbina y taxoides como
taxol y taxotere); e inhibidores de topoisomerasa (por ejemplo, epipodofilotoxinas como etopdsido y tenipdsido,
amsacrina, topotecan y camptotecinas);

(i) agentes citostéatico tales como antiestrégenos (por ejemplo tamoxifeno, toremifeno, raloxifeno, droloxifeno
y yodoxifeno), reguladores descendentes del receptor de estrégeno (por ejemplo fulvestran), antiandrégenos (por
ejemplo bicalutamida, flutamida, nilutamida y acetato de ciproterona), antagonistas LHRH o agonistas LHRH (por
ejemplo goserelina, leuprorelina y buserelina), progestdgenos (por ejemplo acetato de megestrol), inhibidores de
aromatasa (por ejemplo como anastrozol, letrozol, vorazol y exemestano) e inhibidores de la 5a-reductasa tales
como finasteride;

(iii) Agentes que inhiben la invasion de las células de céancer (por ejemplo inhibidores de metaloproteinasas como
marimastat e inhibidores de la funcién del receptor de urocinasa activador del plasminégeno);

(iv) inhibidores de la funcién del factor de crecimiento, por ejemplo tales inhibidores incluyen anticuerpos del factor
de crecimiento, anticuerpos del receptor del factor de crecimiento (por ejemplo, el anticuerpo trastuzumab anti—
erbb2 , o el anticuerpo cetuximab anti—-erbbl [C225]), inhibidores de farnesil transferasa, inhibidores de la tirosina
quinasa e inhibidores de la serina/treonina quinasa, por ejemplo inhibidores de la familia del factor de crecimiento
epidérmico (por ejemplo, inhibidores de tirosina quinasa de la familia del EGFR, tales como N—(3—cloro—4—
fluorofenil)-7—metoxi—6—(3—morfolinopropoxi) quinazolin-4—amina (gefitinib, AZD1839), N—(3—etinilfenil) —6,7-bis
(2—metoxietoxi) quinazolin-4—amina (erlotinib, OSI 774) vy 6-acrilamida—N—(3—-cloro—4—fluorofenil)—7—(3—
morfolinopropoxi) quinazolin-4—amina (Cl 1033)), por ejemplo inhibidores de la familia del factor de crecimiento
derivado de plaquetas, y por ejemplo inhibidores de la familia del factor de crecimiento de hepatocitos;

(v) agentes antiangiogénicos tales como aquellos que inhiben los efectos del factor de crecimiento del endotelio
vascular, (por ejemplo el anticuerpo anti-factor de crecimiento del endotelio vascular bevacizumab, compuestos
tales como aquellos descritos en las solicitudes de patentes internacionales WO 97/22596, WO 97/30035, WO
97/32856 y WO 98/13354, cada una de las cuales se incorpora en la presente descripcion en su totalidad) y
compuestos que trabajan por otros mecanismos (por ejemplo linomida, inhibidores de la funcién de la integrina
avB3 y angiostatina);

(vi) agentes que dafian la vasculatura tales como combretastatina A4 y compuestos descritos en las solicitudes de
patentes internacionales WO 99/02166, WO 00/40529, WO 00/41669, WO 01/92224, WO 02/04434 y WO
02/08213, cada uno de los cuales se incorpora en la presente descripcién en su totalidad;

(vii) terapias antisentido, por ejemplo las que se dirigen a los objetivos enumerados anteriormente, tal como ISIS
2503, un anti-ras antisentido;

(viii) aproximaciones a la terapia de genes, incluyendo, por ejemplo, aproximaciones para reemplazar genes
aberrantes tales como p53 aberrante o BRCA1 o BRCA2 aberrantes, aproximaciones de GDEPT (terapia
profarmaco enzimas dirigida al gen) tales como aquellas que usan citosina deaminasa, timidina cinasa o una
enzima nitroreductasa bacteriana y aproximaciones para aumentar la tolerancia del paciente a la quimioterapia o
radioterapia tales como terapia génica de resistencia a multiples farmacos; y

(ix) aproximaciones de inmunoterapia, incluyendo por ejemplo aproximaciones ex vivo e in vivo para aumentar la
inmunogenicidad de las células tumorales del paciente, tal como la transfeccion con citoquinas como la interleucina
2, interleucina 4 o factor de estimulacion de colonias de granulocitos—macréfagos, aproximaciones para disminuir
la anergia de células T, aproximaciones para usar células inmunitarias transfectadas, como células dendriticas
transfectadas con citoquinas, aproximaciones para usar lineas celulares tumorales transfectadas con citoquinas y
aproximaciones para usar anticuerpos anti— idiotipicos.

Un miembro de unién de la invenciéon y uno o mas de los componentes de medicamentos adicionales se pueden usar en la
fabricaciéon de un medicamento. El medicamento puede ser para la administracion a un individuo por separado o en
combinacion, y en consecuencia, puede comprender el miembro de unién y el componente adicional como una preparacion
combinada o como preparaciones por separado. Las preparaciones por separado se pueden usar para facilitar la
administracion separada y secuencial o simultanea, y permitir la administracion de los componentes por diferentes vias, por
ejemplo la administracion oral y parenteral.

De acuerdo con la presente invencion, las composiciones se pueden administrar a mamiferos. La administracion puede ser
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en una "cantidad terapéuticamente efectiva", esto es suficiente para mostrar el beneficio para un paciente. Dichos beneficios
pueden ser al menos la mejoria de al menos un sintoma. La cantidad real administrada y la velocidad y la evolucién en el
tiempo de la administraciéon, dependeran de la naturaleza y la gravedad de lo que se trate, del mamifero en particular a
tratar, de la condicién clinica de cada paciente, de la causa del trastorno, del sitio de la entrega de la composicion, del tipo
de miembro de union, del método de administracion, de la programacion de la administracién y de otros factores conocidos
por los médicos. La prescripcion del tratamiento, por ejemplo, decisiones sobre la dosificacion, etc., esta dentro de la
responsabilidad de los médicos generales y otros médicos, y puede depender de la gravedad de los sintomas y/o progresion
de una enfermedad a tratar. Las dosis apropiadas del anticuerpo se conocen bien en la materia (Ledermann 1991 y
Bagshawe 1991.Se pueden usar las dosis especificas indicadas en la presente o en Physician's Desk Reference (2003)
segun sea adecuado para el tipo de medicamento que se administra. Una cantidad terapéuticamente efectiva o la dosis
adecuada de un miembro de unién de la invencién se puede determinar mediante la comparacion de su actividad in vitro e in
vivo en un modelo animal. Los métodos para extrapolacion de las dosis efectivas en ratones y otros animales de prueba a
humanos se conocen. La dosis exacta dependera de una serie de factores, que incluyen si el anticuerpo es para el
diagndstico, prevencion o para el tratamiento, el tamafio y la ubicacion de la zona a tratar, la naturaleza precisa del
anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo completo, fragmento, o diacuerpo) y la naturaleza de cualquier etiqueta perceptible u
otra molécula unida al anticuerpo. Una dosis tipica de anticuerpo estara en el intervalo de 100 pug a 1 g para las aplicaciones
sistémicas, y 1 pg a 1 mg para aplicaciones tdpicas. Se puede administrar una dosis inicial de carga mas elevada, seguida
de una o mas dosis mas bajas. Tipicamente, el anticuerpo serd un anticuerpo completo, por ejemplo, el isotipo de IgG1.
Esta es una dosis para un solo tratamiento de un paciente adulto, que se puede ajustar proporcionalmente para nifios y
bebés, y también se ajusta para los formatos de otros anticuerpos en proporcion al peso molecular. Los tratamientos pueden
repetirse a intervalos diarios, dos veces por semana, semanal o mensual, segun el criterio del médico. Los tratamientos
pueden ser cada dos a cuatro semanas para la administracion subcutanea y cada cuatro a ocho semanas para la
administracion intravenosa. En algunas modalidades de la presente invencion, el tratamiento es periédico, y el periodo entre
las administraciones es de aproximadamente dos semanas o0 mas, por ejemplo, aproximadamente tres semanas o mas,
aproximadamente cuatro semanas 0 mas, o aproximadamente una vez al mes. En otras modalidades de la invencién, el
tratamiento puede administrarse antes, y/o después de la cirugia, y puede administrarse o aplicarse directamente en el sitio
anatomico del tratamiento quirdrgico.

Ejemplos

Ejemplo 1: Aislamiento de anticuerpos guias

1.1 Selecciones

Grandes genotecas de Fv de simple cadena (scFv) de anticuerpos humanos clonados en un vector fagébmido basadas en el
fago filamentoso M13 se usaron para la seleccion (Vaughan y otros 1996, Hutchings y otros 2001). Los anticuerpos scFv
especificos anti-IL-17A se aislaron de genotecas de fagos mediante el uso de una serie de ciclos de seleccion sobre IL-17A
humana recombinante practicamente como se describié previamente (Vaughan y otros 1996). E resumen la IL-17A humana
en PBS (PBS de Dulbecco, pH7.4) se adsorbié sobre los pocillos de una placa de microtitulo toda la noche a 4C. Los
pocillos se lavaron con PBS y se bloquearon después por 1 h con PBS-Marvel (3% p/v). El fago purificado en PBS-Marvel
(3% pv) se afiadié a los pocillos y se dejé que se uniera al antigeno recubierto por 1 h. El fago no unido se eliminé por una
serie de ciclos de lavado por medio del uso de PBS-Tween (0.1% v/v) y PBS. Las particula de fago unidas se eluyeron,
infectaron en bacteria y rescataron para la proxima ronda de seleccion (Vaughan y otros 1996).

Un numero representativo de los clones individuales de la segunda ronda de selecciones se crecio en placas de 96 pocillos.
ScFvs se expresaron en el periplasma bacteriano y se tamizaron para su actividad inhibidora en un ensayo de unién al
receptor A de IL17 humano. ScFv el cual mostré un efecto inhibidor significativo en la interaccion IL-17A:IL-17RA como
extractos periplasmaticos crudos, se sometieron a la secuenciacion de ADN (Vaughan 1996, Osbourn 1996). Los scFvs
Unicos se expresaron otra vez en bacteria y se purificaron por cromatografia de afinidad (Bannister y otros 2006), y los
valores ICso se determinaron por pruebas de series de dilucion de scFvs purificados en el ensayo de unién receptor-ligando
HTRF®, y en los ensayos de liberacién de IL-6 HT1080 contra IL-17 humana y de cinomolgo.

1.2 Selectividad y reactividad cruzada entre especies de los anticuerpos en ensayos de competencia de epitopo DELFIA ®
La reactividad cruzada de las especies y la selectividad de los anticuerpos para los miembros de la familia de IL-17 se
establecié usando ensayos de competencia de epitopo DELFIA®, midiendo la inhibicién de HIS FLAG IL-17A (HEK EBNA
derivado, propio), uniendo cada anticuerpo anti-IL-17 inmovilizado.

Las titulaciones de la IL-17A humana purificada no marcada (derivado de E.coli, propio), IL-17B (Peprotech), IL-17C (R & D
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Systems), IL-17D (Peprotech), IL-17E (R & D Systems), e IL-17F (Peprotech) se probaron en cada ensayo para establecer
la potencia para cada miembro de la familia de IL-17, medido por los valores ICso en el ensayo.

Las titulaciones de las especies de IL-17 que incluyen humana, cinomolgo (derivado de E.coli, propio), e IL-17A de murino(R
& D Systems) se probaron en cada ensayo para establecer la reactividad cruzada de las especies de los anticuerpos.

Las IgG purificadas se adsorbieron en placas de microtitulacion Maxisorp de 96 pocillos (Nunc) en solucién salina regulada
con fosfato (PBS), a una concentracion que dio una sefial significativa cuando se afiadi6 IL-17A humana biotinilada a
aproximadamente su Kd estimada para esa IgG en particular. El exceso de 1gG se lavo con PBS-Tween (0.1% v/v) y los
pocillos se bloquearon con PBS-Marvel (3% p/v) por 1 h. Una serie de dilucion del competidor (IL-17A de murino o
cinomolgo, o miembros de la familia de IL-17) se prepard en PBS, comenzando a una concentracion de aproximadamente
200-veces el valor de Kd de la interaccion entre la IL-17A humana biotinilada y la 19G respectiva. La IL-17A humana no
biotinilada se us6 como un control positivo. Para estas series, se afiadié un volumen igual de IL-17A humana recombinante
biotinilada a una concentracion de aproximadamente 2-veces la Kd (lo que resulta en series que comienzan en una relacion
de antigeno competidor:IL-17A humana biotinilada de aproximadamente 100:1). Estas mezclas entonces se transfirieron a la
IgG bloqueada y se les permitié equilibrar por 1 h. El antigeno no unido se eliminé mediante lavados con PBS-Tween (0.1%
v/v), mientras que la IL-17A humana biotinilada se detect6 por un conjugado de estreptavidina-Europium3+ (DELFIA®
detection, PerkinElmer). La fluorescencia de resolucion temporal se midi6 a 620 nm en un lector de placas EnVision
(PerkinElmer). Los datos de fluorescencia se convirtieron a % de unién especifica (100% se determiné de los pocillos control
que contenian la IL-17A humana biotinilada pero no el competidor, 0 % fue de los pocillos que contenian la IL-17A humana
biotinilada y un exceso de 100-veces de IL-17A humana no biotinilada). Los datos resultantes se analizaron usando el
software de ajuste de la curva Prism (Graphpad) para determinar los valores ICso. Debido a las diferentes afinidades de cada
IgG a la IL-17A, y por lo tanto las diferentes condiciones de ensayo usadas, los resultados se expresaron como veces de
diferencia en los valores ICso entre la IL-17A humana y los antigenos competentes. Esto permite la comparacién de
diferentes IgG.

Tabla 1: Potencia de los miembros de la familia de IL-17 y diferentes especies IL-17 en ensayos de unién de IgG a la IL-17A
humana (DELFIA®)

ICs0 (NM)
Nombre del IL-17A IL-17A | Veces de diferencia de la | IL-17A de | Veces de diferenciadela | IL-17BaF
clon humana murina IL-17A humana Cyno IL-17A humana Humana

TINA1 12 98 12 NI - NI
TINA7 28 NI - 4 0.14 ND
TINA10 7 50% - 21 3 NI
TINA11 4 NI - 28 7 NI

Anticuerpo 1 6 NI - 69 115 NI
TINA21 6 NI - 20 3.1 NI
TINA22 7 NI - 7 1 ND
TINA48 9 NI - 7 0.8 NI
TINAS1 25 35 0.7 NI - NI

ND indica no determinado, NI no inhibicién. No se observé inhibicion de la unién de IL-17A humana con la IL-17B a F para
cualquiera de los clones probados.

1.3 Inhibicién de la unién de IL-17A al receptor de IL-17

Los resultados de la seleccion se tamizaron en un formato de ensayo de unién receptor-ligando HTRF® (Fluorescencia
homogénea de resolucién temporal, CIS Bio international) para la inhibicién de la unién ya sea de la IL-17A humana
biotinilada (Peprotech 200-17), o la IL-17A humana etiquetada con HIS FLAG (derivada de HEK EBNA propia) a la proteina
de fusioén IL-17RA Fc (R & D Systems 177-IR). Un Acm anti-IL-17 de referencia (Biosource) se incluyd en todos los ensayos
de potencia como un control positivo. El método detallado del ensayo se proporciona en la seccion Materiales y Métodos de
ensayo.
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Los ejemplos de las potencias de los scFv guias obtenidas de los ensayos de unién de la IL-17A humana etiquetada con
HIS FLAG a la proteina de fusion IL-17RA Fc se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2: Ejemplos de las potencias de los scFv guias en los ensayos de union de la HIS FLAG IL-17A a IL-17RA Fc

Nombre del clon ICso (NM) en el ensayo de HTRF® Nombre del clon ICso (NM) en el ensayo de HTRF®
TINAL 213 TINA22 53
TINA7 118 TINA48 57
TINA10 59 TINA51 80
TINA1l 156 TINASS 79
Anticuerpo 1 12 TINAG2 4
TINA21 36 TINA107 25

1.4 Unién al epitopo

Los scFv guia se probaron en ensayos de competencia del epitopo para la inhibicién de IL-17A humana HIS FLAG (derivado
de HEK EBNA propio) que se une a los anticuerpos IL-17 anti-humanos que incluyen el Anticuerpo 1 parental, Acm317 (R &
D Systems) o el Acm Biosource.

Los ensayos de competencia del epitopo usando el Acm317 o el Acm Biosource involucré pre-incubar 3 nM o 6 nM de
anticuerpo anti-IL-17 con 20 nM o 10 nM de Fc anti-murino marcado con XL665 (CIS Bio International 61PAMXLB) en 50mM
tampon HEPES que contenia 0.4M de fluoruro de potasio y 0.1% BSA (tampén de ensayo) respectivamente. La deteccién
del anticuerpo y XL665 se pre-incubaron por 1 h en la oscuridad a temperatura ambiente. Para el ensayo usando el
Anticuerpo 1, el Anticuerpo 1 se marc6 directamente con criptato (CIS Bio International 62EUSPEA) y se diluyé 500-veces
en tampon de ensayo antes del uso.

En paralelo, para los ensayos usando Acm317 o Acm Biosource, 10 nM de IL-17A biotinilado (20 nM monomeérico) se pre-
incubaron por 1 h a temperatura ambiente en la oscuridad con 3.2 nM de criptato de estreptavidina en el tampon de ensayo.
Para el ensayo del Anticuerpo 1, 2 nM de IL-17A HIS FLAG (4 nM monomérico) se pre-incubaron por 1 h a temperatura
ambiente en la oscuridad con 2 nM de anticuerpo anti-Flag marcado con XL665 (CIS Bio International 61FG2XLB) en el
tampon de ensayo.

Después de la pre-incubacion de los reactivos, 10 pl de la muestra de scFv purificada se afiadié a una placa de ensayo de
poco volumen de 384 pocillos (Costar). Esto fue seguido por la adicion de 5 pl del anticuerpo IL-17 pre-incubado y su
deteccion XL665 por ensayos usando Acm317 o el Acm Biosource, y después 5 ul de la IL-17A humana biotinilada y mezcla
de deteccion de criptato.

Para el ensayo del Anticuerpo 1, 10 pl de muestra de scFv purificado se afiadieron a una placa de ensayo de poco volumen
de 384 pocillos, seguido por la adicién de 5 pl del Anticuerpo 1 etiquetado con criptato, y después 5 pl de la HIS FLAG IL-
17Ay la mezcla de deteccién XL665.

Las placas de ensayo después se centrifugaron a 1000 rpm a temperatura ambiente por 1 min, y se incubaron hasta 4 h a
temperatura ambiente, antes de leer la fluorescencia resuelta en el tiempo a las longitudes de onda de emisiéon 620 nm y
665 nm por medio del uso de un lector de placas EnVision (Perkin Elmer).

Los datos se analizaron por el célculo de los valores de % Delta F (CIS Bio International) para cada muestra, los que se
usaron después para determinar el % de unién especifica.

Los resultados se resumen en la Tabla 3.
Tabla 3: Ejemplos de resultados de la caracterizacion de los scFv guias en un ensayo de competencia de epitopos de la IL-
17A
Inhibicion en el ensayo de competencia de epitopos contra:
Nombre del clon - -
Anticuerpo 1 Acm 317 Acm Biosource

TINAL +++ + +++
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Inhibicién en el ensayo de competencia de epitopos contra:
Nombre del clon

Anticuerpo 1 Acm 317 Acm Biosource

TINA7 + + +
TINA1O +++ + 4+
TINA11 +++ + +++
TINA12 +++ + 4+
TINA21 +++ ++ T+
TINA22 +++ +++ ++
TINA48 +++ + 4+
TINA51 ++ + ++
TINA55 +- + i
TINAG2 +/- + ++
TINA107 +++ + 4+
Anticuerpo 1 (TINA12 IgG1) +++ - T+
Acm 317 (sistemas de | & D) +- +++ +/-
Acm Biosource +++ +/- 4+

+++ se observé una buena inhibicion.
+ se observé una pobre inhibicion.
- no se observé inhibicion

Se observaron diferentes grados de inhibicion entre el panel guia de scFv en los 3 ensayos de competencia de epitopos, lo
que indica que algunos de estos clones reconocen epitopos ligeramente diferentes o superpuestos de otros scFv en el
panel, y de los Acsm con los cuales se configuraron estos ensayos.

1.5 Cambio de formato de scFv a IgG1

Los clones se convirtieron de scFv a formato 1gG por sub-clonaje de los dominios Vy y Vi en vectores que expresan las
cadenas de anticuerpo pesadas y ligeras completas respectivamente. El dominio V4 se cloné en un vector (pEU15.1) que
contenia los dominios constantes de cadena pesada humana y elementos reguladores para expresar la cadena pesada de
IgG completa en células de mamifero. Del mismo modo, el dominio V. se clond en un vector (pEU4.4) para la expresion de
los dominios constantes de la cadena ligera humana (lambda) y elementos reguladores para expresar toda la cadena ligera
de IgG en células de mamifero. Los vectores para la expresion de las cadenas pesadas y cadenas ligeras se describieron
originalmente en Persic y otros, 1997. Los vectores de Cambridge Antibody Technology se modificaron simplemente por la
introduccion de un elemento OriP. Para obtener IgG, los vectores que expresan las cadena pesada y ligera de I1gG se
transfectaron en células de mamiferos EBNA-HEK293. Las IgG se expresaron y se secretaron al medio. Las cosechas se
concentraron y filtraron antes de la purificacion. La 1gG se purific6 usando cromatografia de la proteina A . Los
sobrenadantes de cultivo se cargan en una columna de Proteina A Ceramica de tamafio apropiado (BioSepra) y se lavaron
con 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 250 mM NacCl. La IgG unida se eluy6 de la columna mediante el uso de 0,1 M de citrato de
sodio (pH 3.0) y se neutraliz6 por la adicion de Tris-HCI (pH 9.0). Al material que eluyd se le cambié la solucién tamp6n a
PBS en columnas Nap10 (Amersham, # 17-0854-02) y la concentracion de 1gG se determiné espectrofotométricamente por
el uso de un coeficiente de extincion que se bas6 en la secuencia de aminoacidos de la IgG, Mach y otros, 1992. La
agregacion o degradacion de la IgG purificada se analizaron por SEC-HPLC y por SDS-PAGE.

1.6 Liberacion de IL-6 de células HT1080 inducida por IL-17
Para determinar la bioactividad de los inhibidores de IL-17, la actividad de scFv y IgG se evalu6 en un ensayo de célula de

fibrosarcoma humano HT1080. Estas células responden a la IL-17 humana liberando IL-6 en una manera dependiente de la
dosis. Para detalles sobre el método del ensayo, ver la seccion de "Materiales y métodos de ensayo".
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En este ensayo, la actividad inhibidora, determinada por sus valores IC50 de un panel de scFv anti-IL-17/IgG se determiné
en respuesta a 1 nM de IL-17A humana o 1 nM de IL-17A de primate no humana cinomolgo (cyno). Las potencias de scFv e
IgG obtenidas se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Ejemplos de potencias de scFv e IgG en el ensayo HT1080

IL-17 humana IL-17 de Cyno
Nombre del clon Inhibicién de scFv 1gG ICso (NM) 1gG ICs0 (NM)
TINAL la 50% inhibicion la
TINA1O inhibicion 54 +26 (n=3) 155 +26 (n=3)
TINA11 inhibicion 92 +16 (n=2) 216 +188 (n=2)
Anticuerpo 1 inhibicion 22 +10 (n=6) 172 +32 (n=5)
TINA21 inhibicién 29 +11 (n=6) 28 +15 (n=5)
TINA48 inhibicién 69 +15 (n=3) 33 +4 (n=3)
TINA51 inhibicion 17 (n=1) la
NT No probado
IA Inactivo

Los scFv del aislamiento guia generalmente dieron inhibiciones débiles en el ensayo de HT1080, de forma tal que las
potencias no se pudieron determinar. Por lo tanto, a cualquier scFv que exhibié inhibicién en el ensayo de HT1080 se le
cambié el formato a IgGl y se re-evalué en el ensayo para determinar la potencia con mas precision, y permitir la
clasificacion de los clones.

Ejemplo 2: Optimizacién del anticuerpo

2.1 Maduracién de la afinidad

Los anticuerpos guias se optimizaron por medio del enfoque de mutagénesis dirigida y la seleccion de exhibicion en fago
basada en la afinidad. Grandes genotecas de scFv-fagos derivados de los clones guias se crearon por mutagénesis dirigida
de oligonucleétidos de la regiones variables determinantes de la complementariedad 3 (CDR3) de las cadenas pesada (Vu)
y ligeras (V.) por el uso de técnicas estandar de biologia molecular como se describi6é (Clackson 2004). Las genotecas se
sometieron a selecciones que se basaron en la afinidad por la exposicién en fagos con el fin de seleccionar variantes con
una mayor afinidad por la IL-17A humana. En consecuencia, esto mostraria una actividad inhibitoria mejorada para la union
de la IL-17A a su receptor. Las selecciones se llevaron a cabo esencialmente como se describié previamente (Thompson
1996). En breve, las particulas scFv-fago se incubaron con la IL-17A humana recombinante biotinilada en solucién (bio-hulL-
17A, derivada de HEK EBNA propia y modificada propia). Los ScFv-fagos unidos a los antigenos se capturaron luego en
perlas paramagnéticas recubiertas con estreptavidina (Dynabeads ® M-280) segun las recomendaciones del fabricante. Las
particulas de fagos seleccionados scFv se rescataron después segun lo descrito previamente (Osbourn 1996), y el proceso
de seleccion se repitié en presencia de concentraciones decrecientes de bio-hulL-17A (100 nM a 10 pM en 5 rondas). Los
extractos periplasmaticos que contienen scFv se prepararon de un namero representativo de clones individuales a partir de
los resultados de la seleccion y se tamizaron por la habilidad de inhibir la unién de bio-hulL-17A humana al receptor A de
IL-17 humana esencialmente como se describié en el Ejemplo 1. Las rondas de seleccion, es decir, las variantes de scFv,
gue mostraron un efecto inhibidor significativamente mejor en comparacion con sus respectivos anticuerpos parentales, se
sometieron a secuenciacién de ADN, se produjeron variantes Unicas como scFv purificados para una caracterizacion
adicional (ver Ejemplo 1).

Algunos scFv se seleccionaron después y se convirtieron a IgG1 como se describe en el Ejemplo 1 y se probaron
nuevamente. En un esfuerzo por obtener ganancias de potencia adicionales, V4 y VL mejorados se recombinaron en la
etapa transfeccion y las 1gG1 resultantes se evaluaron. La recombinacion de VH y VL en el nivel de transfeccion se
reconoce como una técnica algo impredecible, con éxito mezclado en los anticuerpos generadores de potencia mejorada.
Sin embargo, casualmente, en este caso la técnica tuvo éxito para producir un nimero de IgG de alta potencia, que incluye
los anticuerpos 3, 4,5, 7,9, 10 y 12, como se describe mas abajo.

2.2 Linea germinal
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Las secuencias de aminoéacidos de los dominios Vy y V. de los anticuerpos anti-IL-17A optimizados se alinearon con
secuencias de linea germinal humana conocidas en la base de datos VBASE (Tomlinson 1997), y la linea germinal mas
cercana se identifico por similitud de secuencia. Para los dominios V4 del linaje de anticuerpo Tina 12 esta fue VH3-23. Para
los dominios VL fue VA6a.

Sin considerar los residuos de Vernier (Foote & Winter 1992), los cuales se dejaron sin cambiar, hubo un cambio en los
marcos de los dominios V4 y 2 cambios en los dominios V|, todos los cuales se revirtieron a las secuencias de linea
germinal mas cercanas para corresponder idénticamente con anticuerpos humanos por medio del uso de técnicas de
mutagénesis dirigida estandar con los cebadores adecuados. Los residuos de Vernier en el dominio VH fueron la Arg C-
terminal en VH FR3 (residuo namero 98 en la secuencia del dominio VH), la cual no se cambi6 a la Lys de linea germinal.
Los residuos de Vernier en el dominio VL fueron la lle en VL FR2 (residuo nimero 47 en la secuencia del dominio VL), la
cual no se revirtié a la Thr de linea germinal, y Phe en VL FR2 (residuo nimero 50 en la secuencia del dominio VL), la cual
no se revirtié a la Tyr de linea germinal.

2.3 Ensayo receptor-ligando HTRF® de los clones optimizados

Los resultados de la seleccién optimizados se tamizaron en un ensayo de unién receptor-ligando HTRF® para la inhibicion
de la unién de IL-17A humana etiquetada con HIS FLAG (derivada de HEK EBNA propia) a la proteina de fusién IL-17RA
Fc, como se describié en la seccion Materiales y Métodos del ensayo.

Las potencias de los scFv purificados identificados como aciertos a partir del tamizaje se determinaron después en el
ensayo de unién receptor-ligando HTRF®. Los ejemplos de las potencias de los scFv guias que se obtuvieron se muestran
en la Tabla 5. Los datos mostrados aqui son para las secuencias de anticuerpo que no son de la linea germinal.

Tabla 5: Ejemplos de las potencias optimizadas de los scFv guias en el ensayo receptor -ligando HTRF

Nombre del clon ICs0 (NM) en el ensayo de HTRF® Nombre del clo n ICs0 (NM) en el ensayo de HTRF®
Anticuerpo 1 12.0 Anticuerpo 13 1.6
Anticuerpo 2 0.7 Anticuerpo 14 25
Anticuerpo 3 ND Anticuerpo 15 1.6
Anticuerpo 4 ND Anticuerpo 16 1.6
Anticuerpo 5 ND FORDO022E03 8
Anticuerpo 6 1.7 FORDO023A05 6
Anticuerpo 7 ND FORD025D03 7
Anticuerpo 8 0.7 FORDO022B08 6
Anticuerpo 9 ND FORDO023B10 4
Anticuerpo 10 ND FORD146B02 13
Anticuerpo 11 0.6 FORDO016D04 0.6
Anticuerpo 12 ND Acm Biosource 15

*ND = no determinado, ya que scFv de estos clones no esta disponible. Estos clones se crearon por recombinacion en la
etapa IgG.

2.4 Ensayo de liberacién de IL-6 de HT1080 de los clones optimizados

El mejoramiento de la bioactividad a continuacién de la optimizacién de los anticuerpos del aislamiento guia se ensay0 en
las células de fibrosarcoma humano HT1080 como se describio en la seccion "Materiales y Métodos del ensayo". Todos los
ensayos se llevaron a cabo por medio del uso de IL-17A humana derivada del sistema de expresion HEK-EBNA, e IL-17A
de cinomolgo ya sea derivada de E. coli o de los sistemas de expresion HEK EBNA.

Se evalud un panel de scFv/IgG anti-IL-17 optimizados en el ensayo de HT1080 en respuesta a 1 nM de IL-17A humana o 1
nM de cinomolgo (cino) de forma dependiente de la concentracion. Ejemplos de las potencias de scFv e IgG obtenidas se
muestran en la Tabla 6A.
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Tabla 6A: Ejemplos de potencias mejoradas de scFv e IgG en el ensayo HT1080 .

IL-17 humana IL-17 de Cyno
Veces de diferencia en la reactividad

Nombre del clon scFv ICsp |gG ICso scFv ICso |gG ICso cruzada (IgG)

(nM) (nM) (nM) (nM)

Anticuerpo 1 ;%(ﬁgicién 23.0 la 144.0 6
Anticuerpo 2 16.2 1.5 99.0 18.3 12
Anticuerpo 3 - 0.8 - 13.0 16
Anticuerpo 4 - 0.9 - 7.3 8
Anticuerpo 5 - 1.4 - 39.7 28
Anticuerpo 6 31.2 15 135.8 39.6 26
Anticuerpo 7 - 0.7* - 5.0 7
Anticuerpo 8 34.3 2.9 96.4 53.0 18
Anticuerpo 9 - 2.3 - 9.2 4
Anticuerpo 10 - 2.2 - 4.9

Anticuerpo 11 8.2 29 %%Tgicién 250 4
Anticuerpo 12 - 2.1 - 4.2 2
Anticuerpo 13 35.9 2.0 147.0 28.8 14
Anticuerpo 14 36.7 1.8 99.5 29.0 16
Anticuerpo 15 21.7 1.7 158.8 30.9 19
Anticuerpo 16 13.0 1.6 249.0 29.5 19
FORD023B10 24.7 3.4 141 15 2
FORDO023A05 30.6 3.3 17.0 8.7 3
FORDO025D03 34.1 2.5 26.3 6.6 3
FORD022B08 39.6 4.5 22.1 4.6 1
FORDO022E03 47.7 14.6 31.2 17.0 1
FORD146B02 52.1 9.3 30.7 17.5 2
gcl:r)r; 317 (sistemas de | 3.2 ) 14.1 4
Acm Biosource - 6.2 - 6.8 1

* Experimentos adicionales (conjunto de datos n=15) indicé un valor de media geométrica IC50 de 0.8, 95% intervalos de
confidencia 0.6 a 1.0
t Experimentos adicionales (conjunto de datos n=12) indicd un valor de media geométrica IC50 de 4.8, 95% intervalos de
confidencia 3.2 a 6.4.

2.5 Ensayo de células HT1080 que mide la liberacién sinérgica de IL-6

Las células HT1080 pueden responder a la IL-17A humana y al TNFa humano al liberar sinérgicamente IL-6 de forma
dependiente de la concentracién. La bioactividad de los Anticuerpos 2 y 7 a la respuesta sinérgica de IL-6 se ensay6 por
medio del uso de una modificacion del método del ensayo de células HT1080 descrito previamente, en el cual la liberacién
de IL-6 se midié en respuesta a 125pM de IL-17 humana y 25pM de TNFa humano (ver seccion "Materiales y Métodos del
ensayo").
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Ambos Anticuerpos 2 y 7 neutralizaron la respuesta sinérgica de IL-6. Ejemplos de los valores de ICso se muestran en la
Tabla 6b.

Tabla 6b: Ejemplos de potencias de IgG1 en el ensayo de IL-17/TNFa HT1080

Nombre del clon IgG ICso (NM)
Anticuerpo 7 0.24 (95% CI 0.19-0.28)
Anticuerpo 2 0.41

2.6 Inhibicion de la respuesta inducida por la IL-17A nativa en las células HT1080

La habilidad de los anticuerpos de inhibir una fuente nativa de IL-17A se ensay6 por medio del uso IL-17A derivada de
células T humanas primarias. La IL-17A recombinate derivada de E. Coli es no-glicosilada a diferencia de una fuente natural
la cual tiene un sitio de glicosilacion N-enlazado. Ensayar los anticuerpos por medio del uso de la IL-17A derivada de células
T asegurara que la actividad se mantiene contra una fuente natural de proteina.

Las células T de donantes humanos sanos se estimularon por medio del uso de condiciones para aumentar la produccion de
IL-17A. Estos sobrenadantes contendran otras citocinas tales como TNFa la cual mantiene una sinergia con cualquier IL-
17A presente. El medio condicionado de las células T se afiadi6 a células HT1080 en presencia o ausencia de anticuerpo y
se ensayo la induccion de IL-6 sobre los valores iniciales. A partir de esto, se calcularon los valores de 1Cso. Un método
detallado para este ensayo se proporciona en la seccion Materiales y Métodos del ensayo.

Tabla 6¢c: Efectos de los anticuerpos en la induccién de la produccion de IL-6 por sobrenadantes de células T en células
HT1080 (los valores de ICs se calcularon en nM, con 95% intervalos de confidencia)

ICso (NM)
Anticuerpo (IgG1) Promedio ( 95% ClI) n
Anticuerpo 2 0.25(0.09 - 0.74) 3
Anticuerpo 7 0.13 (0.04 - 0.46) 3

2.7 Selectividad y reactividad cruzada entre especies de los anticuerpos optimizados en ensayos de competencia de epitopo
HTRF®

La selectividad y reactividad cruzada de las especies de los anticuerpos guia para los miembros de la familia de IL-17 se
establecié usando ensayos de competencia de epitopo HTRF®, midiendo la inhibicién de HIS FLAG IL-17A (HEK EBNA
derivado, propio) uniendo cada anticuerpo anti-IL-17 optimizado.

Las titulaciones de la IL-17A humana purificada no marcada (derivado de E.coli, propio), IL-17B (Peprotech), IL-17C (R & D
Systems), IL-17D (Peprotech), IL-17E (R & D Systems), e IL-17F (Peprotech) se probaron en cada ensayo para establecer
la potencia para cada miembro de la familia de I1L-17, medido por los valores ICso en el ensayo.

Las titulaciones de las especies de IL-17 que incluyen IL-17A humana, cinomolgo, perro (todas propias derivadas de E.
Coli) y murino (R & D Systems) se probaron en cada ensayo para establecer la reactividad cruzada de las especies de los
anticuerpos optimizados.

Los resultados se resumen en la Tabla 7. Los datos iniciales indicaron que los anticuerpos guia optimizados probados
fueron selectivos para la IL-17A humana, y no reconocieron los miembros de la familia IL-17B, C, D, Ey F.

En experimentos adicionales, se observé la inhibicion parcial con IL-17F humana, cuando se us6 a una concentracion de 1
MM o mayor, con el Anticuerpo 7.

Ademas todos los anticuerpos optimizados probados reconocieron la IL-17A humana, cinomolgo y perro con diferentes
grados de potencia. La IL-7A murina no se reconocio por ninguno de los anticuerpos optimizados.
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Tabla 7: Potencia de los miembros de la familia de IL-17 y diferentes especies de IL-17 en el ensayo optimizado unién de
IgG a IL-17A humana (HTRF®)

o ICs0 NM de especies/miembros de la familiade IL  -17
Ensayo optimizado

del anticuerpo IL-17A [ IL-17Ade | IL-17A | IL-17Ade |5 o 4 | .
humana Cyno murina Perro
FORDO023A05 15 ND ND ND NI NINI NI NI
Anticuerpo 2 2.9 (1.6%) 45 NI 34 NI NINI NI NI
Anticuerpo 7 1.4(0.9% | 2.0 (L.7% NI 14 (11.9%) NI NI NI NI '”mﬁ:g:‘ggﬁg‘;glgfﬁwgigg%
Acm Biosource 3.7 4.0 NI 50nM NI[NI'TNI NI NI

B =IL-17B humana

C = IL-17C humana

D = IL-17D humana

E = IL-17E humana

F = IL-17F humana

NI = ninguna inhibicion

ND = no determinado* Los valores en corchete representan los valores de ICso promedio calculados subsecuentemente
obtenidos de 2 o0 mas experimentos separados.

Ejemplo 3: Afinidad de los anticuerpos para la IL-17A humana

3.1 Andlisis de pA;

Para caracterizar adicionalmente los anticuerpos anti-IL-17A se realiz6 un andlisis pA2 en los anticuerpos, usando el
método descrito en la seccion Materiales y Métodos de ensayo. Este se usé para estimar la constante de equilibrio de
disociaciéon (Kd) para la 1gG contra la IL-17A humana. El analisis se realiz6 usando células de fibrosarcoma HT1080
humanas y HEK EBNA expresadas por IL-17A humana.

El analisis estimé que las afinidades anti-IL-17 1gG estaban entre 65 pM y 550 pM para la IL-17A humana, y los datos de
ejemplos se muestran en la Tabla 8. El andlisis se realiz6 ademéas con el Acm Biosource y un Acm control negativo. La
afinidad de los anticuerpos aislados se muestra que es entre 2 y 5 veces mayor que el Acm Biosource.

Tabla 8a: Ejemplo de afinidades de 1gG por la IL-17A humana

Valor pA; Kd (pM)
Anticuerpo 2 9.73 188
Anticuerpo 7 9.23 553
Acm Biosource 8.96 1100

3.2 Datos de afinidad de unién por medio del uso de andlisis de biosensor

El BlAcore 2000 (GE Healthcare) se usé para evaluar los parametros cinéticos de la interaccién entre el Anticuerpo 7 y
diferentes especies de IL-17A.

El Biosensor usa los efectos Opticos de la resonancia de plasmones superficiales (SPR) para estudiar cambios en la
concentracion de superficie que resultan de la interaccion de una molécula analito que fluye sobre una molécula ligando
unida covalentemente a una capa de dextrana de un chip biosensor. Tipicamente, una concentracion definida de las
especies analito fluyen sobre el ligando acoplado y cualquier unién se detecta como un aumento en la sefial SPR local (fase
de asociacién). Esto se continda con un periodo de flujo de tampdn, durante el cual la disociacion de las especies analito se
puede observar como una disminucion en la sefial (fase de disociacion). El analito remanente se puede desprender del
ligando unido al chip y repetirse el procedimiento a varias concentraciones diferentes del analito. Una serie de controles se
emplean normalmente durante un experimento para asegurar que ni la capacidad de unién absoluta o el perfil cinético del
ligando acoplado cambian de manera significativa durante todo el experimento. Una solucion salina tamponada con hepes
registrada (HBS-EP) se usa tipicamente como el tampén diluyente principal para las muestras de analito y como el tampon
de flujo durante la fase de disociacién. Los datos experimentales se registran como Unidades de Resonancia arbitrarias
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(RUs, las cuales son unidades arbitrarias que corresponden directamente a la sefial SPR) contra tiempo (segundos). Las
RUs son directamente proporcionales a los cambios en el indice de refraccion en la superficie del chip lo cual su vez es una
medida aproximada de la masa del analito unido. El paquete de software BlAevaluation puede usarse entonces para
procesar los datos y ajustar los modelos de unién a los conjuntos de datos. Las constantes de velocidad de asociaciéon (M'l
s'l) y disociacion (s'l) que resultan permiten el célculo de las constantes de Afinidad de Asociacion (M'l) y Disociacion (M).

La afinidad del anticuerpo 7 se estimé por medio del uso de un Unico ensayo en el cual la IgG1 se acoplé covalentemente
(enlace amina) a la superficie de un chip CM3 registrado para una densidad superficial final de 300 RU. Una serie de
diluciones de la IL-17A recombinante humana o de cinomolgo (0.78 - 50 nM) se pasaron después secuencialmente sobre el
anticuerpo 7. La molaridad del ligando se bas6 en la absorbancia a 280 nm y los coeficientes de extincion se calcularon por
medio del uso de métodos publicados. El dato del flujo de la célula blanco se sustrajo de la 19G1, y un tamp6n HBS-EP
blanco se sustrajo del conjunto de datos principal ("doble sustraccion de blanco"). El modelo de Langmuir 1:1 y modelos de
analito bivalente se ajustaron a los datos de cada conjunto de concentraciones de analito simultdneamente por medio del
uso del software BlAevaluation 3.2.

La validez de los datos se ensayd/restringio por el valor calculado de Chi2 y T (pardmetro valor/balance), que tuvo que ser
<2y > 100 respectivamente.

El anticuerpo 7 se inmoviliz6 a la superficie del chip CM3 y una serie de diluciones de las variantes de la IL-17
recombinante (0.78 - 50 nM) se pasaron secuencialmente sobre la IgG;. Los datos se ajustaron simultdneamente al modelo
1:1 Langmuir (ka kg Simultéaneas) y simultaneamente al modelo de analito bivalente (ka kd simultaneas). El modelo de analito
bivalente dio mejores ajustes segun se juzgd a o0jo y por sus valores superiores de Chi. Una constante de afinidad (Kd) se
calculd entonces a partir de la relacion de las constantes de velocidad kd1/kal.

Tabla 8b: Andlisis cinético del anticuerpo 7

Antigeno 1:1 Langmiur Kp (nM) Analito bivalente Kp (nM)
IL-17A Humana (E. coli) 0.195 2.098

IL-17A Cyno (E. coli) 0.512 1.340

IL-17A-Flag-His10 humana (HEK) 0.171 0.41-1.88

Ejemplo 4: Inhibicién de la actividad inducida por IL-17A en condrocitos primarios humanos

La destruccion del cartilago articular es una caracteristica de muchas enfermedades inflamatorias que incluyen artritis
reumatoide y osteoartritis. El tipo de célula principal dentro del cartilago articular de las articulaciones es el condrocito. Los
condrocitos primarios humanos pueden aislarse del tejido eliminado durante la cirugia de reemplazo de la rodilla. Las células
se extraen del cartilago por digestion con colagenasa y se cultivan bajo condiciones asépticas para usa en ensayos in vitro.
Los condrocitos cuando se estimulan con IL-17 recombinante o nativa producen un intervalo de mediadores inflamatorios y
destructivos que incluyen citocinas (tales como IL-6, IL-8), PGE; y enzimas degradativas tales como MMP13. El ensayo se
describe en detalle en la seccion de Materiales y Métodos de ensayo en la presente descripcion.

Las Tablas 9a y 10a muestran datos preliminares para los anticuerpos IgG1 usados en este ensayo. Las Tablas 9b y 10b
muestran datos actualizados calculados para un conjunto de datos mayor ( n nimeros aumentados).

Tabla 9a: Los datos preliminares de la Inhibicion de la liberacion de IL-6 inducida por IL-17A a partir de condrocitos primarios
humanos por anticuerpos anti-IL-17A

IgG1 0.2nM IL-17A n | 2nMIL-17A
FORDO023A05 2.77(1.05 - 7.31) 4 5.75(2.69 - 12.30)

Anticuerpo 2 (no GL*) 0.85(0.44 - 1.65) 4 5.76(3.39 - 9.90)

Acm Biosource 1.02(0.78 - 1.32) 9 |5.18(4.02 - 6.67) 12
TINA10 27.23(10.02 - 74.00) 5 87.97(52.92 - 146.24)

Anticuerpo 1 29.85(11.23 - 79.29) 4 | 75.67(27.55 - 207.82) 4

Media geométrica ICso se muestra en nM (95% limites de confidencia).
*El Anticuerpo 2 se us6 en forma de linea no germinal en este ensayo.
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Tabla 9b: Datos actualizados de la Inhibicién de la liberacién de IL-6 inducida por IL-17A a partir de condrocitos primarios
humanos por anticuerpos anti-IL-17A

1gG1 0.2 nM IL-17A n 2nM IL-17A n
Anticuerpo 2 1.52 (0.61 - 3.78) 5 5.51 (3.54 - 8.57) 5
Acm Biosource 1.03 (0.80 - 1.33) 12 5.70 (4.64 - 7.01) 12
Anticuerpo 7 0.51(0.18 - 1.43) 6 1.44 (0.79 - 2.64) 6

Media geométrica ICso se muestra en nM (95% limites de confidencia).

Tabla 10a : Datos preliminares de la Inhibicién de la liberacion de IL-8 inducida por IL-17A a partir de condrocitos primarios
humanos por anticuerpos anti-IL-17A

IgG1 0.2nM IL-17A n 2nM IL-17A n
FORD023A05 2.77 (1.86 - 4.11) 7 7.84 (4.12 - 14.90) 7
Anticuerpo 2 (no GL¥) 0.74 (0.46 - 1.18) 7 3.81 (2.24 - 6.45) 7
Anticuerpo 2 2.30 3 7.91 3
Anticuerpo 7 0.17 3 1.60 3
Acm Biosource 0.78 (0.52 - 1.17) 10 |3.98(3.09-5.12) 14
TINALO 21.42 (12.85 - 35.69) 7 61.96 (45.76 - 83.90) 9
Anticuerpo 1 18.12 (10.7 - 30.67) 4 44.47 (39.93 - 49.53) 4

Media geométrica ICso se muestra en nM (95% limites de confidencia).
*Anticuerpo 2 se probo en las formas de linea germinal y no germinal en este ensayo.

Tabla 10b : Datos actualizados de la Inhibicion de la liberacién de IL-8 inducida por IL-17A a partir de condrocitos primarios
humanos por anticuerpos anti-IL-17A

IgG1 0.2nM IL-17A n 2nM IL-17A n
Anticuerpo 2 1.49 (0.80 - 2.78) 8 7.18 (4.38 - 11.75) 8
Anticuerpo 7 0.30 (0.14 - 0.63) 8 1.30 (1.10 - 1.54) 9
Acm Biosource 0.85 (0.58 - 1.24) 14 5.09 (4.06 - 6.37) 15

Media geométrica ICso Se muestra en nM (95% limites de confidencia).

Tabla 11:Inhibicion de la liberacion de MMP13 inducida por IL-17A a partir de condrocitos primarios humanos por
anticuerpos anti-IL-17A

1gG1 0.2nM IL-17A n |2nM IL-17A n
FORDO023A05 4.79 2 (6.84,>50 2
Anticuerpo 2 (no GL¥) 1.55 2 |11.53 2
Acm Biosource 1.69 (1.01-2.82) 7 |11.56 (8.05 - 16.60) 7
TINA10 59.06 (22.49 - 155.07) 6 |Intervalo: 63.4 - >400 7
Anticuerpo 1 110.04 (35.29 - 343.16) 4 |Intervalo: 147 - >400 5

Media geométrica ICso se muestra en nM (95% limites de confidencia).
*El Anticuerpo 2 se us6 en forma de linea no germinal en este ensayo.

Tabla 12: Inhibicién de la liberacion de PGE; inducida por IL-17A a partir de condrocitos primarios humanos por anticuerpos
anti-IL-17A

lgG1 2nM IL-17A n
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1gG1 2nM IL-17A n
FORDO023A05 4.75 3
Anticuerpo 2 (no GL¥*) 1.94 3
Acm Biosource 2.83 3
TINA10 NT
Anticuerpo 1 NT

Media geométrica ICso se muestra en nM (95% limites de confidencia).
NT: No probado
*El Anticuerpo 2 se us6 en forma de linea no germinal en este ensayo.

Ejemplo 5: Inhibicién de la actividad biolégica in vivoinducida por IL-17A en la bolsa de aire de ratones Balb C

5.1 Formacion de la bolsa de aire

Ratones Balb C se anestesiaron con isoflurano y se afeitaron por la superficie dorsal. Para formar la bolsa de aire, 2.5 ml de
aire estéril filtrado se inyectd sub-cutaneamente en la linea media dorsal con una aguja de 25g. Los ratones se llevaron a
sus jaulas post recuperacion y el dia 3 los ratones fueron delicadamente reprimidos y la bolsa se re-infl6 con 2.5 ml de aire
estéril.

Los anticuerpos (IgG1) se evaluaron usando dos métodos: pre-mezcla, donde le anticuerpo e IL-17 se mezclan antes de la
inyeccion, y sistémico, donde le anticuerpo se administra antes de la inyeccion de IL-17A. En el caso de la dosificacion
sistémica, el anticuerpo se diluyé en PBS estéril y se inyecté como un bolo, por via intra-peritoneal el dia 5.

En el dia 6 los ratones nuevamente se restringieron delicadamente y cada animal recibié un volumen de inyeccion intra-
bolsa de 1 ml 0.5% metilcelulosa que contiene IL-17A humana derivada de E. Coli(reactivo propio) ya sea sola (en el caso
del control, o los animales dosificados sistémicamente) o en combinacién con anticuerpos anti-IL-17 (anticuerpo e IL-17A
pre-mezclado). En estos experimentos, el anticuerpo y el ligando se mezclaron y pre-incubaron a 37<C p or 30 min antes de
la inyeccion en la bolsa. Los ratones retornaron a sus cajas originales hasta el muestreo terminal punto en el cual se
sacrificaron con concentraciones crecientes de CO,. Para auxiliar la recuperacion del fluido de lavado de la bolsa, 2 ml de
PBS que contenian 4 mM EDTA se inyectaron gentiimente dentro de la bolsa y la bolsa se palpé delicadamente por
aproximadamente 15 seg. El fluido de lavado se retiré delicadamente de la bolsa y se decant6 en un tubo de polipropileno
graduado. El volumen recuperado se registr6. Las muestras se mantuvieron en hielo hasta que se procesaron para el
almacenamiento.

5.2 Andlisis del fluido de lavado

Conteo total de leucocitos (TWBC)

A cada vasija Coulter que contenia 10 ml de Isoton, se afiadieron 20 pl de fluido de lavado. Las muestras se leyeron en
duplicado en un contador Coulter Z1, se produjo un conteo duplicado para cada muestra y se mantuvo la lectura de fondo a
< 2000. Los numeros de células se ajustaron después para tomar cuenta del volumen de lavado recuperado de la bolsa.
Cuantificacion de IL-6

Las muestras se centrifugaron a 1500 rpm por 5 min y 300 ul del sobrenadante se alicuotaron en placas de 96 pocillos en
triplicado y se conservaron a -20TC hasta que estuv ieran listas para el analisis. 50 pl de los estandar, controles y muestras
del fluido de lavado se analizaron por el kit de ELISA para la citocina IL-6 murina Quantikine de R & D Systems (Catalogue #

M6000B) segun el protocolo del kit

Las concentraciones de IL-6 en el fluido de lavado se determinaron a partir de la curva de IL-6 estandar de ratdén por medio
del uso del lector de placas de ELISA SoftMax Pro a 450 nm y correccion de longitud de onda de 540 nm.

5.3 Inhibicion de la liberacién de IL-6 inducida por IL-17A en la bolsa de aire
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Tabla 13a: Inhibicion de la liberacion de IL-6 inducida por IL-17A en bolsa de aire en ratdn: anticuerpo e IL-17A pre-

mezclados
IL-6
Anticuerpo (IgG1) Maximo % de inhibicién IDso pg
Anticuerpo 2 (no GL¥) 46+9 4+3
FORDO023A05 51+15 10+11
Acm Biosource 96 +8 6+2
Anticuerpo 7 1159 0.5

*El Anticuerpo 2 se us6 en forma de linea no germinal en este ensayo.

Tabla 13b: Inhibicion de la liberacién de IL-6 inducida por IL-17A en bolsa de aire en raton: administracion sistémica del

anticuerpo
IL-6
Anticuerpo (IgG1) Maximo % de inhibicién ID50 pg (95% Cl)
Anticuerpo 7 85.2 0.056 (-0.071 - 0.184)

5.4 Inhibicién de la afluencia de células blancas d e la sangre inducida por la IL-17A en  la bolsa de aire

[0313]

Tabla 14a: Inhibicion de la afluencia de leucocitos inducida por la IL-17A en la bolsa de aire: anticuerpo e IL-17A pre-
mezclados

Conteos de TWBC

Anticuerpo (IgG1) Maximo % de inhibicion IDso pg
Anticuerpo 2 (no GL¥) 110+ 23 1+04
FORDO023A05 915 17+12
Acm Biosource 71+7 3+x14
Anticuerpo 7 111 0.3

*El Anticuerpo 2 se us6 en forma de linea no germinal en este ensayo.

Tabla 14b: Inhibicion de la afluencia de leucocitos inducida por la IL-17A en la bolsa de aire: administracion sistémica del

anticuerpo
TWBC
Anticuerpo (IgG1) Maximo % de inhibicién IDso pg (95% ClI)
Anticuerpo 7 100.9 0.617 (-0.518 - 1.752)

Ejemplo 6: ensayos de sinergia IL-17A/TNFa

6.1 Sinergia IL-17A/TNFa en explantos de cartilago post mortem

La destruccion del cartilago articular es una caracteristica de muchas enfermedades inflamatorias que incluyen artritis
reumatoide y osteoartritis. El tipo de célula principal dentro del cartilago articular de las articulaciones es el condrocito. El
cartilago humano puede aislarse del tejido eliminado durante la cirugia de reemplazo de la rodilla 0 a partir de donantes
post-mortem. Los discos del explante se cortan a partir del cartilago y se cultivan bajo condiciones asépticas para usar en
ensayos in vitro, reteniendo los condrocitos dentro de su matriz celular. Los explantos cuando se estimulan con IL-17A o
TNFa producen un intervalo de mediadores inflamatorios y destructivos que incluyen citocinas tales como IL-6. Un método
detallado para este ensayo se proporciona en la seccion Materiales y Métodos de ensayo.
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En experimentos iniciales para ensayar los efectos funcionales de los anticuerpos en ensayos de sinergia de IL-17/TNFa en
explantes de cartilago, los datos de ICso ho se generaron debido al suministro limitado de tejido. El % de inhibicion contra la
respuesta en ausencia de miembro de unién (0% inhibicion) se calculd para una concentracion dada del miembro de union.
Los datos se muestran en la Tabla 15a. En experimentos adicionales los datos de IC50 se calcularon como se muestra en la
Tabla 15b.

IL-17A y TNFa en conjunto indujeron una respuesta de IL-6 sinérgica, la cual se inhibié por anticuerpos neutralizantes de la
IL-17A. Los anticuerpos controles de isotipo no afectaron la respuesta sinérgica.

Tabla 15a: Efecto de los anticuerpos en la respuesta de IL-6 sinérgica a IL-17A y TNFa en explantes de cartilago humano
post-mortem (error = desviacion estandar de 12 réplicas, n = 1 donante)

IL-6 (pg/ml)
Anticuerpo (IgG1) Promedio SEM (+/-) % Inhibicion
IL-17A 10 ng/ml 0.38 0.16 -
TNF 1 ng/ml 6.19 3.32 -
IL-17A + TNF 55.00 4.62 0
IL-17A + TNF + Acm Biosource 491 1.08 911
IL-17A + TNF + mlgG1 isotipo control 47.41 5.77 13.8
IL-17A + TNF + Anticuerpo 2 (no GL¥*) 4.63 2.30 91.6
IL-17A + TNF + hlgG1 isotipo control 53.17 8.59 3.3

*El Anticuerpo 2 se us6 en forma de linea no germinal en este ensayo.

Tabla 15b: ICses de los anticuerpos en respuestas de IL-6 sinérgicas a IL-17A y TNFa en explantes de cartilago humano
post-mortem (datos medios, 95% intervalos de confidencia)

Anticuerpo (IgG1) ICso promedio (95% CI) n
Anticuerpo 2 3.39 2
Anticuerpo 7 0.61 (0.26 - 1.42) 5

6.2 Sinergia de IL-17A/TNFa en fibroblastos sinoviales de OA

Una caracteristica del dafio articular en enfermedades tales como artritis reumatoide incluye la presencia de un sinovio
inflamado compuesto por células del sistema inmune que incluyen por ejemplo macréfagos, células T, células B y
fibroblastos en proliferacion. El sinovio inflamado se puede aislar del tejido de articulaciones separado durante la cirugia de
remplazo de la articulacion. El sinovio se digiere con colagenasa y las células aisladas se cultivan bajo condiciones
acépticas para usar en ensayos in vitro, con una composicion celular predominantemente de fibroblastos. Los fibroblastos
cuando se estimulan con IL-17A o TNFa producen una variedad de mediadores inflamatorios y destructivos que incluyen
citocinas tales como IL-8. Un método detallado para este ensayo se proporciona en la seccion Materiales y Métodos del
ensayo.

La IL-17A y el TNFa juntos inducen una respuesta sinérgica de IL-8 por medio del uso de dos conjuntos diferentes de
concentraciones de citocinas. Esta respuesta se redujo por medio del uso de anticuerpos neutralizantes de la IL-17A
aunque los anticuerpos controles de isotipo no tuvieron ningun efecto en la respuesta sinérgica.

Tabla 16a: Efecto de los anticuerpos en la respuesta de IL-8 sinérgica de IL-17A (10 ng/ml) y TNFa (1 ng/ml) en fibroblastos
sinoviales OA humanos (concentracién de citocina en pg/ml, error = desviacion estdndar de puntos de datos triplicados, n =

1 donante)
IL-8 (pg/ml)
Anticuerpo (IgG1) Promedio % Inhibicion
IL-17A 10 ng/ml + TNF 1 ng/ml 62519.10 0
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IL-8 (pg/ml)
Anticuerpo (IgG1) Promedio % Inhibicion
IL-17A + TNF + hlgG1 isotipo control 64967.81 -3.9
IL-17A + TNF + FORD23A05 32117.64 48.6
IL-17A + TNF + Anticuerpo 2 23340.13 62.7
IL-17A + TNF + Anticuerpo 7 20829.47 66.7

Tabla 16b: Efecto de los anticuerpos en la respuesta de IL-8 sinérgica de IL-17A (1 ng/ml) y TNFa (0.01 ng/ml) en
fibroblastos sinoviales OA humanos (concentracion de citocina en pg/ml, error = desviacién estandar de puntos de datos
triplicados, n = 1 donante)

IL-8 (pg/ml)
Anticuerpo (IgG1) Promedio % Inhibicion
IL-17A 1 ng/ml + TNF 0.01 ng/ml 3255.86 0
IL-17A + TNF + hlgG1 isotipo control 3298.59 -1.3
IL-17A + TNF + FORD023A05 1731.59 46.8
IL-17A + TNF + Anticuerpo 2 1506.59 53.7
IL-17A + TNF + Anticuerpo 7 1107.75 66.0

6.3 Inhibicion de la IL-8 inducida por IL-17A e IL-17A/TNFa en fibroblastos sinoviales RA

Como se sefial6 en 6.2, el sinovio inflamado es una caracteristica fundamental de RA. El sinovio de RA se puede aislar del
tejido de articulacion separado durante la cirugia de remplazo de articulacion por medio del uso de los mismos métodos
descritos. Estas células son relevantes para la enfermedad y responden a IL-17A y TNFa con la produccion de citocinas que
incluyen la IL-8. Una respuesta sinérgica se produce cuando ambas citocinas se afiaden simultdneamente. Un método
detallado para este ensayo se proporciona en la seccion Materiales y Métodos del ensayo.

Tabla 17: Efecto de los anticuerpos (ICsoS) en las respuestas de IL-8 inducidas por IL-17A e IL-17A/TNFa en fibroblastos
sinoviales RA humanos (datos medios, 95% intervalos de confidencia)

Anticuerpo (IgG1) y estimulacion IC50 nM promedio, 95% ClI n
Anticuerpo 7 versus IL-17A (2 nM) 2.85(1.96 - 4.15) 3
Anticuerpo 7 versus IL-17A (1 nM) y TNFa (0.1 ng/ml) 4.97 (1.48 - 16.73) 3

Ejemplo 7: Mapeo del epitopo de la unién del anticuerpo 7 a la IL-17A humana

7.1 Perturbacion de la velocidad de intercambio deH/D de IL-17A por el anticuerpo 7

En el primer experimento la IL-17A se intercambi6 por D;O en solucién, unida al anticuerpo 7 (IgG1) inmovilizado en una
columna, y después se intercambi6é de vuelta en H.O mientras todavia estaba unida al anticuerpo en la columna, lo que
resulta en que el epitopo se protege durante la reaccién de intercambio de vuelta y consecuentemente se etiqueta con
deuterones. En el segundo experimento la IL-17A primero se unid al anticuerpo 7 (IgG1) en la columna, después se etiquetd
con D0 y finalmente se intercambi6 de vuelta en HO mientras todavia estaba unida a la columna, de forma que ninguna de
las partes de la IL-17A se etiquet6 con deuterones.. Las diferencias en masas de péptidos entre los dos experimentos se
determinaron después. La diferencia en los niveles de deuteracién entre los dos experimentos es una medida del retardo
del intercambio cuando esta unida al anticuerpo. Un método detallado para este protocolo se proporciona en la seccién
Materiales y métodos de ensayo.

La IL-17A etiquetada N-terminalmente se uso en este estudio con la secuencia que se muestra en la Fig 1 (sec. con nim. de
ident.: 197). Los residuos 1-21 representan un péptido etiqueta el cual se afiadié para propdsitos de deteccién y comprende
"Avitagw", que permite la biotinilacion enzimatica especificamente en el residuo de lisina en la etiqueta. Gly22 es el primer
residuo de la IL-17A madura.
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La dnica region que muestra una perturbacion significativa en la velocidad de intercambio H/D fue entre los aminoécidos 92-
108 de la sec. con num. de ident.: 197 que se muestra en la Figura 1 que abarca la secuencia CRHLGCINADGNVDYHM
(sec. con num. de ident.: 199). Esta secuencia corresponde a los residuos 71-87 de la IL-17A humana madura (sec. con
nam. de ident.: 198).

Tabla 18: Diferencia de porcentaje en los niveles de deuteracién al comparar la deuteracion y el intercambio de vuelta a
protones cuando esta unida al anticuerpo 7 con deuteracién en solucion e intercambio de vuelta a protones cuando esta
unida al anticuerpo. Las diferencias de mas del 10% especialmente en momentos tempranos se consideraron significativas.
La numeracion del residuo es con la secuencia que se muestra en la Figura 1 (sec. con nim. de ident.: 197)

Numero del residuo Punto de tiempo (s)

inicio Fin 150 500 1500 5000
3 8 -5 0 -4 1
11 17 -4 -3 -1 -1
20 44 -3 -3 -1 -3
47 63 -1 -2 -2 -2
66 74 -8 -13 -12 -13
77 89 -1 -1 1 -2
92 108 -23 -21 -15 -13
111 118 -3 -2 -2 -2
121 131 -5 -3 -1 -2
134 137 -3 -2 0 0
140 153 -5 -9 -8 -3

7.2 Andlisis de la union de la IL-17A mutante al anticuerpo 7

Una segunda aproximacion se tomo para confirmar que el epitopo identificado en el ejemplo 7.1 es correcto. Esto tomo
ventajas de la observacion de que el anticuerpo 7 no se une a la IL-17A murina aunque la IL-17A murina sefializara a través
del receptor de IL-17A humana para inducir la sintesis de IL-6. La secuencia del péptido identificado en el ejemplo 7.1
(CRHLGCINADGNVDYHM, sec. con num. de ident.: 199) tiene siete cambios entre las secuencias humana y murina. Si
estas regiones en efecto contienen el epitopo que une el anticuerpo 7 después cuando los siete residuos se cambien de los
residuos humanos a los equivalentes murinos después se esperaria que la IL-17A mutante resultante todavia funcione con
el receptor humano pero no se una o se inhiba por el anticuerpo 7.

La IL-17A mutante tiene los siguientes cambios (L74Q, G75R, 177V, D80OE, N82K, V83L, Y85H) y se muestra en la Figura 2
(sec. con nim. de ident.: 200). Después de eliminar secuencia sefial el primer residuo es Gly24. Cinco residuos de histidina
se afiadieron en el C-terminal para ayudar a la purificacion. La forma madura de la IL-17A mutante humana es la sec. con
nam. de ident.: 201.

En consecuencia, IL-17A mutante se clond y expreso en la linea celular HEK/EBNA de mamifero. El medio de cultivo se
recogié y la proteina se purific6 usando cromatografia de Ni. Una descripcion detallada de este proceso se da en la seccién
de Materiales y Métodos. La IL-17A silvestre se cloné y después se expresd y purificd por el mismo protocolo.

La unién de las moléculas de IL-17A silvestre y mutante se analiz6 por medio del uso de BlAcore con el anticuerpo 7 (IgG1)
inmovilizado a un chip CM5 de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Esto resultd en la inmovilizacion de 5275
Unidades de respuesta (RU).

Tabla 19: La aunion de la IL-17A silvestre y mutante al anticuerpo 7 inmovilizado en la superficie del chip sensor CM5.
Ligando RU (+ SEM) promedio
IL-17A mutante 8.0 (5.4)
IL-17A silvestre 539.1 (0.2)
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No hubo unién a la 1IgG control (Cambridge Anticuerpo Technology). La IL-17A silvestre se unié muy fuerte al anticuerpo 7
inmovilizado. En contraste la IL-17A mutante no mostro unién al anticuerpo 7. La baja sefial RU observada se puede
adjudicar al "ruido" de fondo solamente. La ausencia de unién detectable a la IL-17A mutante proporciona evidencias
adicionales de que la secuencia que se muestra en el Ejemplo 7.1 (sec. con num. de ident.: 199) contiene al menos parte
del epitopo reconocido por el Anticuerpo 7, es decir que el anticuerpo une uno o mas residuos en la sec. con nim. de ident.:
199.

7.3 Efectos del anticuerpo sobre la liberacion de la IL-6 de células HT1080 inducida por las formas mutantes de la IL-17A

Para determinar la bioactividad de la IL-17A mutante (mutantes como se describe en el Ejemplo 7.2), las respuestas se
evaluaron en un ensayo en la célula de fibrosarcoma humano HT1080. Para detalles sobre el método del ensayo, ver la
seccién de "Materiales y métodos de ensayo".

En este ensayo, la ECses (la concentracion que da la mitad de la respuesta méxima) de la IL-17A (E. Coli, Peprotech o HEK
EBNA, derivada propia) o la IL-17A mutante (propia, derivada de HEK EBNA ) sobre la liberacion de IL-6 se ensay6 (Tabla
20a). Secundariamente, la actividad inhibitoria, segin se determind por sus valores de IC50, de la 1gG anti-IL-17 (hasta 50
nM) se determiné en respuesta a la IL-17A o la IL-17A mutante (se usaron concentraciones sub-maximas). La potencia del
anticuerpo 7 (como IgG1) como un ejemplo contra varias formas de IL-17A se muestran en la Tabla 20b. La IgG control no
demostr6 inhibicién de la respuesta de IL-6 en este ensayo.

Tabla 20a: Ejemplos de ECsgs de la liberacion de IL-6 inducida por IL-17A o IL-17A mutante en el ensayo de HT1080

Ligando Fuente ECso (NM)
IL-17A Peprotech (E. Coli) 0.40
IL-17A Propio (HEK EBNA) 0.52

IL-17A mutante Propio (HEK EBNA) 2.36

Tabla 20b: Ejemplos de ICses del anticuerpo 7 contra la IL-17A o la IL-17A mutante en el ensayo de HT1080

Ligando Fuente [Ligando] (nM) | Anticuerpo 7 ICsp (nM)
IL-17A Peprotech (E. Coli) 1 0.35
IL-17A Propio (HEK EBNA) 2 0.43

IL-17A mutante Propio (HEK EBNA) 1 Ninguna inhibicién

7.4 Determinacion de la estructura de cristal de rayos X para el complejo IL-17A anticuerpo

Una estructura de la IL-17A unida al Fab del anticuerpo 7 se determind por cristalografia de rayos-X. Los métodos para la
preparacién de Fab, preparacion de la proteina IL-17A, cristalizacién y cristalografia se establecen en la seccion de
Materiales y Métodos.

Se obtuvieron cristales del complejo IL-17A / Fab que fueron placas finas del grupo de espacio monoclinico P2,.Se
obtuvieron los datos de la difraccién completa a una resolucién de 2.6 A. La estructura se pudo resolver por Remplazo
Molecular por medio del uso del fragmento Fab como un modelo de ensayo, y asi se orientd y posiciond el fragmento Fab en
la unidad asimétrica cristalogréfica. Hubo cuatro fragmentos Fab en la unidad asimétrica. Hubo densidad electronica
adicional en la cual se podria modelar el dimero de IL-17A . Se encontraron dos dimeros de IL-17A en la unidad asimétrica.

En la estructura en cristal, cada dimero de IL-17A se une a dos fragmentos Fab. El dimero de IL-17A es una molécula
alargada la cual se caracteriza por hebras-beta larga. La estructura es similar a la reportada para la IL-17F (Hymowitz y
otros, 2001). El dimero de IL-17A se intercala entre dos fragmentos Fab. Los dos sitios de interaccién son equivalentes;
ellos se relacionan por la simetria del dimero de IL-17A. Una porcion del dimero de IL-17A distal de los fragmentos Fab de
unién esta desordenada, lo cual significa que es flexible y adopta diferentes orientaciones a lo largo del cristal de forma que
la densidad electronica se promedia. Asi, no es posible construir un modelo de esta parte del dimero de IL-17A. El complejo,
por lo tanto, hace interacciones de red cristalina mediadas a través de moléculas Fab solamente. Para usar los descriptores
usados por Hymowitz y otros. (2001), los sitios de interaccion de epitopos estan cerca del "collarin" de la estructura,
mientras la region "falda" en el extremo opuesto esta desordenada.
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La estructura de cristal permite examinar las interacciones epitopicas entre la IL-17A y el Fab en detalle atdmico. Los datos
se muestran en la Tabla 22.

5 Tabla 22: interacciones directas IL-17A/Fab
IL-17A Fab Distancia [A]
Enlaces de hidrégeno Fab Kabat no.
Ser A400 Ser H30 OG H30* 2.9
Asp A42 N Ser H31 OG H31 3.2
Asp A42 OD1 Thr H28 OG H28 2.9
Asp A42 OD1 Tyr H32 OH H32 2.7
Arg A46 NH2 Leu H100 O H96 2.6
Arg A46 NH1 SerH310 H31 2.8
Tyr B85 O Tyr L94 OH L91 25
His B86 NE2 Ala L30 O L29 3.0
Asn B88 OD1 His H102 N H98 2.8

No polar (la distancia corresponde a al par de atomos mas préximos)

Ser A40 Thr H28 H28* 35
Ser A4l Thr H28 H28* 3.7
Tyr A43 Ser H31 H31 3.6
Ser A4l Ser H31 H31 3.4
Arg A46 Tyr H32 H32 3.4
His B86 Asn L31 L30 (3.5
His B86 Tyr L32 L31 3.8
Tyr B85 Tyr L32 L31 3.7
His B86 Tyr L33 L32 3.4
Pro B126 Tyr L33 L32 3.3
Pro B126 Phe L50 L49* 3.4
lle B127 GIn L54 L53 3.2
Tyr B85 Pro L96 L93 3.7
Leu B74 Pro L96 L93 3.6
Leu B74 Tyr H59 H58 3.6
Pro B126 Leu H100 H96 3.6
Asn B88 lle H101 H97 3.4
Met B87 lle H101 H97 3.8
His B86 lle H101 H97 3.8
Leu B74 His H102 H98 3.9

En la Tabla 22, el nimero del residuo contiene un indicador de cadena (H: Fab de cadena pesada, L: Fab de cadena ligera,
A: monémero A en la IL-17A, B: monémero B en la IL-17A). La numeracion de residuo de la IL-17A corresponde a la
10 secuencia madura sec. con num. de ident.: 198. La numeracion de residuo de los dominios Fab VH y VL corresponde a sec.
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con num. de ident.: 62 y sec. con num. de ident.: 176 respectivamente. La numeracién de residuos de Kabat para los Fab se
muestra ademas. Los *asteriscos indican los residuos del marco de Fab. La distancia de corte usada para los enlaces de
hidrégeno es 3.2A, para las interacciones no- polares 4.0A.

Las distancias se obtuvieron por medio del uso del programa CCP4 CONTACT (CCP4, 1994). Es necesario describir
solamente uno de los dos sitios de interaccion, ya que son equivalentes. Las interacciones involucran las regiones
determinantes de la complementariedad (CDRs) de ambas la cadena pesada y la cadena ligera del fragmento de
anticuerpo, y residuos de aminoacidos de ambos mondmeros en el dimero de IL-17A. La cadena pesada del anticuerpo
interactla con ambas cadenas Ay B en el dimero de IL-17A, mientras que la cadena ligera interactia solamente con el
monoémero B. Los residuos de aminoacidos en la IL-17A que forman parte del sitio de interaccion son Ser40 a Tyr43
inclusive y Arg46 en la cadena A, y Leu74, Pro9l, Tyr85 a Asn88 y Prol26 a llel27 en la cadena B del dimero. Los
residuos aportados por la cadena ligera del Fab son Ala30 a Tyr33, inclusive, Phe50, GIn54, Tyr94 y Pro96. Los residuos de
la cadena pesada son Thr28, Ser30 a Tyr32, Tyr59, y L100 a H102. Asi, en la IL-17A, doce aminoacidos forman el sitio
epitdpico, e interacttan con dieciseis residuos de aminoéacidos en el anticuerpo. Las interacciones incluyen 9 enlaces de
hidrégeno e interacciones no-polares de van der Waals (ademas denominadas interacciones hidrofébicass). Algunas de las
interacciones hidrofébicas incluyen interacciones de apilamiento electrénico, que involucran electrones pi en un sistema
aromatico.

El El examen de la estructura del cristal indicé que algunos de los residuos del Fab que parecen interactuar con la IL-17
pudieran sustituirse por otros residuos que pudieran mantener una interaccion.

Por ejemplo, el enlace de hidrégeno entre Ala30L (residuo de Kabat 29 en LCDR1) y la IL-17 es al oxigeno de la cadena
principal de la alanina y no involucra la cadena lateral de la Ala, la cual esta localizada en la superficie del miembro de
unién. Esto indica que otros residuos de aminoacidos se pudieran sustituir por Ala en esta posicion sin perder la interaccion,
y asi no resultaria en una pérdida de la afinidad del miembro de unién por la IL-17A.

Los enlaces de hidrégeno ademas se forman entre atomos de la cadena principal del miembro de unién en Ser31H,
LeulOOH, Ala30L e His102H, lo que indica que otros residuos se podrian sustituir en estas posiciones sin perder estos
enlaces de hidrégeno.

La cadena principal C-alfa de Asn31L (residuo de Kabat 30 en LCDR1) forma una interaccion no- polar con la IL-17, la cual
ademas no se afectaria por la sustitucion de este residuo.

Los siguientes son ejemplos adicionales, no exhaustivos, de residuos que se indica que interactian con la IL-17, en base a
los examenes de la estructura, y consideraciones de la localizacién y naturaleza de las interacciones, e impedimentos
estéricos:

o Ser, Ala, Gly, Thr o Cys en el residuo de Kabat 31 de HCDR1

. Tyr en el residuo de Kabat 32 de HCDR1

. Tyr o Phe en el residuo de Kabat 58 de HCDR2

. un residuo hidréfobo, por ejemplo, Leu, lle, Val, Ala o Phe, en el residuo de Kabat 96

o un residuo hidréfobo, por ejemplo, lle, Leu, Val, Ala or Phe, en el residuo de Kabat 97 de HCDR3
. un residuo ciclico, por ejemplo, His, Trp o Phe en el residuo de Kabat 98 de HCDR3

. Tyr o Phe en el residuo de Kabat 31 de LCDR1

. Tyr o Phe en el residuo de Kabat 32 de LCDR1

. un residuo polar, por ejemplo, GIn, en el residuo de Kabat 53 de LCDR2

. Tyr en el residuo de Kabat 91 de LCDR3

o Pro, hidroxiprolina, His, 3-metilhistidina o Asp en el residuo de Kabat 93 de LCDR3

. Thr o Ser en el residuo de Kabat 28 en el FR1 de cadena pesada

. Ser o Thr en el residuo de Kabat 30 en el FR1 de cadena pesada

. un residuo hidrofébico, por ejemplo Phe, Tyr o His en el residuo de Kabat 49 en el FR2 de cadena ligera.
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Materiales y Métodos del Ensayo
Células HEK EBNA

Las células HEK EBNA (ATCC cat num. CRL-10852) se obtuvieron de Invitrogen.

Concentraciones de IL-17

En todos los ensayos descritos mas abajo y en otros lugares en la presente descripcion, las concentraciones de IL-17A u
homologos de la IL-17 se refieren a la concentracion del homodimero de IL-17 enlazado por disulfuro.

Ensayo de unién ligando-receptor HTRF®

Los resultados de la seleccién se tamizaron en un formato de ensayo de unién receptor-ligando HTRF® (Fluorescencia
homogénea de resolucién temporal) para la inhibicién de la unién ya sea de la IL-17A humana biotinilada (Peprotech 200-
17), o la IL-17A humana etiquetada con HIS FLAG (derivada de HEK EBNA propia) a la proteina de fusién IL-17RA Fc (R &
D Systems 177-IR).

Un ensayo de HTRF® (Fluorescencia homogénea de resolucion temporal), es una tecnologia de ensayo homogéneo que
usa la transferencia de energia de resonancia de fluorescencia entre un fluor6foro donante y uno aceptor que estan en
proximidad cercana. Tales ensayos se pueden usar para medir interacciones macromoleculares por acoplamiento directo o
indirecto de una de las moléculas de interés a un fluor6foro donante, europio (Eu3+) criptato, y el acoplamiento de la otra
molécula de interés a un fluoréforo aceptor XL665, (una aloficocianina estable entre cruzada). La excitacion de la molécula
de criptato (a 337 nm) resulta en fluorescencia de emision a 620nm. La energia de esta emision se puede transferir a
XL665 en estrecha proximidad al criptato, lo que resulta en la emision de una fluorescencia de larga vida especifica (a 665
nm) a partir de XL665. Se miden las sefiales especificas de ambos donante (a 620 nm) y | aceptor (a 665 nm), lo que
permite el célculo del indice 665/620 nm que compensa por la presencia de compuestos coloreados en el ensayo. Los
resultados se tamizaron como scFv crudos no diluidos (aislamiento guia) o diluidos (optimizacion guia), que contienen
extractos periplasmaticos preparados en; 50 mM de tamp6n MOPS pH7.4, 0.5 mM EDTA y 0.5 M sorbitol. 3 nM de IL-17A
humana biotinilada (6 nM monomérica) o 3 nM de IL-17A humana etiquetada con HIS FLAG (6 nM monomérica) se pre-
incubaron por 1 h a temperatura ambiente en la oscuridad, con 3.2 nM criptato de estreptavidina (CIS Bio International
610SAKLB), 0 1.6 nM de IgG anti-flag IgG etiquetada con criptato (CIS Bio International 61GF2KL) respectivamente. Todas
las diluciones se realizaron en 50 mM de tamp6n HEPES que contenia 0.4 M de fluoruro de potasio y 0.1% BSA (tamp6n de
ensayo). En paralelo, 12 nM de la proteina de fusién Fc IL-17RA se pre-incubaron por 1 h a temperatura ambiente en la
oscuridad, con 40 nM de anticuerpo Fc anti-humano marcado con XL665 (CIS Bio International 61HFCXLA) en tampo6n de
ensayo.

Después de la pre-incubacion de los reactivos, 10 pl de la muestra de scFv cruda se afiadié a una placa de ensayo de poco
volumen de 384 pocillos (Costar 3676). Esto fue seguido por la adicion de 5 pl de la mezcla del receptor pre-incubado y anti-
Fc XL665, y después 5 pl de IL-17A humana y de la mezcla de deteccidn de criptato.

La concentracion final de IL-17A usada en estos ensayos fue 0.75 nM.

Las placas de ensayo después se centrifugaron a 1000rpm a temperatura ambiente por 1 min, y se incubaron por hasta 5 h
a temperatura ambiente, antes de leer la fluorescencia resuelta en el tiempo a las longitudes de onda de emision 620 nm y
665 nm por medio del uso de un lector de placas EnVision (Perkin Elmer).

Los datos se analizaron mediante el célculo de los valores de % Delta F para cada muestra. Delta F se determiné de
acuerdo a la ecuacion 1.

Ecuacion 1:

% Delta F= (valor relacion 665nM/620nM muestra) - (_ valor relacién 665nM/620nM control no especifico) x 100
(valor relacion 665nM/620nM control no especifico)

Los valores de % de Delta F se usaron posteriormente para calcular el % de unidn especifica como se describe en la
ecuacion 2.
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Ecuacion 2:

% union especifica = %Delta F de la muestra x 100
%Delta F de | control de unién total

Los scFv purificados a partir de clones positivos del tamizaje se evaluaron en ambos ensayos HTRF® para la inhibicion de
la union de IL-17A al receptor de IL-17. Una titulacién de las concentraciones de scFv se usé para establecer la potencia del
clon que se midié por valores de ICso en el ensayo. Los valores de ICso se determinaron por medio del uso del programa
GraphPad Prism por ajuste de la curva por medio del uso de una ecuacion logistica de cuatro parametros (Ecuacion 3).
Ecuacion 3:

Y=Base + (Parte superior-Base) / (1+10 " ((LogEC50-X) *Pendiente))

oX es el logaritmo de la concentracion. Y es unién especifica oY comienza en la base y y va a la parte superior con forma
sigmoide.

Una referencia del Acm anti-IL-17 (Biosource) se incluyé en todos los ensayos como control positivo.

Ensayo de competencia de epitopos HTRF® para la inhibicién de la unién de la HIS FLAG IL-17A humana al anticuerpo
anti-IL-17A humana

Este ensayo de competencia del epitopo puede usarse para determinar la competencia entre los miembros de unién para la
unién a IL-17A. Este ensayo puede usarse ademas para determinar la reactividad cruzada de los miembros de unién para la
unién de IL-17A de diferentes especies, por ejemplo, IL-17A humana y cinomolgo, y/o la reactividad cruzada de los
miembros de unién a otros miembros de la familia de IL-17, por ejemplo, homdélogos A a F de IL-17. Los miembros de unién
probados en este ensayo estan normalmente en formato scFv, aunque la persona experta puede adaptar el ensayo para
usar 1gG u otros formatos del miembro de unién. Generalmente, las concentraciones de los reactivos variaran dependiendo
de la afinidad del anticuerpo para IL-17A.

2 nM de HIS FLAG IL-17A humana (4 nM monomérico) se pre-incubaron por 1 h a temperatura ambiente en la oscuridad,
con 1.6 nM anti-flag IgG marcado con criptato. Todas las diluciones se prepararon en tampén de ensayo. En paralelo, 0.6
nM anti-IL-17 1gG1 (contra el cual se prob6 la competencia de un miembro de union de prueba) se pre-incub6 por 1 h a
temperatura ambiente en la oscuridad, con 20 nM del anticuerpo Fc anti-humano marcado con XL665 en tampdn de ensayo.

Después de la pre-incubacion de los reactivos, 10 ul de la muestra se afiadieron a una placa de ensayo de poco volumen de
384 pocillos por duplicado. Esto fue seguido por la adicion de 5 pl de la mezcla de IL-17A humana HIS FLAG pre-incubada
y criptato anti-Flag, y después 5 ul del anticuerpo IL-17 anti-humano y mezcla de deteccion XL665.

Las placas de ensayo después se centrifugaron a 1000 rpm a temperatura ambiente por 1 min, y se incubaron por hasta 2 h
a temperatura ambiente, antes de leer la fluorescencia resuelta en el tiempo a las longitudes de onda de emisiéon 620 nm y
665 nm por medio del uso de un lector de placas EnVision (Perkin Elmer).

Los datos se analizaron calculando los valores de % Delta F para cada muestra, los que se usaron después para
determinar el % de union espeifica.

Los valores ICso se determinaron usando el software GraphPad Prism.
Para la discusion de los ensayos HTRF generalmente, ver el método para ensayo de unién receptor -ligando HTRF®.

Ensayo de liberacién de IL-6 inducida por HT1080 IL-17

Células HT1080 (Coleccion Europea de Cultivos de células, ECACC - disponible bajo ECACC num. 85111505) se
sembraron en placas de ensayo de cultivo de tejido de fondo plano de 96-pocillos (Costar) a 5 x 10* células/pocillo. Las
células se cultivaron después toda la noche en 200 pl medio de ensayo (Medio Minimo Esencial

(MEM) con sales Earles y L-glutamina (Invitrogen), 10% (v/v) suero fetal bovino inactivado por calor (FBS) (Invitrogen), 1%
(v/v) aminoécidos no esenciales-MEM sin L-glutamina(Invitrogen)) en una atmésfera humidificada a 37C y 5% CO..
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Se preparé una titulacion de scFv purificado/lgG en salina amortiguada con fosfato (PBS) y se pre-incub6 con IL-17A (1 nM
concentracion final) en medio del ensayo por 30-60 min a 37<C. En paralelo se aspiré el medio de las c élulas y se afiadieron
100 pl/pocillo del medio del ensayo. A esto se afladieron 100 pl/pocillo de las muestras y se incubaron durante la noche (18
h + 4h). Los sobrenadantes se cosecharon y se ensayaron inmediatamente o se conservaron a -20C.

Los niveles de IL-6 en los sobrenadantes se determinaron por medio del uso de kits de ELISA para IL-6 Duoset (R & D
Systems). Se llevé a cabo el ELISA en placas FluoroNunc Maxisorb recubiertas durante la noche con 2 pg/ml de anticuerpo
de captura de IL-6 (Ab) (diluido en PBS, 100 pl/pocillo). Las placas de ELISA se lavaron tres veces con PBS-Tween y se
afiadieron 300 pl del diluyente del reactivo (1% albumina de suero bovino (BSA) en PBS). Después de 1 h de incubacién a
temperatura ambiente (RT) las placas de ELISA se lavaron como se describié previamente. Durante el periodo de 1 h de
incubacién el medio condicionado se centrifug6 a 1200 rpm por 5 min para eliminar los restos de células . A continuacién del
lavado de la placa y la preparacion del medio condicionado los estandares de IL-6 (intervalo de concentracién 1000 pg/ml - 1
pg/ml) y 170 pl de medio condicionado se afiadieron a las placas de ELISA y se incubaron a temperatura ambiente por 90
min.

A continuacion de la incubacion, las muestras se eliminaron y las placas se lavaron como anteriormente. El Ab de deteccién
de IL-6 a 200 ng/ml en diluyente reactivo (100 pl/pocillo) se afiadié después a las placas y se incub6 a temperatura ambiente
por 60 min. Las placas se lavaron después como anteriormente y 100 ul de estreptavidina europio se diluyeron 1:1000 en
tampon de ensayo DELFIA® (Perkin Elmer) y se incubaron a temperatura ambiente por 60 min. Las placas de ELISA se
lavaron siete veces con tampén de lavado DELFIA® y se afiadieron 100 pl de intensificador DELFIA® (Perkin Elmer). La
fluorescencia se cuantific6 a 615 nm por medio del uso del lector de placas Victor (Perkin EImer) segun las instrucciones del
fabricante.

Los datos se analizaron en Excel (Microsoft) por la generacion de curvas estandar de IL-6 para cada placa y por medio del
uso de estas para calcular la cantidad de IL-6 presente en cada pocillo. El dato de inhibidor se normalizé ademas al
porcentaje de la liberacion de IL-6 maxima por medio del uso de los valores de IL-6 en ausencia del inhibidor control y
ninguin control de IL-6. Se llevaron a cabo analisis adicionales en Prism (GraphPad) donde los datos se graficaron como %
de la respuesta control contra el logaritmo de la concentracién de scFv/IgG. La determinacion de los valores ICso se calculd
por medio del uso del software de ajuste de curvas Prism (Graphpad).

Ensayo de células HT1080 gue mide la liberacién sinérgica de IL-6

Este ensayo es una modificacion del ensayo de liberacién de IL-6 de HT1080 inducida por IL-17, en el cual la IL-6 se
produce sinérgicamente en respuesta a la adicion de IL-17A humana, y TNFa humano (R&D Systems).

Se prepard una titulacion de scFv purificado/lgG en salina tamponada con fosfato (PBS) y se pre-incub6 con IL-17A
(concentracion final de IL-17 125 pM) en medio del ensayo por 30-60 min a 37<C. En paralelo se aspir6 el medio de las
células y se afiadieron 100 pl/pocillo de medio del ensayo que contenia TNFa humano (concentracion final de TNFa de
25pM). A esto se afiadieron100 pl/pocillo de las muestras y se incubaron durante la noche (18 h + 4h). Los sobrenadantes
se cosecharon y se ensayaron inmediatamente o se conservaron a -20<C.

Los niveles de IL-6 se midieron por ELISA, y los datos se analizaron como se describidé previamente para el ensayo de
liberacion de IL-6 de HT1080 inducida por IL-17.

Generacion de 1L-17A nativa y efectos de los anticuerpos en la produccion de IL-6 de células HT1080 inducida por medio
condicionado de células T

200 ml de sangre humana se recogieron en bolsas de sangre con heparina a partir de tres donantes. La sangre se
estratificd en linfoprep (30 ml de sangre en 15 ml linfoprep en tubos Greiner Leucosep) y se centrifugd (2000 rpm, 20 min,
temperatura ambiente, sin freno). El plasma se separ6 a un tubo fresco, se centrifug6, y se usé para preparar 5% plasma
autélogo estéril en 0.9% salina estéril. La capa de células mononucleares (PBMC) en la interfase se separ6 en cuatro tubos
de centrifuga de 50 ml, y el volumen de cada tubo se duplicé con medio (RPMI suplementado con 10% hiFCS, glutamina (2
mM), penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (0.1 mg/ml) y 1% aminoacidos no-esenciales).

Los PBMCs se centrifugaron (1800 rpm, 10 min, temperatura ambiente), y los precipitados de células se resuspendieron en -
15 ml 5% plasma y se agruparon para cada donante. Los PBMCs se lavaron tres veces (1000 rpm, 10 min) en 5% plasma
con el objetivo de reducir el nimero de plaquetas, y después se resuspendieron en 2 ml de medio.

Los PBMCs se afiadieron a columnas de lana de nailon n (Polysciences #425A, antes de usarse, empapadas en medio y
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calentadas a 37<C) y se incubaron (1 h, 37C). 20 m | de medio se afiadieron después gota a gota a la columna, y el
efluente, que contiene las células-T purificadas, se recogio.

Las células T se estimularon a 5 x 10° células/ml final en presencia de anti-CD3/anti-CD28 (Sigma, ambos 1 pg/ml final)
TGFB (R & D Systems, 5 ng/ml), IL-23 (R & D Systems, 50 ng/ml), anti-IFNy (R & D Systems, 10 pg/ml) y un reticulador de
carnero anti IgG de ratén (Sigma, 4 pg/ml). Se esperd 15 minutos después de la adicion de anti-CD3/anti-CD28 antes de la
adicion del reticulador. Las céluas T se estimularon por 48 h a 37C. Las células se centrifugaron (1000 rpm, 5 min) y se
eliminaron los sobrenadantes.

Las células HT1080 se sembraron durante la noche a 1.5 x 10* células/pocillo en una placa de 96 pocillos (Costar) en medio
(DMEM suplementado con 10% hiFCS, glutamina (2 mM), penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (0.1 mg/ml) y 1%
aminoé&cidos no-esenciales) en una atmdésfera humidificada a 37C y 5% CO ».

Las titulaciones de los anticuerpos se prepararon en medio como anteriormente. Voliumenes iguales de soluciones de
anticuerpos se mezclaron con medio condicionado de células T y se incubaron (37<C, 1 h). El medio se eliminé de las
células y se remplaz6 con soluciones de anticuerpos y las células se incubaron durante la noche. Los sobrenadantes se
cosecharon y almacenaron a -20C hasta el analisis por medio del uso del ELISA de IL-6 como se describié (Cytoset,
Biosource). Los valores de IL-6 se graficaron por medio del uso de Origin v7.5 (OriginLab Corporation) para calcular los
valores de ICsp para la inhibicion de la liberacién de IL-6 en comparacion con las respuestas en ausencia de anticuerpo.

Ensayo de liberacién de IL-6/IL-8/MMP13/PGE; de condrocitos

El cartilago se obtuvo después del remplazo de articulacion de la rodilla de pacientes con osteoporosis bajo la aprobacion
de los comité de ética locales. Las muestras se digirieron durante la noche en 2 mg/ml de colagenasa a 37<. Después de
la digestion, los condrocitos se expandieron en frascos de cultivo que contienen medio de Eagle modificado de Dulbecco
suplementado con 10% suero fetal de ternera, penicilina (100 unidades), estreptomicina (0.1 mg/ml), L-glutamina (2 mM),
anfotericina B (2.5 pg/ml) y aminoacidos no-esenciales (1X). Cuatro lineas celulares separadas se cultivaron y usaron en el
pase 1. Los condrocitos se cosecharon, se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 1.5 x 10* células/pocillo
en medio de cultivo y se dejaron adherir durante la noche a 37<C, 5% CO2.

Los anticuerpos anti-IL-17A se diluyeron en medio del ensayo (medio de Eagle modificado de Dulbeco suplementado con
2% suero fetal de ternera, penicilina (100 unidades), estreptomicina (0.1 mg/ml), L-glutamina (2 mM), y aminoacidos no-
esenciales (1X)) en un intervalo de concentraciones (que varian desde 0.08 a 400 nM). La IL-17A humana recombinante
(propia o derivada de E. coli Peprotech ) se diluyé en medio del ensayo y se evalué a concentraciones finales de 0.2 y 2 nM.
La IL-17A recombinante se afiadi6 a las soluciones de anticuerpos anti-IL-17 y se pre-incub6 por 1 h. El medio se eliminé de
los condrocitos y se afiadieron 100pl de la mezcla IL-17 recombinante/anticuerpo anti-IL-17A. Los sobrenadantes de cultivo
se recogieron después de una incubacion de 24 h. La IL-6, IL-8, MMP13 y PGE> humanas se midieron por ELISA.

ELISA para la deteccién de la produccion de IL-6 humana:

La IL-6 se midi6 por ELISA, Cytoset (Biosource, CHC1264) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, las
placas de ELISA se recubrieron con un anticuerpo monoclonal IL-6 (1 pg/ml) durante la noche a 4C y se bloquearon con
1% BSA/tampdn bicarbonato. Las placas se lavaron con PBS/0.05% Tween 20 y se incubaron con sobrenadantes de cultivo
de condrocitos humanos y un anticuerpo anti-hulL-6a conjugado a biotina (0.4 pug/ml) por 2 h a temperatura ambiente.
Después del lavado, la IL-6 se detecté por medio del uso de estreptavidina conjugada a peroxidasa de rdbano picante
(1:2500). Las placas se revelaron por medio del uso de 3,3',5,5'- tetrametilbenzidina. La reaccién se par6 con 2 M HySOq, y
las densidades 6pticas se determinaron a 450 nm por medio del uso de un lector de placas PHERAstar.

ELISA para la deteccion de la produccion de IL-8 humana:

La IL-8 se midi6 por ELISA, Cytoset (Biosource, CHC1304) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, las
placas de ELISA se recubrieron con un anticuerpo monoclonal IL-8 (1 pug/ml) durante la noche a 4C y se bloquearon con
1% BSA/tampodn bicarbonato. Las placas se lavaron con 0.05% Tween 20/PBS y se incubaron con sobrenadantes de cultivo
de condrocitos humanos y un anticuerpo anti-hulL-8 conjugado a biotina (0.1 pg/ml) por 2 h a temperatura ambiente.
Después del lavado, la IL-8 se detecté por medio del uso de estreptavidina conjugada a peroxidasa de rdbano picante
(1:5000). Las placas se revelaron por medio del uso de 3,3',5,5'- tetrametilbenzidina. La reaccion se paré con 2 M H,SOu4, y
las densidades opticas se determinaron a 450 nm por medio del uso de un lector de placas PHERAstar.

ELISA para la deteccion de la produccién de MMP13 humana:

Las placas de ELISA se recubrieron con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-huMMP13 (R & D Systems, MAB511: 1
pg/ml) en tampoén fosfato durante la noche a 4C. La s placas se bloquearon con 2%BSA / tamp6n fosfato seguido de lavado
con 0.05% Tween 20/PBS y se incubaron con sobrenadantes de cultivo de condrocitos humanos mas anticuerpo policlonal
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de conejo anti-huMMP13 (Abcam 9128: 1:2500 dilucién) por 2 h a 37<C.Después del lavado, la MMP13 se de tectdé por
medio del uso de anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa de rabano picante (Amersham Biosciences NA934: 1:2500).
Las placas se revelaron por medio del uso de 3,3',5,5'- tetrametilbenzidina. La reaccién se par6 con 2M H,SO., y las
densidades 6pticas se determinaron a 450 nm por medio del uso de un lector de placas PHERAstar.

ELISA para la deteccién de la produccion de PGE; humana:

Las placas de ELISA se recubrieron con un anti-lgG de conejo de raton (Sigma, R2004: 10 pg/ml) durante la noche a 4<C.
Las placas se lavaron con 0.05% Tween 20/PBS y se incubaron con sobrenadantes de cultivo de condrocitos humanos,
Trazador de Prostaglandina AChE (Cayman Chemicals, 414010) y antisuero PGE; (preparado propio, 1:50,000) durante la
noche a temperatura ambiente. Después del lavado, las placas se revelaron por medio del uso del reactivo de Ellman
(Cayman chemicals, 400050) y las densidades Opticas se determinaron a 405 nm por medio del uso de un lector de placas
PHERAstar.

Ensayo de sinergia de 1L-17 en explantes de cartilago post-mortem.

Muestras de rodilla post-mortem se obtuvieron en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM), del hospital Kings Mill,
Nottingham con aprobacion ética total. Cada rodilla se disecté por medio del uso de un bisturi #22 en condiciones estériles.
El cartilago se aisl6 como una pieza de profundidad completa donde fue posible. Los explantes de disco se cortaron por
medio del uso de barrenadores de corcho (5 mm) y se sembraron 1 explante por pocillo de una placa de 96 pocillos en 220
pl de medio (DMEM (libre de rojo de fenol) suplementado con penicilina (100 U/ml) estreptomicina (0.1 mg/ml) glutamina (2
mM), 1% aminoacidos no-esenciales y gentamicina (1 pg/ml)). Los explantes descansaron por 3 dias antes de la
estimulacién. Cada condicién tenia 12 explantes replicados.

Los estimulos usados fueron medio solo, IL-17A (Peprotech) a 10 ng/ml, TNFa (Peprotech) a 1 ng/ml solo o en combinacion
todo diluido en medio que contiene sulfato de polimixina B (2 pg/ml). Los anticuerpos neutralizantes de la IL-17A y sus
controles de isotipo ( IgG 1 de ratén (R & D Systems), 1gG; humana CAT002 (Cambridge Antibody Technology Limited)) se
diluyeron en medio que contenia 2 pug/ml de polimixina B a 50 nM para los experimentos iniciales y desde 0.5 a 50 nM para
los experimentos de ICso. Los anticuerpos se mezclaron con citocinas donde se indic6 y todas las soluciones se incubaron
antes de la adicion a los explantes (37<C, 30 min).

El medio se elimind de los explantes y se remplaz6 con 220 pul de medio de estimulacion.Las placas se incubaron por 72 h
(37, atmésfera himidificada) antes de separar los sobrenadantes para almacenarlos a -20C. El contenido de IL-6 se
analizé por ELISA (Cytoset, Biosource) de acuerdo a las instrucciones del fabricante y como se describié en el Ejemplo 3
(Afinidad de los anticuerpos por la IL-17A humana). Los valores se calcularon por medio del uso de Origin v7.5 (OriginLab
Corporation).

Ensayo de sinergia de 1L-17A en fibroblastos sinoviales de OA

Se obtuvieron muestras de rodilla con osteoartritis a partir de remplazos totales de rodilla en DMEM del Hospital Kings Mill,
Nottingham con aprobacion ética total. Cada rodilla se disecté por medio del uso de un bisturi #22 en condiciones estériles.
El sinovio inflamado se disecciond de la articulacién y se coloc6 en el frasco estéril T75cm2. Las piezas de sinovio se
incubaron por 24 h en solucién de colagenasa (2 mg/ml) en DMEM, suplementado con penicilina (100 U/ml) estreptomicina
(0.1 mg/ml) glutamina (2 mM), 1% aminoacidos no-esenciales y anfotericina B (2.5 pg/ml) en una incubadora humidificada
mantenida a 37<C.

La suspension de células del sinovio digerido se col6, lavé y las células se cultivaron en DMEM, suplementado con
penicilina (100 U/ml) estreptomicina (0.1 mg/ml) glutamina (2 mM), 1% aminoacidos no-esenciales y anfotericina B (2.5
pg/ml) en una incubadora humidificada mantenida a 37<C. Las células se pasaron cada 1-2 semanas y se u saron en el pase
2. Las células se despegaron del frasco por medio del uso de tripsina-EDTA y se sembraron en una placa de 96 pocillos a
1.5 x 10* células por pocillo y se usaron 1 dia después de sembradas.

Los estimulos que se usaron fueron medio solo, IL-17A (Peprotech), TNFa (Peprotech) ya sea solos o en combinacién. Los
anticuerpos neutralizantes de la IL-17A y sus controles de isotipo ( 1gG 1 de ratén (R & D Systems), 1gG: humana CAT002
(Cambridge Antibody Technology Limited)) se diluyeron en medio que contenia 1 pg/ml de polimixina B a 50 nM. Los
anticuerpos se mezclaron con citocinas donde se indico y todas las soluciones se incubaron antes de la adicién a los
explantes (37<C, 30 min).

El medio se elimin6 de los explantes y se remplaz6 con 100 pl de medio de estimulacién. Las placas se incubaron por 24 h

(37, atmdsfera humidificada) antes de separar los sobrenadantes para almacenarlos a -20C. El contenido de IL-8 se
analizé por ELISA (Cytoset, Biosource) de acuerdo a las instrucciones del fabricante y como se describié en el Ejemplo 3
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(Afinidad de los anticuerpos por la IL-17A humana). Los valores se calcularon por medio del uso de Origin v7.5 (OriginLab
Corporation).

Inhibicion de la IL-8 inducida por IL-17A e IL-17A/ TNFa/ en fibroblastos sinoviales RA

Muestras de rodillas de artritis reumatoide de reemplazos totales de articulaciéon se obtuvieron en AstraZeneca R&D
Charnwood, con aprobacion ética total. Los fibroblastos sinoviales RA se dieron a AstraZeneca R&D Alderley Park en el
pase 2. Las células se cultivaron en frascos T225 cm?n DMEM, suplementado con 10% FCS (Hyclone), penicilina (100
U/ml) estreptomicina (0.1 mg/ml) glutamina (2 mM), 1% aminoacidos no-esenciales y gentamicina (1 pg/ml) en una
incubadora humidificada mantenida a 37<C.

Las células se pasaron cada 1-2 semanas y se usaron en el pase 5. Las células se despegaron del frasco por medio del uso
de tripsina-EDTA y se sembraron en una placa de 96 pocillos a 5 x 10° células por pocillo y se usaron 3 dias después de
sembradas.

Los estimulos usados fueron medio solo, IL-17A (Peprotech), ya sea sola o en combinacién con TNFa (R&D Systems). Los
anticuerpos neutralizantes de la IL-17A y sus controles de isotipo ( IgG1 de ratén (R & D Systems), 1gG1 humana CAT002
(Cambridge Antibody Technology Limited)) se diluyeron en medio que contenia 1 pg/ml de polimixina B a 50 nM. Los
anticuerpos se mezclaron con citocinas donde se indico y todas las soluciones se incubaron antes de la adicién a los
explantes (37<C, 30 min).

El medio se elimin6 de los explantes y se remplaz6 con 100 pl de medio de estimulacién. Las placas se incubaron por 24 h
(37, atmdsfera humidificada) antes de separar los sobrenadantes para almacenarlos a -20C. El contenido de IL-8 se
analizé por ELISA (Cytoset, Biosource) de acuerdo a las instrucciones del fabricante y como se describié en el Ejemplo 3
(Afinidad de los anticuerpos por la IL-17A humana). Los valores de la IL-8 se graficaron para generar los valores de ICso que
se calcularon por medio del uso de Origin v7.5 (OriginLab Corporation).

Andlisis pA;

La herramienta farmacolégica principal para cuantificar la afinidad de un antagonista competitivo es el andlisis de Schild. Por
medio del uso de este enfoque de un medio independiente del sistema de estimacion de la afinidad de los antagonistas en
un ensayo funcional se puede determinar. El método se basa en el concepto de que la concentracién de antagonista y su
afinidad determinan el antagonismo de la respuesta agonista. Debido a que el antagonismo se puede cuantificar y la
concentracion del antagonista se conoce, la afinidad del antagonista se puede determinar. Este antagonismo se cuantifica
mediante la medicién de la relacion de concentraciones equiactivas de los agonistas, medido en presencia y ausencia del
antagonista, denominadas proporciones de dosis (DR).

Las relaciones de dosis se pueden calcular tomando la relacion de ECsy del agonista (tipicamente IL-17A) en ausencia del
miembro de unién a la ECso del agonista en presencia de una concentracion Unica del miembro de unién. Las relaciones de
dosis, expresadas como log(DR-1) después se pueden usar en una regresion lineal en log[miembro de unién] para producir
una regresion de Schild. Asi, para cada concentracion del miembro de unién habra un correspondiente valor de DR; estos
se representan gréficamente como la regresion de log (DR-1) sobre log [miembro de unién]. Si el antagonismo es
competitivo, habra una relacion lineal entre log (DR-1) y log [miembro de unién] de acuerdo con la ecuacién Schild en donde
la ecuacion es la siguiente

Log(DR-1) = log [B] - log Ka

[B] es la concentracion molar del miembro de union.

Bajo estas circunstancias, un valor de cero para la ordenada dara un intercepto del eje-x en donde log [B] = log Kg. Por lo
tanto la concentraciéon del miembro de union que produce log (DR-1) = 0 serd igual al log Kg, la constante de equilibrio de
disociacion del complejo miembro de unién - receptor. Esta es una cuantificacién independiente del sistema para la
estimacion de la afinidad del miembro de unién. Tradicionalmente, este enfoque se usa para determinar la afinidad del
antagonista del receptor, sin embargo basado en suposiciones similares para la neutralizaciéon del ligando, un calculo de
intervalo de dosis debe permitir la estimacion de la afinidad del miembro de unién para neutralizar la actividad de la IL-17 en
las células ademas. Debido a que los valores de Kg de obtienen de un gréfico logaritmico, ellos tienen una distribucion
logaritmica normal. El logaritmo negativo de esta concentracion particular se refiere empiricamente como pA;, la
concentracion del antagonista que produce un cambio de dos veces de la curva de dosis respuesta del agonista. La
potencia del antagonista se puede cuantificar calculando pAz a partir de una Unica concentracion de antagonista que
produce un Unico valor para la relacion de dosis a partir de la ecuacion, en donde
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pA; = log (DR-1)-log{B]

[B] = la concentracién molar del antagonista que hace necesario duplicar la concentracion de agonista para provocar la
respuesta subméaxima original.

DR = la relacién de la dosis se cuantifica mediante la medicion de la relacion de concentraciones equiactivas del agonista
medida en presencia y ausencia del antagonista.

La pA; se puede calcular a partir de los datos del ensayo de dosis-respuesta.
Método de ensayo usado para el andlisis de pA; para calcular la afinidad de los anticuerpos por la IL-17A humana

Las células HT1080 (Coleccion Europea de Cultivos de células, ECACC) se sembraron en placas de ensayo de cultivo de
tejido de fondo plano de 96-pocillos (Costar) a 5x10* células/pocillo. Las células después se cultivaron durante la noche en
200 pl de medio del ensayo (MEM con sales Earles y L-glutamina, 10% (v/v) FBS Australiano inactivado por calor, 1% (v/v)
aminoé&cidos no-esenciales MEM (sin L-glutamina), Invitrogen)) / pocillo en atmésfera humidificada a 37C y 5% CO ».

Una titulacion de la IL-17A (intervalo de concentracion final 1 uM a 7 pM) se prepard en solucion salina tamponada con
fosfato (PBS) y se pre-incubé con IgG purificada (intervalo de concentracion final del Ab usado 270 nM a 270 pM) en medio
de ensayo por 30-60 min a 37 C. En paralelo se asp ir6 el medio de las células y se afiadieron 100 pl/pocillo del medio del
ensayo. A esto se afiadieron 100 pl/pocillo de las muestras y se incubaron durante la noche (18 h +). Los sobrenadantes se
cosecharon y se ensayaron inmediatamente o se conservaron a -20C.

Los niveles de IL-6 en los sobrenadantes se determinaron por medio del uso de kits de ELISA para II-6 Duoset (R & D
Systems). Se llevé a cabo el ELISA en placas FluoroNunc Maxisorb recubiertas durante la noche con 2 pg/ml de anticuerpo
de captura de IL-6 (Ab) (diluido en PBS, 100 pl/pocillo). Las placas de ELISA se lavaron tres veces con PBS-Tween y se
afiadieron 300 pl del diluyente del reactivo (1% albumina de suero bovino (BSA) en PBS). Después de 1 h de incubacién a
temperatura ambiente (RT) las placas de ELISA se lavaron como anteriormente. Durante el periodo de 1 h de incubacion el
medio condicionado se centrifugé a 1200 rpm por 5 min para eliminar los restos de células . A continuacion del lavado de la
placa y la preparacién del medio condicionado los estandares de IL-6 (intervalo de concentracion 1000 pg/ml - 1 pg/ml) y
170 ul de medio condicionado se afiadieron a las placas de ELISA y se incubaron a temperatura ambiente por 90 min. A
continuacion de la incubacion, las muestras se eliminaron y las placas se lavaron como anteriormente. El Ac de deteccion de
IL-6 a 200ng/ml en el diluyente reactivo (100ml/pocillo) se afiadié después a las placas y se incubé a temperatura ambiente
por 60 min. Las placas se lavaron después como anteriormente y 100 ul de estreptavidina europio se diluyeron 1:1000 en
tampon de ensayo DELIA® (Perkin Elmer) y se incubaron a temperatura ambiente por 60 min. Las placas de ELISA se
lavaron siete veces con tampén de lavado DELFIA y se afiadieron 100 pl de intensificador DELFIA (Perkin Elmer). La
fluorescencia se cuantific6 a 615nm por medio del uso del lector de placas Victor (Perkin EImer) segun las instrucciones del
fabricante.

Los datos se analizaron en Excel (Microsoft) por la generacién de curvas estandar de IL-6 afiadidas para cada placa y por
medio del uso de estas para calcular la cantidad de IL-6 presente en cada pocillo. Las curvas dependientes de la
concentracién se normalizaron al porcentaje de liberacion maxima de IL-6 por medio del uso de los valores de IL-6 en
ausencia del inhibidor control. Analisis adicionales se llevaron a cabo en Prism (GraphPad Software) donde los datos se
graficaron como % de la respuesta del control contra el logaritmo de la concentracién de IgG y los valores de ICsp se
generaron por medio del uso del software Prism de ajuste de curvas (Graphpad). Las laderas de la curva dependiente de la
concentracion se promediaron y fijaron para calcular los intervalos de dosis. Estos se usaron para generar graficos Schild
(ademés en Prism) y estimar los valores de Kd a partir de los valores de pA..

Perturbacion del indice de intercambio H/D de la IL-17A por los miembros de unién

La IL-17A etiquetada se us6 a 0.5 mg/ml en 50 mM Tris.HCI pH7.4, 150 mM NacCl. El anticuerpo se usé a 10.6 mg/ml en
PBS (1.54 mM KH2PO4, 2.71 mM Na2HPO4, 155 mM NaCl pH7.2). El anticuerpo se acopl6 a la resina POROS AL (Applied
Biosystems) de acuerdo a las instrucciones del fabricante para preparar una columna de 100ul la cual se mantuvo a 1<C.

La columna se lavé en 50 mM Tris.HCI pH7.5, 150 mM NaCl preparado en 75% D20. La IL-17A se diluyé en tampén
preparado con 75% D20 a 0.125 mg/ml y se incubé por 150, 500, 1500 y 5000s antes de inyectar el anticuerpo en la
columna. La columna se lavo rapidamente con 0.2 ml de tampdn en H20 y después se incubd por el mismo periodo de
tiempo es decir la muestra se intercambio en D20 por 150s y se intercambié de nuevo a H20 por 150s y similarmente para
las muestras a 500, 1500 y 5000s. Los diferentes momentos se eluyeron al inyectar primero 80ul y después 40ul de 0.8%
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acido formico. Los ultimos 40pl se recogieron y se afiadieron 20ul de 2 M urea, 1 M TCEP pH3 a 1C. La mezcla total se
inyectd en una columna de 100ul que contiene pepsina para digerir la proteina en péptidos que se separaron por rpHPLC
por medio del uso de un gradiente de acetonitrilo desde 12-28.5% y las masas se determinaron en el espectrometro de
masa electroaspersor Thermo Finnigan y un espectrémetro de masa Micromass Q-TOFr. El programa software SEQUEST
(Thermo Finnigan San Jose, CA) se us0 para identificar secuencias de los iones de péptidos parentales.

El efecto del anticuerpo sobre el indice de intercambio de diferentes partes de la IL-17 se determiné esencialmente como se
describié anteriormente, con las siguientes excepciones: la IL-17 se diluyé primero en 0.125mg/ml en H,O que contenia
tampon, después se inyect6 en la columna la cual se prelavé con 50 mM Tris.HCI pH7.5, 150 mM NacCl preparado en H2O.
Después de la unién, la columna se lavé con 50 mM Tris.HCI pH7.5, 150 mM NaCl preparado en H,O y después se incub6
con 50 mM Tris.HCI pH7.5, 150 mM NaCl preparado en 75% D20 por 150, 500, 1500 y 5000s antes de intercambiarse de
vuelta en H20 y se traté como anteriormente.

Clonacién, expresion y purificacién del constructo mutante de IL-17A

La IL-17A mutante se clond con una etiqueta de histidina C-terminal por medio del uso de la tecnologia Gateway©
(Invitrogen) y métodos convencionales de mutagénesis (por medio del uso del kit de mutagénesis en multisitios Stratagene)
o la reaccion en cadena de la polimerasa. Los genes clonados se insertaron en el vector de expresion pCEP4 por medio del
uso de la reaccion de la LR Clonasa.

La IL-17A silvestre y mutante con la etiqueta de His C-terminal se expresé en células HEK293/EBNA. Las células se
transfectaron con 30pg de ADN por frasco T162 cuando las células estaban 60-70% confluentes. Se usé el reactivo de
transfeccion PEI (de Sigma) y las células se incubaron durante la noche antes de que el medio se eliminara y se remplazara
con medio fresco sin suero y se incubara por 72 horas mas. Los sobrenadantes de estas células se recogieron y se usaron
para la purificacion de cada proteina recombinante.

Se recogi6 el sobrenadante de las células HEK293/EBNA transfectadas y se ajusto el pH a 7.4 antes de la purificacion por
cromatografia de afinidad en Ni-Sefarosa de flujo rapido (GE HealthCare). La proteina purificada se dializé en tamp6n PBS y
se analiz6 por SDS-PAGE, secuenciacion N-terminal Edman vy transferencia de tipo Western, por medio del uso de
anticuerpos anti-histidina como herramientas de deteccién. La identidad de las proteinas se confirmé antes de comenzar los
estudios de union y funcionales. La concentracion se determind por una combinacion de la absorbancia a 280 nm vy la
intensidad de la tincién por azul Coomassie en SDS-PAGE.

Experimentos de unién en BlAcore de la IL-17A silvestre y mutante

Los anticuerpos a 100 pg/ml se inmovilizaron a la supeficie de un chip sensor CM5 (BlAcore Cat #BR-1033-99) por medio
del uso de BIAcore 3000 y kit de acoplamiento a amina (BlIAcore Cat# BR-1000-50) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Los valores iniciales se generaron por regeneracion acida por medio del uso de 10 mM glicina pH1.5. Antes de
cada experimento se establecieron los valores iniciales y los ligandos (a 25 nM) se inyectaron sobre la superficie del chip por
7 minutos a la velocidad delO pl/min. La cantidad de IL-17A unida se determind al medir la sefial (RU) 30 s antesy 60 s
después de la inyeccion y sustraer la primera de la Ultima..

Ensao de liberacion de IL-6 de HT1080 inducida por IL-17 (estudios de mapeo epitépico)

Las células HT1080 (Coleccion Europea de Cultivos de células, ECACC - ECACC num. 85111505) se sembraron en placas
de ensayo de cultivo de tejido de fondo plano de 96-pocillos (Costar) a 5 x 10* células/pocillo. Las células después se
cultivaron durante la noche en 200 pl de medio del ensayo (Medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) con L-
glutamina (Invitrogen), 1% penicilina y estreptomicina, 10% (v/v) suero fetal bovino inactivado por calor (FBS) (Hyclone), 1%
(v/v) MEM-aminoacidos no-esenciales sin L-glutamina (Invitrogen)) en una atmésfera humidificada a 37C y 5% CO..

Las titulaciones del anticuerpo de interés o las IgG control se prepararon en medio del ensayo (intervalo de concentracion
final 50 - 0.03 nM) y se pre-incubaron con IL-17A o formas mutantes de la IL-17A (concentraciones finales como se exponen
en la la Tabla 20b, intervalo 1-2 nM) por 30-60 min a 37<C. Curvas de titulacion adicionales de la IL- 17A o la IL-17A mutante
sola se prepararon para ensayar la respuesta de las células a los ligandos. El medio se aspiré de las células y 100
pl/pocillo del anticuerpo y la IL-17A incubados (o la IL-17A mutante), o la IL-17A sola se afiadieron y se incubaron durante la
noche (18 h + 4h). Los sobrenadantes se cosecharon y se ensayaron inmediatamente o se conservaron a -20C. Los puntos
de datos estaban por triplicado en el experimento.

Los niveles de IL-6 en los sobrenadantes se determinaron como se sefiald en los materiales y métodos del "ensayo de
liberacion de IL-6/IL-8/MMP13/PGEzde condrocitos".
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Los valores desconocidos se extrapolaron de una curva estandar por medio del uso de 'Calibracion estandar y calculos de
incognitas' y las ICsgs se calcularon por medio del uso de 'Repuesta a la dosis - 1 - 15 conjuntos' en Origin v7.5 (OriginLab
Corporation).

Produccién y andlisis de Fab del Anticuerpo 7 parar_cristalografia de rayos X

El anticuerpo 7 purificado se digirié para generar fragmentos Fab como sigue:

. Se prepar6 un tampoén de digestién de 30 mM DL-clorhidrato de cisteina disuelto en GIBCO PBS (Invitrogen).

. Papaina de latex de papaya(Sigma) se reconstituyé en tampoén de digestién para dar una solucién a 10mg/ml y se
mantuvo a temperatura ambiente por un minimo de 30 minutos antes de usarse.

. La cisteina se afiadi6 a la IgG para dar una solucién de 30 mM.

. La papaina se afiadi6 a la IgG a un indice de 1mg papaina por 100 mg IgG

. La digestion se termind después de 4 horas por la adicion de 0.5M de yodoacetamida (Sigma) para dar 50 mM

yodoacetamida en la mezcla de digestion final.

El Fab se purificé después, se intercambid el tampén a PBS pH 7.2 y se concentré a aproximadamente 10 mg/ml para su
uso en cristalografia de rayos-X, la cual se describe mas abajo.

Determinacién de la estructura de rayos-X: Preparacion de la proteina, cristalizacién y cristalografia.

La IL-17A humana recombinante se expreso en E. coli y los cuerpos de inclusion se aislaron por medio del uso de métodos
bien descritos (Rudolph y otros 1996). La proteina de los cuerpos de inclusién se solubilizé por homogenizacién en tampon
de solubilizacion (50 mM Tris pH 8.5, 6 M guanidina RCI, 10 mM DTT) a temperatura ambiente por 1 hr. La proteina
solubilizada se repleg6 a una concentracion final de 0.5 mg/ml por dilucién rapida por la adicion gota a gota al tampén de
repliegue con agitacion vigorosa (0.1 M CAPSO pH 9.5, 0.9 M arginina y 0.3:0.03 mM glutatién reducido:oxidado) a
temperatura ambiente y y se dejo reposar durante la noche. La proteina replegada se concentré 5 veces por medio del uso
de un cartucho en espiral MWCO de 10 KDa (sistema de flujo tangencial Amicon proflux™ M12). La proteina concentrada
se purificé en columnas de exclusion por tamafio S75 (GE Healthcare Biosciences) equilibradas con tampén de exclusiéon
por tamafio (50 mM Tris pH 7.4, 0.15 M NacCl).

Se llevo a cabo filtracién en gel analitica por medio del uso de un Ettan LC (GE Healthcare) ajustado con una columna
Superdex 200 PC 3.2/30 (GE Healthcare) con el objetivo de identificar el indice de mezcla que resultaria en el maximo
rendimiento del complejo IL-17A / Fab. La columna se equilibré con tampdn de filtracién en gel (BTP 25 mM, pH 7.0, NaCl
100 mM) antes de cargar 35ul de muestras a 50ulmin-1. Un indice de 3.6:1 IL-17A:Fab produjo el maximo rendimiento del
complejo por medio del uso de los materiales descritos. La IL-17A y el Fab se mezclaron juntos en este indice y se
concentraron por medio del uso de un concentrador de centrifuga de 500ul con un valor de corte de peso molecular de 30kD
(Viva Spin) previamente lavado con 1ml de tampdn de filtracion en gel. La proteina se concentré a DO280 = 7.6 después de
lo cual se separé una alicuota de 50ul. El resto se concentré mas aun hasta una DO280 = 16.6. La cristalizacion por difusion
de vapor por gota colgante se llevé a cabo a 20C p or medio del uso de cubetas Nextal y gotas de 2ul + 2ul a las dos
concentraciones de proteinas.

Los cristales con calidad para difraccion crecieron después de dos o tres semanas a partir de las gotas colgantes de alta
concentracién que contenian tamp6n 90.9 PCTP mM pH 4.0, tampén PCTP 9.1 mM pH 9.5 (1), 100 mM sulfato de amonio,
14% w/v PEG3350. Los cristales se cosecharon, crio-protegieron por medio del uso de (-)(-) butano 2,3 diol (20% v/v en la
solucién del pocillo correspondiente) y congeladas instantaneamente en un Oxford Cryostream a 100K. Los cristales se
tamizaron por su calidad de difraccion por medio del uso de un generador anddico de rotacion Rigaku FRe equipado con un
detector Saturn 944 CCD y una crio cabezal Xstream. Aquellos cristales que mostraron difraccién ordenada se almacenaron
listos para la recogida de datos en ID-29 en ESRF.

Los datos de difraccidon se recogieron de cristales individuales enfriados al00K en la European Synchrotron Radiation
Facility (ESRF), linea de luz ID29, y se emple6 un detector ADSC Quantum Q315r. Se registraron dos conjuntos de datos a
longitudes de onda de 0.9787 A sobre un intervalo angular de 225°y 155° en marcos de rotaciéon de 0.75 °y 0.2
respectivamente. Los datos de imagen de cada conjunto de datos se integraron con MOSFLM (Leslie, 1991) y se
fusionaron y escalaron individualmente con programas del paguete CCP4 (CCP4, 1994). Imagenes con un Rfusién interno
de>20% por lote se excluyeron del escalado final.La estadistica de los datos recogidos se muestra en la Tabla 23.

Todos los cristales pertenecen al grupo de espacio monoclinico P2; con dimensiones de células tipicas de a = 98.5 A, b =
66.7 A, y c =203.8 A con B = 91.7° La unidad cristalogréafica asimétrica contiene cuatro moléculas de Fab y dos moléculas
de IL-17A lo que resulta en un coeficiente de Matthews de 2.68 A3/Da (Matthews, 1968) que corresponde a un contenido de
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solvente de 54%. La estructura del complejo de IL-17A/Fab se determind por el método de remplazo molecular por medio
del uso del programa MOLREP de CCP4 (CCP4, 1994). En un primer ensayo, 3 moléculas del dominio variable (residuos 2
a 110 de la cadena ligera y residuos 2 al24 de la cadena pesada) de Fab (generados a partir de la entrada 1AQK de PDB,
Faber y otros., 1998) se puedieron posicionar y orientar. Subsecuentemente, las posiciones de estos dominios variables de
Fab se fijaron y 3 moléculas de los dominios constantes de Fab (residuos 111 a 216 de la cadena ligera y residuos 125 a
226 de la cadena pesada) se posicionaron y orientaron. Las moléculas de Fab correctamente generadas indicaron que la
solucion de Remplazo Molecular correcta y permitieron la colocacién de la cuarta y Gltima molécula de Fab en la unidad
asimétrica de la red cristalina. El refinamiento de la maxima verosimilitud restringida por medio del uso de factores B
isotropicos por medio del uso de REFMAC (Murshudovy otros., 1997) resulté en un Ryabajo/Riibre inicial de 33.6%/41.5%. La
reconstruccion manual al modelo de Fab y el remplazo de la secuencia de aminoéacidos correcta se llevé a cabo por medio
del uso del programa de graficos moleculares COOT (Emsley & Cowtan, 2004). Las moléculas de IL-17A se identificaron por
inspeccion visual del mapa de densidad electronica residual de FoFc. Al colocar manualmente las hebras de varias
longitudes en densidades electrénicas 2FoFc desocupadas, el motivo de aminoécidos conservado de la IL-17A [50-
RSTSPW-57] se reconoci6 y se pudo modelar sin ambigiiedades. Esto permitié la superposicién del modelo de la IL-17F
(PDB entrada 1JPY, Hymowitz y otros., 2001) lo cual permitid6 la interpretacion rapida de la molécula dimérica. La
superposicion ademas dejo claro la parte de la molécula que interactia con el Fab y que estaba bien ordenada, mientras el
extremo opuesto de la molécula dimérica alargada no fue visible en la densidad electrénica, es decir, estaba desordenada.
El modelo de la IL-17A se construy6é con tanta densidad electronica como se permitiera. Después de una ronda de
refinamiento de la méxima verosimilitud restringida por medio del uso de REFMAC con Ryabajo/Ribre de 27.2%/33.4% se
aplic6 al homodimero de IL-17A la reconstruccién manual y la colocacién de la secuencia de amino&cidos correcta. En una
tltima ronda de MR por medio del uso de MOLREP, la reconstruccién del homodimero de IL-17A (residuos visibles en la
densidad electrénica son 39 a 129 de la cadena A y 44 a 132 de la cadena B) se us6 para orientar y localizar el segundo
homodimero de IL-17A .La estructura del complejo de IL-17A Fab - que contiene 4 moléculas de Fab y 2 moléculas de IL-
17A - se refind para la convergencia por medio del uso de REFMAC antes de afiadir manualmente las moléculas de agua y
los iones sulfato por medio del uso de COOT. Los factores-R finales, Ryabajo Y Riibre SON 22.7% y 28.4%, respectivamente.

Tabla 23 Parametros del cristal y el procesamiento de los datos de rayos-X y estadisticas de refinamiento

Grupo espacial P2,
Longitud de onda (A) 0.9787
Constantes celulares a (A) 98.5

b (A) 66.7

c(A) 203.8

B 91.7
Intervalo de resolucion (A) 102.1 - 2.63
Lamina de méaxima resolucion (A) 2.77-2.63
Completamiento total (%) 100.0
Lamina de méaximo completamiento (%) 100.0
Reflexiones Unicas 79235
Multiplicidad 7.0
Lamina de méaxima multiplicidad 6.9
RfUSION total (%) 12.8
Lamina de maxima Rfusion (%) 46.0
Rvalor tta (%)° 22.7
Rvalor jipre (%) 28.4

1 Rusion = Znw[(Zi | li- <I>]) / Zi 1]
2 Rvaior = Zni ”Fobsl - |Fca|c| I/ thllFobsl
Rinre€s el factor R de validaciéon cruzada computado para el conjunto de pruebas de 5% de reflexiones Unicas.

Secuencias
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anexada, en la cual las sec. con nims. de ident. corresponden como sigue:
PTN = Secuencia de aminoéacido

1
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Anticuerpo 01 VH ADN.
Anticuerpo 01 VH PTN
Anticuerpo 01 VH CDR1 PTN
Anticuerpo 01 VH CDR2 PTN
Anticuerpo 01 VH CDR3 PTN
Anticuerpo 01 VL ADN.
Anticuerpo 01 VL PTN
Anticuerpo 01 VL CDR1 PTN
Anticuerpo 01 VL CDR2 PTN
Anticuerpo 01 VL CDR3 PTN
Anticuerpo 02 VH ADN.
Anticuerpo 02 VH PTN
Anticuerpo 02 VH CDR1 PTN
Anticuerpo 02 VH CDR2 PTN
Anticuerpo 02 VH CDR3 PTN
Anticuerpo 02 VL ADN.
Anticuerpo 02 VL PTN
Anticuerpo 02 VL CDR1 PTN
Anticuerpo 02 VL CDR2 PTN
Anticuerpo 02 VL CDR3 PTN
Anticuerpo 03 VH ADN.
Anticuerpo 03 VH PTN
Anticuerpo 03 VH CDR1 PTN
Anticuerpo 03 VH CDR2 PTN
Anticuerpo 03 VH CDR3 PTN
Anticuerpo 03 VL ADN.
Anticuerpo 03 VL PTN
Anticuerpo 03 VL CDR1 PTN
Anticuerpo 03 VL CDR2 PTN
Anticuerpo 03 VL CDR3 PTN
Anticuerpo 04 VH ADN.
Anticuerpo 07 VH CDR1 PTN
Anticuerpo 07 VH CDR2 PTN
Anticuerpo 07 VH CDR3 PTN
Anticuerpo 07 VL ADN.
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32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
103
104
105
106

Anticuerpo 04 VH PTN
Anticuerpo 04 VH CDR1 PTN
Anticuerpo 04 VH CDR2 PTN
Anticuerpo 04 VH CDR3 PTN
Anticuerpo 04 VL ADN.
Anticuerpo 04 VL PTN
Anticuerpo 04 VL CDR1 PTN
Anticuerpo 04 VL CDR2 PTN
Anticuerpo 04 VL CDR3 PTN
Anticuerpo 05 VH ADN.
Anticuerpo 05 VH PTN
Anticuerpo 05 VH CDR1 PTN
Anticuerpo 05 VH CDR2 PTN
Anticuerpo 05 VH CDR3 PTN
Anticuerpo 05 VL ADN.
Anticuerpo 05 VL PTN
Anticuerpo 05 VL CDR1 PTN
Anticuerpo 05 VL CDR2 PTN
Anticuerpo 05 VL CDR3 PTN
Anticuerpo 06 VH ADN.
Anticuerpo 06 VH PTN
Anticuerpo 06 VH CDR1 PTN
Anticuerpo 06 VH CDR2 PTN
Anticuerpo 06 VH CDR3 PTN
Anticuerpo 06 VL ADN.
Anticuerpo 06 VL PTN
Anticuerpo 06 VL CDR1 PTN
Anticuerpo 06 VL CDR2 PTN
Anticuerpo 06 VL CDR3 PTN
Anticuerpo 07 VH ADN.
Anticuerpo 07 VH PTN
Anticuerpo 11 VH CDR1 PTN
Anticuerpo 11 VH CDR2 PTN
Anticuerpo 11 VH CDR3 PTN
Anticuerpo 11 VL ADN.



67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
08
99
100
101
102
143
144

Anticuerpo 07 VL PTN
Anticuerpo 07 VL CDR1 PTN
Anticuerpo 07 VL CDR2 PTN
Anticuerpo 07 VL CDR3 PTN
Anticuerpo 08 VH ADN.
Anticuerpo 08 VH PTN
Anticuerpo 08 VH CDR1 PTN
Anticuerpo 08 VH CDR2 PTN
Anticuerpo 08 VH CDR3 PTN
Anticuerpo 08 VL ADN.
Anticuerpo 08 VL PTN
Anticuerpo 08 VL CDR1 PTN
Anticuerpo 08 VL CDR2 PTN
Anticuerpo 08 VL CDR3 PTN
Anticuerpo 09 VH ADN.
Anticuerpo 09 VH PTN
Anticuerpo 09 VH CDR1 PTN
Anticuerpo 09 VH CDR2 PTN
Anticuerpo 09 VH CDR3 PTN
Anticuerpo 09 VL ADN.
Anticuerpo 09 VL PTN
Anticuerpo 09 VL CDR1 PTN
Anticuerpo 09 VL CDR2 PTN
Anticuerpo 09 VL CDR3 PTN
Anticuerpo 10 VH ADN.
Anticuerpo 10 VH PTN
Anticuerpo 10 VH CDR1 PTN
Anticuerpo 10 VH CDR2 PTN
Anticuerpo 10 VH CDR3 PTN
Anticuerpo 10 VL ADN.
Anticuerpo 10 VL PTN
Anticuerpo 10 VL CDR1 PTN
Anticuerpo 10 VL CDR2 PTN
Anticuerpo 10 VL CDR3 PTN
Anticuerpo 11 VH ADN.
Anticuerpo 11 VH PTN
Anticuerpo 15 VH CDR1 PTN
Anticuerpo 15 VH CDR2 PTN
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107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
173
174
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Anticuerpo 11 VL PTN
Anticuerpo 11 VL CDR1 PTN
Anticuerpo 11 VL CDR2 PTN
Anticuerpo 11 VL CDR3 PTN
Anticuerpo 12 VH ADN.
Anticuerpo 12 VH PTN
Anticuerpo 12 VH CDR1 PTN
Anticuerpo 12 VH CDR2 PTN
Anticuerpo 12 VH CDR3 PTN
Anticuerpo 12 VL ADN.
Anticuerpo 12 VL PTN
Anticuerpo 12 VL CDR1 PTN
Anticuerpo 12 VL CDR2 PTN
Anticuerpo 12 VL CDR3 PTN
Anticuerpo 13 VH ADN.
Anticuerpo 13 VH PTN
Anticuerpo 13 VH CDR1 PTN
Anticuerpo 13 VH CDR2 PTN
Anticuerpo 13 VH CDR3 PTN
Anticuerpo 13 VL ADN.
Anticuerpo 13 VL PTN
Anticuerpo 13 VL CDR1 PTN
Anticuerpo 13 VL CDR2 PTN
Anticuerpo 13 VL CDR3 PTN
Anticuerpo 14 VH ADN.
Anticuerpo 14 VH PTN
Anticuerpo 14 VH CDR1 PTN
Anticuerpo 14 VH CDR2 PTN
Anticuerpo 14 VH CDR3 PTN
Anticuerpo 14 VL ADN.
Anticuerpo 14 VL PTN
Anticuerpo 14 VL CDR1 PTN
Anticuerpo 14 VL CDR2 PTN
Anticuerpo 14 VL CDR3 PTN
Anticuerpo 15 VH ADN.
Anticuerpo 15 VH PTN
Anticuerpo 6 VL ADN.
Anticuerpo 6 VL PTN



145 | Anticuerpo 15 VH CDR3 PTN 175 Anticuerpo 7 VL ADN.

146 | Anticuerpo 15 VL ADN. 176 Anticuerpo 7 VL PTN

147 | Anticuerpo 15 VL PTN 177 Anticuerpo 10 VL ADN.

148 | Anticuerpo 15 VL CDR1 PTN 178 Anticuerpo 10 VL PTN

149 | Anticuerpo 15 VL CDR2 PTN 179 Anticuerpo 11 VL ADN.

150 | Anticuerpo 15 VL CDR3 PTN 180 Anticuerpo 11 VL PTN

151 | Anticuerpo 16 VH ADN. 181 Anticuerpo 12y 16 VL ADN.
152 | Anticuerpo 16 VH PTN 182 Anticuerpo 12y 16 VL PTN
153 | Anticuerpo 16 VH CDR1 PTN 183 Anticuerpo 13 VL ADN.

154 | Anticuerpo 16 VH CDR2 PTN 184 Anticuerpo 13 VL PTN

155 | Anticuerpo 16 VH CDR3 PTN 185 Anticuerpo 14 VL ADN.

156 | Anticuerpo 16 VL ADN. 186 Anticuerpo 14 VL PTN

157 | Anticuerpo 16 VL PTN 187 Anticuerpo 15 VL ADN.

158 | Anticuerpo 16 VL CDR1 PTN 188 Anticuerpo 15 VL PTN

159 | Anticuerpo 16 VL CDR2 PTN 189 VH FR1 PTN

160 | Anticuerpo 16 VL CDR3 PTN 190 VH FR2 PTN

161 |Cinomolgo IL-17 ADN. 191 VH FR3 PTN

162 |Cinomolgo IL-17 PTN 192 VH FR4 PTN

163 | Anticuerpo 1 VL ADN. 193 VL FR1 PTN

164 | Anticuerpo 1 VL PTN 194 VL FR2 PTN

165 | Anticuerpo 2 VL ADN. 195 VL FR3 PTN

166 | Anticuerpo 2 VL PTN 196 VL FR4 PTN

167 | Anticuerpo 3y 9 VL ADN. 197 hIL-17A madura etiquetada
168 | Anticuerpo 3y 9 VL PTN 198 IL-17A madura humana
169 | Anticuerpo 4 VL ADN. 199 péptido IL-17A Humano
170 | Anticuerpo 4 VL PTN 200 precursor hiL-17A mutante etiquetado
171 | Anticuerpo 5y 8 VL ADN. 17A

172 | Anticuerpo 5y 8 VL PTN 201 IL-17A humana mutante madura
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Anticuerpos 3, 4 y 5 tienen el mismo dominio VH.
Anticuerpos 9, 10 y 12 tienen el mismo dominio VH.

Anticuerpos 2 y 10 tienen las mismas VL CDRs. La secuencia del dominio VL mostrada para el
Anticuerpo 2 es de la linea germinal y la secuencia del dominio VL mostrada para el Anticuerpo 10

no es de la linea germinal.
Anticuerpos 3, 9y 11 tienen el mismo dominio VL.
Anticuerpos 4 y 15 tienen el mismo dominio V., .
Anticuerpos 5y 8 tienen el mismo dominio VL.
Anticuerpos 12 y 16 tienen el mismo dominio VL.

Las secuencias de nucleétido del dominio VL de los anticuerpos 1 a 16 no incluyen el codén gag mostrado en el extremo 3'
en las sec. con nums. de ident.: 6, 16, 26, 36, 46, 56, 66, 76, 86, 96, 106, 116, 126, 136, 146 y 156. En correspondencia, las
secuencias de amino&cido del dominio VL no incluyen el residuo Glu C-terminal (residuo 112) en las sec. con nums. de
ident.: 7, 17, 27, 37, 47, 57, 67, 77, 87, 97, 107, 117, 127, 137, 147 y 157, respectivamente. El residuo Glul12 y el codén
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gag correspondiente no se expresan en los Anticuerpos 1 a 16. Una comparacién de las secuencias escritas con los
segmentos de genes de linea germinal indica que el residuo Glu y el cod6én gag correspondiente no forman parte del
dominio VL.

El residuo Gly en la posicién 111 (residuo Kabat 108) estaba presente en las secuencias de scFv e IgG expresadas. Sin
embargo, este residuo no esta presente en las secuencias del segmento j de la linea germinal humana que forma la regién
del marco 4 del dominio VL. El residuo Gly no se considera una parte del dominio VL.

Para expresar la cadena ligera de la IgG, se proporcioné una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena ligera del
anticuerpo, que comprende un primer exén que codifica el dominio VL, un segundo exén que codifica el dominio CL, y un
intrén que separa el primer exon y el segundo exén. En circunstancias normales, el intrén se empalma por la maquinaria
celular de procesamiento de ARNm, que une el extremo 3' del primer exdn al extremo 5' del segundo exdn. Asi, cuando el
ADN que tiene dicha secuencia de nucle6tidos se expresa como ARN, los exones primero y segundo se empalman juntos.
La traduccién de los ARN empalmados produce un polipéptido que comprende el dominio VL y el CL. Después del
empalme, la Gly en la posicién 111 esta codificada por la tltima base (g) de la secuencia del marco 4 del dominio VL y las
primeras dos bases (gt) del dominio CL.

Las secuencias de los dominios VL de los Anticuerpos 1 a 16 son las sec. con nims. de ident.: 163 a 188 como se indicé
anteriormente. Las secuencias de nucle6tido del dominio terminan con cta como coddén final y la Leu es el residuo de
aminoacido final en las correspondientes secuencias de aminoéacidos del dominio VL.
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<210>1

<211> 354

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 01

<400> 1

gaggtgcagc tgttggagtc tgggggaggc ttggtacage ctggggggtc cctgagacte 6G

tcctgtgcag cctetggatt cacctttage agetatgeca tgagetgggt cegcoccagget 120
ccagggaagg gygctggagtg ggtctcaget attagtggta gtggtggtag cacatactac 180
gcagactcecg tgaagggceg gttcaccate tccagagaca attccaagaa cacgctgtat 240
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atttggggag tggctgggag ctggggccag gggacaatgg tcaccgtckc ctca 354
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Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Trp

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

aAla

Val

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Ala
105

ES 2399475713

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

a0

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

15

Thr

Ser

Vval

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyx

Gln
110

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyx

95

Gly

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Thr

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

Asp Leu Ile Trp Gly Val Ala Gly Ser

<210>2
<211>118
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 01
<400> 2
Glu val Gln Leu Leu
5
Ser Leu Arg Leu Ser
20
Ala Met Ser Trp Val
35
Ser Ala Ile Ser Gly
50
Lys Gly Arg Phe Thr
€5
Leu Gln Met Asn Ser
85
Ala Arg Asp Leu ILle
100
Met Val Thr val Ser
115
<210>3
<211>5
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 01
<400> 3
Ser Tyr Ala Met Ser
5
<210>4
<211>17
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 01
<400> 4
5
Gly
<210>5
<211>9
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 01
<400>5
5
<210>6
<211> 336

10

74
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ES 2399475713

cggggaagac
tgcagtggta
aaagaccctc
cctcecetcac

atgatgacag

ggtaaccate
ccaacagcgce
tggggtcecect

catctctaga

cagcgtggtg

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 01

<400> 6

aattttatge tgactcagec ccactctgtg teggagtcte

tcctgcacce goagecagtgg cagecttgec aactactatg

ccgggcagtg ccceccaccat tgtgatcttt gegaataacce

gatcgattct ctggetccat cgacagctcc tecaactcetg

ctgaagactg aggacgaggc tgactactac tgccagtctt

ttcggeggag ggaccaagcet gaccgtccta ggtgag

<210>7

<211> 112

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 01

<400> 7

Asn Phe Met Leu Thr Gln Pro His Ser val Ser
5 10

Thr Val Thr Ile Ser Cys Thr Arg Ser Ser Gly

20 25
Tyr Val Gln Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Ser
35 40
Ile Phe Ala Asn Asn Gln Arg Pro Ser Gly val
30 55

Gly Ser Ile Asp Ser Ser Ser Asn Ser Ala Ser

65 70 75

Leu Lys Thr Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys
85 90

Ser Ser Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu

100 105

<210>8
<211>13
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 01

<400> 8

Thr Arg Ser Ser Gly Ser

<210>9
<211>7
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 01

<400>9

lLeu Ala

* Ala Asn Asn Gln Arg Pro Ser

<210>10
<211>9

S

10

Glu Ser

Ser Leu

Ala Pro

45

Pro
60

Asp
Thr

Leu

Gln Ser

Thr val

Asn Tyr Tyr Val Glin

75

Pro

Ala

30

Thr

Arg

Tle

Tyr

Leu
110

Gly
15

Lys
Asn Tyr
Ile Val
Phe Ser
Ser

Arg

Asp Asp

Gly Glu

60

120

180

240

300

336
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<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Anticuerpo 01
<400> 10

ES 2399475713

Gln Ser Tyr Asp Asp Ser Ser Val Val
. 5

<210>11

<211> 354

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Anticuerpo 02
<400> 11

gaggtgcage tgttggagte

tcectgtgcag cectetggatt

ccagggaagg ggctggagtg

gcagactccg tgaagggccg

ctgcaaatga acagcctgag

atttggggag tggctgggag

<210>12

<211>118

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Anticuerpo 02
<400> 12

Glu Val Gln Leu Leu
S
Ser

Leu Leu

20

Ser Arg

Ala Met Ser Vval

35

Irp

Ala
50

Ser Ile Ser Gly

Lys Phe Thr

63

Gly Arg

Gln Met Ser

85

Leu Asn

Ala Arg Leu Ile

100

Asp

Val Thr Val
115

<210>13

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 02

Leu Ser

Gl

Cys Ala

Arg Gln

Ser Gly

It
70

Leu Arg

Trp Gly

tgggggagge

cacctttagce
ggtctcagct
gttcaccate
agccgaggac

ctggggccag

u Ser Gly

Ala

Gly

Ser

ttggtacagc
agctatgcca
attagtggta
tccagagaca
acggccgtgt

gggacactgg

Gly Leu

10

Gly Phe

25

Ala
40

Gly
55

e Ser Arg
Ala

val

Pro

Ser

Asp

Glu

Ala

Gly Lys

Thr Tyr

Ser
75

Asn

Asp Thr

90

Gly Ser

105

Ser

ctggggggte
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtac

tcacegtcete

Vval Gln Pro

Thr Phe Ser

30
Gly Leu Glu
45

Tyr Ala
60

Asp
Lys Asn Thr
Ala Val Tyr

Gln
110

Trp Gly

76

cctgagacte
cecgeccaggcet
cacatactac
cacgctgtat
aagagatcta

ctca

Gly Gly

Ser Tyr

Trp Val

Ser vVal

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Gly Thr

60

120

180

240

300

354



10

15

20

25

30

<400> 13

Ser Tyr Ala Met Ser

<210> 14
<211>17
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 02

<400> 14

ES 2399475713

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

Gly
<210> 15
<211>9
<212> PRT

S

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 02

<400> 15

10

Asp Leu Ile Trp Gly Val Ala Gly Ser
5

<210> 16
<211> 336
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 02

<400> 16
aattttatge

tcetgecacce
ccgggeagtt
gatcgattet
ctgaagactg
ttecggeggag
<210> 17

<211>112
<212> PRT

tgactcagcc
gcagcagtgg
cccccaccat
ctggectccat
aggacgaggc

ggaccaagct

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 02

<400> 17

ccactctgtyg
cagccttgee
tgtgatcttt
cgacagetee
tgactactac

gaccgtccta

tcggagtctc
aactactatg
gcgaataace
tccaactctg
tgccagtegt

ggtgag

cggggaagac
tgcagtggta
aaagacccetc
ccteecteac

acgaccecca

15

ggtaaccatc
ccaacagegce
tggggtccct
catctectgga

cagcegtggtyg

Asn Phe Met Leu Thr Gln Pro His Ser Val Ser Glu Ser Pro Gly Lys

77

60

120
180
240
300

336



10

15

20

25

30

Thr Val Thr
Tyr Val Gln
35

Ile Phe Ala
50

Gly Ser Ile
65

Leu Lys Thr

His Ser Val

<210>18
<211>13
<212> PRT

Ile Ser

20

Trp Tyr

Asn Asn

Asp

Ser

Glu Asp
85

Val

Phe

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 02

<400> 18

Thr Arg Ser Ser Gly

<210>19
<211>7
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 02

<400> 19

Ala Asn Asn Gln Arg

<210> 20
<211>9
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 02

<400> 20

Gln Ser Tyr Asp Fro

5
<210>21
<211> 354
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 03

Cys

Gln

Gln

Ser

70

Glu

Gly

Ser

Pro

His

Thr

Gln

Arg

55

Ser

Ala

Gly

Leu

Ser

Ser

Arg Ser
25

Arg Pro
40

Pro Ser
Asn Ser

Asp Tyr

Gly Thr
105

Ala Asn

Val val

ES 2399475713

10

Ser

Gly

Gly

Ala

Tyr

380

Lys

Tyx
10

Gly Ser
Ser Ser
vVal Pro

60

Ser Leu
75
Cys Gln

Leu Thr

Tyr Val

Leu

Pro

45

Asp

Thr

Ser

val

Gln

78

Ala

Thr

Arg

Ile

Tyr

Leu
110

15

Asn

Ile

Phe

Ser

Asp

95

Gly

Tyr
val
Ser
Gly
80

Pro

Glu
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<400> 21
gaggtgeage tgttggagte tgggggagge
tcctgtgcag cctctggatt cacctttage
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagcet
gcagactceg tgaagggceg gttcaccatce
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac
attcacgggg tgacgcggaa ctggggecag
<210> 22
<211> 118
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 03
<400> 22
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly
5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Ala Mekt Ser Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ser Ala Ile Sex Gly Ser Gly Gly
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser RArg
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
a5
Ala Arg Asp Leu Ile His Gly Val
100
Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 23
<211>5
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 03
<400> 23
Ser Tyr Ala Met Ser
5
<210> 24
<211> 17
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 03
<400> 24

ES 2399475713

ttggtacage
agctatgcca
attagtggta
tccagagaca
acggccgtgt

gggacactgg

Gly Gly

10

Leu

Ser
25

Gly Phe

Pro Gly Lys

Ser Thr Tyr

Ser
75

Asp Asn

Glu Asp Thr

Thr
105

Axrg Asn

ctggggggte
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtge

tcaccgtete

Val Gln

Thr Phe

Gly Leu

45
Tyr Ala
60

Lys Asn

Ala vVal

Trp Gly

Pro

Sex

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln

cctgagacte
ccgecagget
cacatactac
cacgctgtat
aagagatcta

cteca

Gly
15

Gly

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

a0

Tyr
95

Cys

Gly Thr

110

Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
5

Gly
<210> 25
<211>9

10

79

15

60

120

180

240

300

354
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<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Anticuerpo 03

<400> 25

Asp Leu Ile His Gly Val Thr Arg Asn
5

<210> 26

<211> 336

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Anticuerpo 03
<400> 26

aattttatgc tgactcagcc

tcetgeacee gcagcagtgy
ccgggcagtg cccccaccat
gatcgattct ctggctecat
ctgaagactg aggacgaggc

tteggeggag ggaccaaget

<210> 27

<211> 112

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 03

<400> 27

Asn Phe Met Leu Thr Gl
3

ccactctgtg tcggagtcte
cageccttgee aactactatyg
tgtgatcttt gcgaataacc

cgacagctcee tccaactcetg

ES 2399475713

tgactactac tgccagtect

gaccgtcceta

n Pro His Ser

Thr Val Thr Ile Ser Cys Thr Arg Ser

20

Tyr Val Gln Trp Tyr Gl
35

Ile Phe Ala Asn Asn Gl
50

Gly Ser Xle Agp Ser Se
65 70

Leu Lys Thr Glu Asp Gl
85

n Glan Arg Pro
40

n Arg Pro Ser
55

r Ser Asn Ser

u Ala Asp Tyr

His Ser Val Val Phe Gly Gly Gly Thr

100
<210> 28
<211>13
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 03

105

<400> 28

Thr Arg Ser Ser Gly Ser Leu Ala Asn
5

<210> 29

<211>7

val

Ser

Gly

Gly

Ala

Tyr

20

Lys

Tyz
10

ggtgag

Ser
Gly
Ser
val
Ser
75

Cys

Leu

Tyr

cggggaagac ggtaaccatc

tgeagtggta ccaacagcgce

aaagacccte tggggtccct

cctecctecac catctetaga

actcccecea cagcgtggtg

Glu

Ser

Ala

Pre

60

Leu

Gln

Thr

Val

Ser

Leu

Pro

Asp

Thr

Sex

val

Gln

80

Pro Gly Lys
Ala Asn Tyr
30

Thr Ile Val
Arg Phe Ser
Ile Ser Arg

80

Tyr Ser Pro
95

Leu Gly Glu
110

60

120

180

240

300
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 03

<400> 29

Ala Asn Asn Gln Arg Pro Ser

<210> 30
<211>9
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 03

<400> 30

ES 2399475713

Gln Ser Tyr Ser Pro His Ser val val

<210>31
<211> 354
<212> ADN

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 04

<400> 31

gaggtgcagc
tcectgtgeag
ccagggaagyg
gcagactcey
ctgcaaatga

attcacgggg

tgttggagtc
cctetggatt
ggctggagtg
tgaagygccy
acagcctgag

tgacgcggaa

tgggggagge
cacctttage
ggtctcagct

gttcaccate

agccgaggac

ctggggccag

ttggtacagc
agctatgceca
attagtggta
tecagagaca
acggecegtgt

gggacactgg

<210> 32
<211>118
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 04

<400> 32

Glu Val Gln Leu Leu

Ser Leu Arg

Ala Met Ser

35
Ala Ile
50

Ser

Lys Gly Arg

65

Leu Gln Met

Ala Arg Asp

val Thr

115

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Fhe

Asn

Leu

100

Val

5

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Ile

Ser

Glu Ser Gly

Cys Ala Ala

Arg Gln Ala.

40

Ser Gly Gly
55

Ile Ser Arg

70

Leu Arg Ala

His Gly Val

Ser

Gly Gly Leu

Ser Gly Phe

Pro Gly Lys

Ser Thr Tyr

Ser
75

Asp Asn

Glu Asp Thr

30

Thr
105

Arg Asn

ctggggggtc
tgagectgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtge

tcacegtcte

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

Gly Leu Glu

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Thr

Ala val Tyr

Gln
110

Trp Gly

81

cctgagacte
ccgccagget
cacatactac
cacgctgtat
aagagatcta

ctca

Gly Gly

Ser Tyr

Trp Val

Ser Vval

Leu Tyr

80

Tyx
95

Cys

Gly Thr

60

120

180

240

300

354
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35

<210> 33
<211>5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 04

<400> 33

Ser Tyr Ala Met Ser

<210> 34
<211>17
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 04

<400> 34

ES 2399475713

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

Gly
<210> 35
<211>9
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 04

<400> 35

10

Asp Leu Ile His Gly Val Thr Arg Asn

<210> 36
<211> 336
<212> ADN

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 04

<400> 36
aattttatge

tectgcacece
ccgggcagtg
gatcgattet
ctgaagactg
ttcggcggag
<210> 37

<211>112
<212> PRT

tgactcagcee
gcagcagtgg
cccecaccat
ctggctccat
aggacgaggc

ggaccaagcet

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 04

ccactetgtg
cagecttgeo
tgtgatcttt
cgacagctce
tgactactac

gaccgtccta

tcggagtcte
aactactaty
gcgaataacc
tccaactctg
tgccagteet

ggtgag

cggggaagac
tgcagtggta
aaagacccte
ccteccteac

actccccgac

82

15

ggtaaccatc
ccaacagege

tggyggtcect

catctctaga

gagegtggtg

60

120

180

240

300

336
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<400> 37
Asn Phe

Thr Val

Tyr Val

Ile Phe
50

Gly Ser
85

Leu Lys

Thr Ser

<210> 38
<211>13

Met

Thr

Gln

35

Ala

Ile

Thr

Val

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 04

<400> 38

Leu

Ile

20

Trp

Asn

Asp

Glu

val
100

Thr

Ser

Tyr

Asn

Ser

Asp

Phe

Thr Arg Ser Ser Gly
5

<210> 39
<211>7

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 04

<400> 39

Ala Asn Asn Gln Arg

<210>40
<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 04

<400> 40

5

Gln Ser Tyr Ser Pro

<210>41
<211> 354

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 05

5

Gln

Cys

Gln

Gln

Ser

70

Glu

Gly

Ser

Pro

Thrx

Pro His Ser

Thr Arg Ser

Gln Arg Pro
40

Arg Pro Ser
55

Ser Asn Ser

Ala Asp Tyr

Gly Gly Thr
105

ES 2399475713

val

Ser

Gly

Gly

Ala

Tyr

20

Lys

Ser

Gly

Ser

val

Ser

75

Cys

Leu

Glu

Ser

Ala

Pro

60

Leu

Gin

Thr

Ser

Leu

Pro

45

Asp

Thr

Ser

Val

Leu Ala Asn Tyr Tyr Val Gln

Ser

Ser Val Val

10

83

Pro

Ala

30

Thr

Arg

Ile

Tyx

Leu
110

Gly
Asn
Ile
Phe
Ser
Ser

Gly

Lys

Tyr

Val

Ser

Arg

Pro

Glu
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<400> 41
gaggtgcagc

tcctgtgecag
ccagggaagg
gcagactecg
ctgcaaatga

attcacgggg
<210> 42
<211>118
<212> PRT

tgttggagtc
cctetggatt
ggctggagtg
tgaagggecg
acagcctgag

tgacgcggaa

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 05

<400> 42
Glu val Gln

Ser Leu Arg

Ala Met Ser

35

Ser RAla Tle

Lys Gly

65

Arg

Leu Gln Met

Ala Arg Asp

Leu Val Thr
115
<210> 43
<211>5
<212> PRT

Leu
5

Leu

Leu Ser

20

Trp Val

Ser Gly

Phe Thr

70

Ser
85

Asn

Leu Ile

100

Val Ser

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 05

<400> 43

Ser Tyr Ala Met Ser

<210> 44
<211>17
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 05

<400> 44

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

Leu

His

tgggggaggc
cacetttage
ggtctcagct
gttcaccatc
agecgaggac

ctggggccag

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala

40

Gly
55

Gly
Ser Arg
Arg Ala

Gly Vval

Gly

Ser

25

Pro

ser

Asp

Glu

Thr

ES 2399475713

ttggtacage
agctatgeca
attagtggta
tccagagaca
acggecgtgt

gggacactgg

Gly Leu

10

Gly Phe

Gly Lys

Thr Tyr

Val

Thx

Gly

Tyr

ctgagggggte
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtge

tcacecgtcte

Gln Pro

Phe Ser

30
Leu Glu
45

Ala Asp

60

Ser
75

Asn

Asp Thr

90

Arg Asn

105

Ser

Lys

Ala

Trp

Asn Thr

Vval Tyr

Gln
110

Gly

cctgagactoe
ccgecaggcet
cacatactac
cacgctgtat
aagagatcta

ctca

Gly
15

Gly

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
85

Cys

Gly Thr

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

Gly

<210> 45
<211>9
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

10

84

15

60

120

180

240

300

354
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<220>

<223> Anticuerpo 05

<400> 45

ES 2399475713

Asp Leu Ile His Gly Val Thr Arg Asn

<210> 46
<211> 336
<212> ADN

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 05

<400> 46
aattttatge

tcctgecacce
ccgggecagtg
gatcgattct
ctgaagactg

ttcggcygag
<210> 47
<211>112
<212> PRT

tgactcagce
gcagcagtgg
ceeccaceat
ctggetccat
aggacgagge

ggaccaagct

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 05

<400> 47

Asn Phe Met Leu Thr Gln Pro
Thr Val Thr Ile Ser Cys Thr

Tyr Val Gln Trp Tyr Gln Gln

35

Ile Phe Ala Asn Asa Gln Arg

50

65

5

20

ccactetgtyg
cagccttgce
tgtgatcttt
cgacagctcc
tgactactac

gaccgtccta

His

Arg

tcggagtete
aactactatg
gcgaataace
teccaactcetg
tgccagtett

ggtgag

S5er Val Ser

10

Ser Ser Gly

25

Arg
40

Pro

55

70

Pro Gly Ser

Ser Gly Val

15

cggggaagac
tgcagtggta
aaagaccctc
cctcectcac

ataaccacaa

Glu
Ser
30

Ala
45

Pro

60

ggtaaccate
ccaacagcgc
tggggtcect
catctctaga

ggacatcgtg

Ser Pro Gly Lys

15

Leu Ala Asn Tyr
Pro Thr Ile val

Asp Arg Phe Ser

Gly Ser Ile Asp Ser Ser Ser Asn Ser Ala Ser Leu Thr Ile Ser Arg

80

Leu Lys Thr Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asn His

85

90

95

Lys Asp Ile Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Glu
110

<210>48
<211>13
<212> PRT

100

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 05

<400> 48

105

Thr Arg Ser Ser Gly Ser Leu Ala Asn Tyr Tyr Val Gln

<210> 49
<211>7
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

10

85

60

120

180

240

300

336
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<220>

<223> Anticuerpo 05

<400> 49

Ala Asn Asn Gln Arg Pro Ser

<210> 50
<211>9
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 05

<400> 50

ES 2399475713

Gln Ser Tyr Asn His Lys Asp Ile Val

<210>51
<211> 354
<212> ADN

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 06

<400> 51
gaggtgcage

tcctgtgeag
ccagggaagg
gcagactcecg
ctgcaaatga
atttggggag
<210> 52

<211>118
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 06

<400> 52
Glu val Gln

Ser Leu Arg

Ala Met Ser

35

Ala
50

Ser Ile

Lys
65

Gly arg

Leu Gln Met

Ala Arg Asp

Val Thr
115

<210>53

<211>5

Leu

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Leu

100

val

Leu
5
Ser
val
Gly
Thr
Ser
85

Ile

Ser

tgttggagte
cctetggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag

tggctgggag

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Trp

Ser

tgggggagge
cacctttage
ggtctcagect
gttcaccatc
agccgaggac

ctggggccag

Ser Gly

Ala Ala

25
Gln Ala
40

Gly
55

Gly
Ser Arg
Arg Ala

Gly val

Gly

Sex

Pro

Ser

Asp

Glu

Ala

ttggtacagc
agctatgcca
attagtggta
tccagagaca
acggecegtgt

gggacactgg

Gly Leu

10

Gly Phe

Gly Lys

Thr Tyr

60

Ser
75

Asn

Asp Thr

90

Gly Ser

105

val

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

Trp

ctggggggte cctgagactce

tgagctgggt ccgccagget

gtggtggtag cacatactac

attccaagaa cacgctgtat

attactgtgc aagagatcta

tcacegtcte cteoa

Gln Pro Gly

15

Gly

Phe Ser Ser

30

Tyr

Leu Glu Val

45

Trp

Ala Asp Ser Val

Asn Thr Leu Tyr

80

Val Tyr Tyr Cys

95
Gln Thre
110

Gly Gly

86

60

120
180
240
300
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35

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 06

<400> 53

Ser Tyr Rla Met Ser
5

<210> 54

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 06

<400> 54

ES 2399475713

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

5

Gly

<210> 55

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Anticuerpo 06
<400> 55

10

Asp Leu Ile Trp Gly Val Ala Gly Ser

5
<210> 56
<211> 336
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 06
<400> 56
aattttatgc tgactcagec

tectgcacce geagceagtag
ccgggecagtg cccccaccat
gatcgattckt ctggctccat:
ctgaagactg aggacgagge
ttcggecggag ggaccaaget

<210> 57

<211> 112

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Anticuerpo 06

ccactctgtg
cagccttgcee
tgtgatcttt
cgacaqgctcc
tgactactac

gaccgtecta

tcaggagtcete
aactactaty
gcgaataacc
tccaactctg
tgccagtcegt

ggtgag

15

cggggaagac ggtaaccatce
tgcagtggta ccaacagecge
aaagaccecic tggggtcect
cctececteac catctctaga

acageccgag cagcgtggtg

87

60

120

180

240

300

336
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<400> 57

Asn Phe Met Leu Thr

Thr Ile

20

Thr Val Ser

vVal Gln

35

Tyr Trp Tyr

Phe
50

Ile Ala Asn Asn

Gly
65

Ser Ile Asp Ser

Leu Lys Thr Glu Asp

85
Val

val Phe

100

Ser Ser

<210> 58

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 06

<400> 58

Thr Arg Ser Ser Gly
5

<210> 59

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 06

<400> 59

Ala Asn Asn Gln Arg
5

<210> 60

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 06

<400> 60

Gln Ser Tyr Ser Pro
5

<210> 61

<211> 354

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 07

Gln

Cys

Gln

Gln

Ser

70

Glu

Gly

Ser

Pro

Ser

Pro His Ser

Thr Arg Ser

Gln Arg Pro

Arg Pro Ser

Ser Asn Ser

Ala Asp Tyr

Thr
105

Gly Gly

Ala

Asn

Leu

Sex

Ser Val Val

val
10

Ser
Gly
Gly
Ala
Tyr
1]

Lys

Tyr
10

ES 2399475713

Ser Glu Ser Pro Gly

15

Ala
30

Gly Ser Leu Asn

Ser Ala Pro Thr Ile

Val Pro Asp Arg Phe

Ser
15

Leu Thr Ile Serx

Gln Ser

95

Cys Ser Tyr

Thr Val Leu

110

Leu Gly

Tyr Val Gln

88

Lys

Tyr

Val

Ser

Arg

80

Pro

Glu
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ES 2399475713

<400> 61
gaggtgeage tgttggagte tgggggagygc ttggtacage
tecectgtgcag cetctggatt cacctttagc agctatgceca
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcaget attagtggta
gcagactceg tgaagggecg gttcaccatc tccagagaca
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgtgt
attcacgggg tgacgeggaa ctggggccag gggacactgg
<210> 62
<211> 118
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 07
<400> 62
Glu Val Glp Leuw Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu
5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 90
Ala Arg Asp Leu Ile His Gly Val Thr Arg
100 105
Leu Val Thr Val Ser Ser
i1s
<210> 63
<211>5
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 07
<400> 63
Ser Tyr Ala Met Ser
5
<210> 64
<211> 17
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 07
<400> 64
Ala Ile Ser Gly Ser

Gly
<210> 65
<211>9

5

10

ctggggggte
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtgc

tcaccgtcte

Val Gln Pro

Phe Ser

30

Thr

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala Asp

60
Thr

Lys Asn

Ala Val Tyr

cctgagackce
ccgecagget
cacatactac
cacgctgtat
aagagatcta

ctca

Gly
15

Gly

Ser Tyr

Trp Val

Ser Vval

Leu Tyx

80
Tyr Cys
95

Asn Trp Gly Gln Gly Thr

110

89

Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

15

69

120

180

240

300

354



10

15

20

25

30

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Anticuerpo 07
<400> 65

ES 2399475713

Asp Leu Ile His Gly Val Thr Arg Asn

5
<210> 66
<211> 336
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 07
<400> 66
aattttatge tgactcagece

tcctgcacce gcagcagtgg
cegggeagtt ceceeaccat
gatcgattet ctggctccat
ctgaagactg aggacgaggc

ttcggcggag ggaccaagct

<210> 67

<211>112

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 07

<400> 67

Asn Phe Met Leu Thr
5

Thr Val Thr Ile

20

Ser

Gln
35

Tyr Val Trp Tyr

Ile Phe

50

Ala Asn Asn

Gly Ser Ile Asp Ser

Gln

Cys

Gln

Gln

Ser

ccactctgtyg
cagccttgce
tgtgatctit
cgacagctce
tgactactac

gaccgtecta

Pro

Thr

Gln

Arg

55

Ser

65 70

Leu Lys Thr Glu Asp

a5

Val
100

Tyr Ser Val Phe

<210> 68

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Anticuerpo 07
<400> 68

Thr Arg Ser Ser Gly Ser Leu Ala Asn

5
<210> 69
<211>7

Glu

Gly

Ala

Gly

His

Axg
40

Pro
Asn

Asp

Gly

teggagtcte cggggaagac
aactactatg tgcagtggta
gcgaataacc aaagacccte
tccaactctg cctcectcac
tgccagacgt acgaccccta

ggtgag

Val Ser Glu
10

Ser Ser

Ser Ser Gly Ser Len

Pro Gly Ser Serxr Pro

45
Ser Gly Val Pro
69

Asp

Ser Ala Ser Leu Thr

75
Tyr Cys Gln Thr
90

Tyr

Thr
105

Lys Leu Thr val

Tyr Tyr Val Gln

10

90

Pro

Ala

25 30

The

Arg

Ile

Tyr

Leu
110

ggtaaccate
ccaacagcgc
tggggtcect
catctctgga

cagcgtggtyg

Gly
15

Lys

Asn Tyr

Ile Val

Phe Ser

Ser Gly

80
Asp Pro
95

Gly Glu

60
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180

240

300
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 07

<400> 69

Ala Asn Asn Gln Arg Pro Ser

<210>70
<211>9
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 07

<400> 70

ES 2399475713

Gln Thr Tyr Asp Pro Tyr Ser Val Val
5

<210>71
<211> 354
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 08

<400> 71
gaggtgcage

tectgtgcag
ccagggaagyg
gcagactccg
ctgcaaatga

atttggggag
<210>72
<211> 118
<212> PRT

tgttggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag

tggctgggay

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 08

<400> 72

Glu val Gln Leu Leu

Ser Leu

Ala Met
Ala

Ser

Lys
65

Gly
Leu Gln
Ala Arg

Met Val

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Asp

Thr

5

Leu Ser

20

Trp val

Ser

Gly

Phe Thr

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

tgggggaggc
cacctttage
ggtctcagct
gttcaccatc
agccgaggac

ctggggccag

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala

40

Gly
55

Gly

Ser Arg

70

Ser
85

Asn

Leu Ile

100

Val Ser

115

Leu

Trp

Arg Ala

Gly Val

Ser

ttggtacagec
agctatgcca
attagtggta
tccagagaca
acggcegtgt

gggacaatgg

Gly Gly Leu

10
Ser Phe
25

Gly

Pro Gly Lys

Ser Thr Tyr

Ser
15

Asp Asn

Glu Asp Thr

80

Ala
103

Gly Ser

ctggggggte
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtgc

tcacegtctce

Val Gln

Thr FPhe

Pro

Ser

cctgagacte
ccgecagget
cacatactac
cacgctgtat
aagagatcta

ctca

Gly Gly

Ser Tyr

30 -

Gly Leu

Tyr Ala

80

Lys Asn

Ala Val

Trp Gly

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Gly Thr

110

91

60

120
180
240
300
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35

<210>73

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 08

<400> 73

Ser Tyr Ala Met Ser
5

<210> 74

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 08

<400> 74

ES 2399475713

Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
15

5

Gly

<210> 75

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Anticuerpo 08
<400> 75

Asp Leu Ile Trp Gly Val

5
<210> 76
<211> 336
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 08
<400> 76

aattttatgc tgactcagecc
tecetgcacee gcagecagtgg
ccgggcagtg cceccaccat
gatcgattcet ctggctccat
ctgaagactg aggacgaggc

ttcggcggag ggaccaagct

<210> 77

<211>112

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Anticuerpo 08

Ala Gly Ser

ccactctgtg
cagecttgec
tgtgatcttt
cgacagctce
tgactactac

gaccgtccta

10

tcggagtctce
aactactatg
gcgaataacc
tccaactetyg
tgccagtctt

ggtgag

cggggaagac
tgcagtggta
aaagacectc
cctocctcac

ataaccacaa

92

ggtaaccatc
ccaacagcgce
tggggteceet
catctctaga

ggacatcgtg

60

120
180
240
300
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ES 2399475713

<400> 77

Asn Phe Met Leu Thr Gln Pro His Ser Val Ser Glu Ser Pro Gly Lys
5 10 15

Thr Val Thr Ile Ser Cys Thr Arg Ser Ser Gly Ser Leu Ala Asn Tyr

20 25 30
Tyr Val Glrn Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Ser Ala Pro Thr Ile Val
35 40 45
Ile Phe Ala Asn Ash Gln Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Ile Asp Ser Ser Ser Asn Ser Ala Ser Leu Thr Ile Ser Arg

65 70 75 80

Leu Lys Thr Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asn His
85 %0 95

Lys Asp Ile Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Glu

100 105 110

<210>78

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 08

<400> 78

Thr Arg Ser Ser Gly Ser Leu Ala Asn Tyr Tyr Val Gln
5 10

<210>79

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 08

<400> 79

Ala Asn Asn Gin Arg Pro Ser
5

<210> 80

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 08

<400> 80

Gln Ser Tyr Asn His Lys Asp Ile val
5

<210>81

<211> 354

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 09

<400> 81

gaggtgcage tgttggagtc tgggggaggc ttggtacage ctyggggytce cotgagacte 50
tectgtgecag cctotggatt cacctttage agctatgcca tgagetgggt ccgecagget 120

ccagggaagg ggctggagtg ggtcteaget attagtggta gtggtggtag cacatactac 180

93
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ES 2399475713

gcagactceg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgtgt

attttcgggy tggggggggy gtggggccag gggacaatgg

<210> 82

<211>118

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Anticuerpo 09

<400> 82
Glu val Gln Leu Leu
5

Ser Leu Arg Leu Sex
20

Ala Met Ser Trp Val
35

Ser Ala Ile Ser Gly
50 e

Lys Gly Arg Phe Thr
65

Leu Gln Met Asn Ser
85

Ala Arg Asp Leu Ile
100

Met Val Thr Val Ser
115

<210> 83

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 09

<400> 83

Ser Tyr Ala Met Ser
5

<210> 84

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 09

<400> 84

Ala Ile Ser Gly Ser
5

Gly

<210> 85

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Anticuerpo 09

Glu Ser Gly Gly
Cys Ala Ala Ser
25

Arg Gln Ala Pro
140

Ser Gly Gly Ser
55

Ile Ser Arg Asp
70

Leu Arg Ala Glu

Phe Gly Val Gly
10S

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

attccaagaa cacgctgtat
attactgtgc aagagatcta

tcaccgtcke ctea

Vval Gln Pro Gly Gly
15

Thr Phe Ser Ser Tyr
30

Gly Leu Giu Trp Val
45

Tyr Ala Asp Sex Val
60

Lys Asn Thr Leu Tyr
80

Ala Val Tyr Tyr Cys
95

Trp Gly Gln Gly Thr
110

Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

10

15

94

240
300

354
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<400> 85

ES 2399475713

Asp Leu Ile Phe Gly Val Gly Gly Gly
5

<210> 86
<211> 336
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticue
<400> 86
aattttatgec

tcetgecacce
cegggcagtg
gatcgattet
ctgaagactg
ttcggeggag
<210> 87

<211>112
<212> PRT

rpo 09

tgactcagecc
geagcagtgg
cccccaccat
cbggctccat
aggacgaggc

ggaccaagct

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticue
<400> 87

Asn Phe Met

Thr val Thr

Gln
35

Tyr Val

Phe Ala

50

Iie

Gly Ile

65

Ser

Leu Lys Thr

His Ser Val
<210> 88
<211>13
<212> PRT
<213> Homo s

<220>

rpo 09

Leu Thr
5

Ile
20

Ser

Trp Tyr

Asn Asn

Asp Ser

70
Glu Asp
BS

val
100

Phe

apiens

<223> Anticuerpo 09

<400> 88
Thr Arg Ser

<210> 89
<211>7
<212> PRT
<213> Homo s
<220>

Ser Gly
S

apiens

<223> Anticuerpo 09

ccactctgtg
cagecttgee
tgtgatcttt
cgacagctce
tgactactac

gaccgtccta

40

55

tcggagtctce
aactactatg
gcgaataacc
tccaactetg
tgecagtcet

ggtgag

10

25

Gln Gln Arg Pro Gly Ser

Gln Arg Pro Ser Gly Val

Ser Ser Asn Ser Ala Ser

75

Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys
30

Gly Gly Gly Thr Lys Leun

105

10

cggggaagac
tgcagtggta
aaagaccctc
ccteecteac

actccceeca

30

Ala Pro Thr

45

Pro Asp Arg

60

Leu Thr Ile

Gln Ser Tyr

Thr Val Leu

ggtaaccatc
ccaacagegce
tggggtcecct

catctctaga

cageghggtyg

Gln Pro His Ser Val Ser Glu Ser Pro Gly Lys

15

Cys Thr Arg Ser Ser Gly Ser Leu Ala Asn Tyr

Ile val

Phe Ser

Ser Arg
80

Ser Pro
95

Gly Glu

ilo

Ser Leu Ala Asn Tyr Tyr Val Gln

95

60

120

180

240

300

336
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<400> 89

Ala Asn Asn Gln Arg Pro Ser

<210>90
<211>9
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 09

<400> 90

ES 2399475713

Gln Ser Tyr Ser Pro His Ser Val Val

<210>91
<211> 354
<212> ADN

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 10

<400> 91
gaggtgcage

tcctgtgcag
ccagggaagy
geagactceg
ctgcaaatga

attttegggy
<210> 92
<211>118
<212> PRT

tgttggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagectgag

tggg999999

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 10

<400> 92

Glu Val Gln Leu Leu

Ser Leu

Ala Met

Ala
50

Ser

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Arg

Met Val

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Asp

Thr

5
Leu Ser
20

Trp Val

Ser Gly

Phe Thr

Asn Ser

Leu Ile

100

Val Ser

115

<210>93
<211>5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

Glu

Cys

Arg

tgggggaggc
cacctttage
ggtetcaget
gttcacecate
agecgaggac

gtggggccag

Ser Gly

Ala

Gln Ala

40
Ser Gly
55

Gly

Ile
70

Ser Arg

Leu Arg Ala

Phe Gly Val

Ser

ttggtacage
agctatgeca
attagtggta
tccagagaca
acggccegtgt

gggacaatgy

Gly Gly

10

Ser
25

Gly
Pro Gly
Ser Thr
Asp Asn
Glu Asp

Gly
1405

Gly

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Gly

ctggggggtc
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtge

tcaccgtcte

val Gln

Thr Phe

Leu
45

Gly

Tyr Ala

69

Lys Asn

Ala Val

Trp Gly

96

cctgagacte
ccgccagget
cacatactac
cacgctgtat
aagagatcta

ctca

Pro Gly

15

Gly

S5er Ser

30

Tyr

Glu Trp Val

Asp Ser Val

Thr Leu Tyr

80
Tyr Tyr
95

Cys

Gln
119

Gly Thr

60

120
180
240
300

354
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35

<220>

<223> Anticuerpo 10

<400> 93

Ser Tyr Ala Met Ser

<210>94
<211>17
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 10

<400> 94

ES 2399475713

Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Sexr Val Lys
5 10 15

Gly
<210>95
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 10

<400> 95

Asp Leu Ile Phe Gly Val Gly Gly Gly

<210> 96
<211> 336
<212> ADN

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 10

<400> 96
aattttatge

tcectgcacce
ccgggcagtg
gatcgattct
ctgaagactyg
ttcggeggag
<210> 97

<211>112
<212> PRT

tgactcagee ccactctgtg
gcageagtgyg cagecttgee
ccccecaccat tgtgatctet
ctggctecat cgacagcetec
aggacgagge tgactactac

ggaccaagct gaccgtccta

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 10

tcggagtete
aactactatg
gcgaataacce
tccaactetg
tgccagtegt

ggtgag

cggggaagac
tgcagtggta
aaagaccctce
ccteecteac

acgacccceca

97

ggtaaccatc
ccaacagcge
tggggtcect

catctetaga

cagcgtggty

60

120

180

240

300

336
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<400> 97

Asn Phe Met Leu Thr

Thr Vval Thr Ile

20

Ser

Tyr Val Gln Trp Tyr

Ile Phe

5¢

Ala Asn Asn

Gly Ile

65

Ser Asp Ser

Leu Thr Glu Asp

85

Lys

Val val

100

His Ser Phe

<210> 98

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 10

<400> 98

Thr Arg Ser Ser Gly
S

<210> 99

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 10

<400> 99

Ala Aasn Asn Gln Arg
5

<210> 100

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 10

<400> 100

Gln Ser Tyr Asp Pro
5

<210> 101

<211> 354

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 11

Gln

Cys

Gln

Gln

Ser

70

Glu

Gly

Ser

Preo

His

Pro His Ser

Thr Ser

25

Arg

Gln Arg Pro

Arg Pro Ser

55
Ser

Ser Asan

Ala Asp Tyr

Thr
105

Gly Gly

Ala

Asn

Leu

Ser

Ser Val val

val
10

Ser
Gly
Gly
Ala
Tyr
9D

Lys

Tyr
10

ES 2399475713

Ser Glu Ser Pro Gly

15

Ala
30

Gly Ser Leu Asn

Ser Ala Thr Ile

val Pro Phe

60

Arg

Ser Leu Ile Ser

75

Cys Gln Ser Asp

95

Tyr

Thr Vval Leu

110

Leu Gly

Tyr Val Gln

98

Lys

Tyr

val

Ser

Arg

80

Pro

Glu
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<400> 101
gaggtgcage

tecctgtgeay
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcaaatga

atttggggag
<210> 102
<211>118
<212> PRT

tgttggagtc
cctctggatt
ggctggagtyg
tgaagggccy
acadgcctgag

tggctgggag

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 11

<400> 102

Glu Val Gln Leu

Ser

Ala Met Ser
35

Ala
50

Ser

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Arg

Met

Leu Arg

Ile

Arg

Met

Asp

Val Thr

Leu
5
Leu Ser
20

Trp Val

Ser Gly

Phe Thr

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

tgggggaggc
cacctttage
ggtctcaget
gttcaccatc
agccgaggac

ctggggccag

Ser Gly

aAla Ala

Ala
40

Gln

Gly Gly

Ser Arg

70

Asn Ser

85
Leu Ile
100

Val Ser

115

<210> 103
<211>5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 11

<400> 103

Ser Tyr Ala Met Ser

<210> 104
<211>17
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 11

<400> 104

Leu

Trp

Arg Ala

Gly val

Ser

ES 2399475713

ttggtacage
agctatgcca
attagtggta
tccagagaca
acggcegtgt

gggacaatgg

Gly Gly Leu

Ser Gly Phe

Pro Gly Lys

Ser Thr Tyr

Ser
15

Asp Asn

Glu Asp Thr

90

Ala
105

Gly Ser

ctggggggte
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtgc

tcaccgtcte

val Gln

Thr Phe

Leu
45

Gly

Tyr Ala

60

Lys Asn

Ala Val

Trp Gly

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thx

Tyx

Gln

cctgagacte
ccgeecagget
cacatactac
cacgctgtat
aagagatcta

ctea

Gly
15

Gly

Sexr Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Gly Thr

1i0

Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
5

Gly

10

99

15

60
120
180
240
300

354
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<210> 105

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 11

<400> 105

Asp Leu Ile Trp Gly Vval Ala Gly Ser
5

<210> 106

<211> 336

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 11

<400> 106

aattttatgc tgactcagcc ccactctgtg tcggagtctc

tcetgecacee gecagcagtgg cagcecttgec aactactatg

ccgggcagtg cccocccaccat tgtgatettt gcgaataace

gatcgattet ctggctcecat cgacagetee tccaactetg

ctgaagactg aggacgaggc tgactactac tgccagtcct

ttcggecggag ggaccaaget gaccgtecta ggtgag

<210> 107

<211> 112

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 11

<400> 107

Asn Phe Met Leu Thr Gin Pro His Ser Val Ser
5 10

Thr Val Thr Ile Ser Cys Thr Arg Ser Ser Gly

20 25
Tyr Val Gln Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Ser
35 40
Ile Phe Ala Asn Asn Gln Arg Pro Ser Gly Val
50 55

Gly Ser Ile Asp Ser Ser Ser Asn Ser RAla Ser

65 70 75

Len Lys Thr Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys
85 90

His Ser Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu

100 105

<210> 108

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 11

<400> 108

Thr Arg Ser Ser Gly Ser Leu Ala Asn Tyr Tyr
5 10

cggggaagac
tgéagtggta
aaagacccte
ccteeeteac

actcecceeca

Glu Ser Pro

Ala
30

Ser Leu

Ala Pro Thr

45

Pro
60

Asp Arg

Leu Thr Ile

Gln Ser Tyx

Thr Val Leu

110

Val Gln

100

ggtaaccatc
ccaacagcgc
tggggtccet
catctctaga

cagcgtggtg

Gly
15

Lys

Asn Tyr

Ile Val

Pha Ser

Ser Arg

80
Ser Pro
95

Gly Glu

60

12¢

180

240

300

336
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<210> 109

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Anticuerpo 11

<400> 109

Ala Asn Asn Gln Axg Pro Ser
« 5

<210> 110

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 11

<400> 110

Gln Ser Tyr $er Pro His Ser Vval
5

<210>111

<211> 354

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Anticuerpo 12
<400> 111

gaggtgcage tgttggagtc

tecetgtgecag cotoctggatt
ccagggaagg ggetggagtg
gcagactceg tgaagggcecg
ctgcaaatga acagcctgag

attttegggg tgggaggdgg
<210> 112

<211>118

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Anticuerpo 12

tgggggagge
cacctttage
ggtctecaget
gtrcaccatc
agccgaggac

gtggggccag

ES 2399475713

Val

ttggtacage
agctatgcca
attagtggta
tccagagaca
acggecgtgt

gggacaatgg

ctggggggte
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtge

tcacegtctc

101

cctgagactc
ccgecaggct
cacatactac
cacgctgtat
aagagatcta

ctca

60

120

180

240

300

354
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<400> 112
Glu val

Ser Leu

Ala Met

Ser Ala
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Met val

<210>113
<211>5

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Asp

Thr
115

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 12

<400> 113

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Leu

100

Vval

Leu

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Ile

Ser

Ser Tyxr Ala Met Ser

<210>114
<211>17

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 12

<400> 114

5

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

10

Leu

Phe

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Val

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gly
105

ES 2399475713

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

90

Gly

Leu Val Gln

Phe Thr Phe

Lys Gly Leu
45

Tyr Tyr Ala
60

Ser Lys Asn
75

Thr Ala val

Gly Trp Gly

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
119

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tvyr
95

Gly

Gly
Tyr
val
val
Tyr
80

Cys

Thx

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

Gly
<210> 115
<211>9

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 12

<400> 115

5

Asp Leu Ile Phe Gly Val Gly Gly Gly

<210> 116
<211> 336

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 12

5

10

102

15
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<400> 116
aattttatgec

tecctgeacce
ccgggeagty
gatcgattet
ctgaagactg
ttcggeggag
<210> 117

<211>112
<212> PRT

tgactcagcc
gcagcagtgg
cceccaccat
ctggctcecat
aggacgaggc

ggaccaagct

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 12

<400> 117

ccactctgtyg
cagccttgee
tgtgatctte
cgacagctce
tgactactac

gacegtecta

ES 2399475713

tcggagtcte
aactactatg
gcegaataace
tccaactctg
tgccagacgt

ggtgag

Asn Phe Met Leu Thr Gln Pro His Ser Val Ser
5

Thr val Thr Ile Ser Cys Thr Arg Ser
25

Tyr Val Gln Trp Tyr Gln Gln Arg Pro

35

Ile Phe Ala Asn Asn Gln Arg Pro Ser

50

20

40

55

10

Ser Gly

Gly Ser

Gly Val

tggggaagac
tgcagtggta
aaagacccte
cctcectcac

acgaccccta

Giu

Ser
30

Ala
45

Pro
60

ggtaacecatc
ccaacagege
tggggtcect
catctctaga

cagcgtggtg

Ser Pro Gly Lys

15

Leu Ala Asn Tyr
Pro Thr Ile val

Asp Arg Phae Ser

Gly Ser Ile Asp Ser Ser Sexr Asn Ser Ala Ser Leu Thr Ile Ser Arg

65

70

75

80

Leu Lys Thr Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Thr Tyr Asp Pro

85

90

95

Tyr Ser Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Glu
105

<210>118
<211>13
<212> PRT

100

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 12

<400> 118

110

Thr Arg Ser Ser Gly Ser Leu Ala Asn Tyr Tyr Val Gln

<210>119
<211>7
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 12

<400> 119

Ala Asn Asn Gln Arg Pro Ser

<210> 120
<211>9
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 12

10

103

60

120
180
240
300

336
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<400> 120

ES 2399475713

Gln Thr Tyr Asp Pro Tyr Ser val val
]

<210>121
<211> 354
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 13

<400> 121
gaggtgcagc

tectgtgeag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
atttggggag
<210> 122

<211>118
<212> PRT

tgttggagte
cctetggatt
ggctggagtg
tgaagggceyg
acagcctgag

tggctgggag

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 13

<400> 122
Glu Val Gln

Ser Leu Arg

Ala Met Ser

35

Bla Ile
50

Ser

Lys Gly Arg

65

Leu Gln Met

Ala Arg Asp

Leu Val Thr
115
<210> 123
<211>5
<212> PRT

Leu Leu Gl

5

Leu Ser

Cy

Trp Val Ar

Ser Gly Se

Phe Thr Il

Asn Ser Le

Leu Ile

100
val

Ser Se

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticue
<400> 123
Ser Tyr Ala

<210> 124
<211>17
<212> PRT

rpo 13

Met Ser
5

<213> Homo sapiens

Trp

tgggggagge
cacctttage
ggtctcaget
gttcaccate
agcegaggac

ctggggccag

u Ser Gly

s Ala Ala

Ala
40

g Gln
r Gly Gly
e Ser Arg
u Arg Ala

Gly val

Gly

Ser

Pro

Ser

Asp

Glu

Ala

ttggtacagc
agctatgcca
attagtggta
tccagagaca
acggecgtgt

gggacactgg

Gly Leu

10

Gly Phe

Gly Lys

Thr Tyx

Asn Ser

Asp Thr

90

Gly Ser

105

I

ctggggagtc
tgagctgggt
gtggtggtag
attcecaagaa
attactgtgce

tcaccgtcke

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Thr

Ala val Tyr

Gln
110

Trp Gly

104

cctgagacte
ccgecagget
cacatactac
cacgctgtat
aagagatcta

ctca

Gly
15

Gly

Ser Tyr

Trp val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

cys

Gly Thr

60

120
180
240
300

354
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<220>

<223> Anticuerpo 13

<400> 124

Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr
: 5

ES 2399475713

10

tcggagtete
aactactatg
gcgaataacce
tccaactctg
tgccagtctt

ggtgag

Ser Val Ser

Ser
25

Ser Gly

Pro Gly Ser

Ser Gly Val

Ser Ala Ser

75
Tyr Tyr
S0

Cys

Thr
105

Lys Leu

Gly

<210> 125

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 13

<400> 125

Asp Leu Ile Trp Gly Val Ala Gly Ser

5

<210> 126

<211> 336

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 13

<400> 126

aattttatgc tgactcagce ccactctgtg

tcctgcacce geagcagtgg cagocttgec

cogggcagtg ccceccaccat tgtgatcttt

gatcgattct ctggctccat cgacagctce

ctgaagactg aggacgaggc tgactactac

tteggeggag ggaccaaget gaccgtocta

<210> 127

<211> 112

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 13

<400> 127

Asn Phe Met Leu Thr Gin Pro His
5

Thr Val Thr Ile Ser Cys Thr Arg

20
Tyr Val Gln Trp Tyr Gln Gln Arg
35 40
Ile Phe Ala Asn Asn Gln Arg Pro
50 55

Gly Ser Ile Asp Ser Ser Ser Asn

65 70

Leu Lys Thr Glu Asp  Glu Ala Asp
85

Arg Val val Val Phe Gly Gly Gly

100
<210> 128
<211> 13

cggggaagac
tgcagtggta
aaagacccte
tcteccteac

atgaccaegey

Glu Ser

Ser Leu

Ala Pro
Pro Asp
Leu Thr
Gln

Ser

Thr Val

Pro

Ala

30

Thr

Arg

Ile

Tyr

Leu

Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

15

ggtaaccatc
ccaacagege
tggggtecct
catctctaga

ggtggtegtg

Gly
15

Lys

Asn Tyr

Ile Val

Phe Ser

Ser Arg

80
Asp Pro
95

Gly Glu

110

105

60

120

180

240

300

336
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<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Anticuerpo 13
<400> 128

Thr Arg Ser Ser Gly Ser Leu Ala Asn Tyr Tyr Val Gln
5 10

<210> 129

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 13

<400> 129

Ala Asn Asn Gln Arg Pro Ser
5

<210> 130

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 13

<400> 130

Gln Ser Tyr Asp Pro Arg Val val Val
5

<210> 131

<211> 354

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Anticuerpo 14
<400> 131

gaggtgcage tgttggagte tgggggagge ttggtacagc ctggggggtc cctgagactce
tecctgtgecag cctcotggatt cacctttage agctatgeca tgagetgggt ccgecagget
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct attagtggta gtggtggtag cacatactac
gcagactccg tgaagggccg gttcaccate tccagagaca atteccaagaa cacgetgtat

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgtgt attactgtgc aagagatcta

atttggggag tggctgggag ctggggccag gggacactgg tcaccgtete ctea
<210> 132

<211>118

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 14

106

60

120

180

240

3c0

354
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Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp
20

Leu Val

Fhe Thr

Lys Gly

Tyr Tyr
60

Ser Lys
75

Thr Ala

Gln

Phe

Leu

Ala

Asn

val

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
15

Ser
Trp
Ser

Leu

Tyr
95

Gly

Tyr

val

val

Tyr

a0

Cys

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

110

Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
5

<400> 132

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly
5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser

20 25
Ala Met Ser Trp Val Arg Glm Ala Pro
35 40
Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp

65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
85

100 - 105
Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 133

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 14

<400> 133

Ser Tyr Ala Met Ser
5

<210> 134

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 14

<400> 134

Gly

<210> 135

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 14

<400> 135

Asp Leu Ile Trp Gly Val Ala Gly Ser
5

<210> 136

<211> 336

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 14

10

107

15
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<400> 136
aattttatge

tcetgecacee
cegggeagty
gatcgattct
ctgaagactg
tteggeggag
<210> 137

<211>112
<212> PRT

tgactcagce
gcagcagtyg
cceecaceat
ctggctceat
aggacgaggc

ggaccaagct

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 14

<400> 137
Asn Phe Met

Thr val Thr

Val Gln
35

Tyxr

Ile Phe Ala

50

Gly Ser Ile

65

Leu Lys Thr

Thr Asn Gln

<210> 138
<211>13
<212> PRT

Leu Thr Gl

L}

Ile
20

Ser Cy

Trp Tyr

Asn Asn Gl

Asp Ser Se

Glu Asp Gl

85
val Gl
100

Phe

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 14

<400> 138

Thr Arg Ser Ser Gly Ser
5

<210> 139
<211>7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 14

<400> 139

ccactctgtg
cagccttgee
tgtgatcttt
cgacagctce
tgactactac

gaccgteccta

ES 2399475713

tcggagtcte
aactactatg
gcgaataacc
tccaactcky
tgccagtett

ggtgag

cggggaagac
tgcagtggta
aaagacccte
ccteecetecac

atgaccegac

Gln

n Pro His

s Thr Arg

Gln Arg

40
n Arg Pro
55

r Ser Asn

u Ala Asp

y Gly Gly

Leu Ala

Ala Asn Asn Gln Arg Pro Ser

<210> 140
<211>9
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 14

val
10

Ser Ser

Ser Ser Gly

Pro Gly Ser

Ser Gly Val

Ala Ser

15

Ser

Tyr Tyrx

S0

Cys

Thr
105

Lys

Asn Tyr Tyr

10

Glu

Ser

Ala

Pro

60

Leu

Gln

Thr

Val

Ser

Leu

Pro

45

Asp

Thr

Ser

val

Gln

108

Pro

Ala

Thr

Arg

Ile

Tyr

Leu
110

ggtaaccate
ccaacagege
tggggtcect
catctctaga

gaaccaggtyg

Gly
15

Lys

Asn Tyr

Ile Val

Phe Ser

Ser Arg

a¢
Asp Pro
95

Gly Glu

60

120

180

249

300

336
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<400> 140

ES 2399475713

Gln Ser Tyr Asp Pro Thr Asn Gln Val

5
<210> 141
<211> 354
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 15
<400> 141

gaggtgcage tgttggagtc tgggggagge ttggtacage
tcckgtgecag cctctggatt cacctttagc agctatgeca
ccagggdaagg ggctggagtg ggtctcaget attagtggta
gcagacktccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca
ctgcaaatga acagcckgag agccgaggac acggccgtgt
atttggggag tggctgggag ctggggecag gggacactgg
<210> 142
<211> 118
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 15
<400> 142
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu
5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Fhe
20 25
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
s 40
Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Sexr Thr Tyr
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 90
Ala Arg Asp Leu Ile Trp Gly Val Ala Gly Ser
100 105
Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 143
<211>5
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 15

<400> 143

Ser Tyr Ala Met Ser
S

<210> 144

<211>17

ctggggggte
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtgc

tcacegtcte

val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Gly Leu Glu

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Gln
110

Trp Gly

109

cctgagacte
cegecagget
cacatactac
cacgctgtat
aagagatcta

cteca

Gly Gly

15

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Gly Thr

60

120

180

240

300

354
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 15

<400> 144

ES 2399475713

Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
5

10

tcggagtcecte
aactactatg
gcgaataacc
tccaactctg
tgccagtect

ggtgag

Ser Val Ser

10
Ser Ser
25

Gly

Pro Gly Ser

Ser Gly Val

Ala Ser

15

Ser

Tyr Tyr

30

Cys

Thr Lys Leu

Gly

<210> 145

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 15

<400> 145

Asp Leu Ile Trp Gly Val Ala Gly Ser
5

<210> 146

<211> 336

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 15

<400> 146

aattttatge tgactcagece ccactctgtg

tcctgcaccc gcagcagtgg cagecttgee

ccgggecagtg cccccaccat tgtgatcttt

gategattct ctggetccat cgacagctec

ctgaagactg aggacgaggc tgactactac

tteggeggag ggaccaagct gaccgtecta

<210> 147

<211> 112

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 15

<400> 147

Asn Phe Met Leu Thr Gln Pro His
5 .

Thr Val Thr Ile Ser Cys Thr Arg

20
Tyr Val Gln Trp Tyr Gln Gln Arg
35 10
Ile Phe Ala Asn Asn Gln Arg Pro
50 55

Gly Ser Ile Asp Ser Ser Ser Asn

65 70

Leu Lys Thr Glu Asp Glu Ala Asp
85

Thr Ser val Val Phe Gly Gly Gly

100

105

€ggggaagac
tgcagtggta
aaagacccte
ccteccteac

acteccccgac

Glu Ser

Ser Leu

30
Ala Pro
45

Pro
60

Asp
Leu Thr
Ser

Gln

Thr Val

Pro

Ala

Thr

Arg

Ile

Tyr

Leu

13

ggtaaccatc
ccaacagcgc
tggggtcect

catctctaga

gagegtggtyg

Gly
15

Lys

Asn Tyr

Ile Val

Phe Ser

Ser Arg

B0

Ser Pro

Gly Glu

110

110

60

120
i8¢
240
300

336
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40

<210> 148

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<223> Anticuerpo 15
<400> 148

ES 2399475713

Thr Arg Ser Ser Gly Ser Leu Ala Asn Tyr Tyr Val Gln
5

<210> 149

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 15

<400> 149

Ala Asn Asn Gln Arg Pro Ser
5

<210> 150

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 15

<400> 150

10

Gln Ser Tyr Ser Pro Thr Ser Vval Val

5
<210> 151
<211> 354
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 16
<400> 151
gaggtgcage tgttggagtc tgggggaggc

tcetgtgcag cectctggatt cacctttage

ccagggaagg ggctggagtg ggtcotcaget

gcagacteceg tgaagggccyg gttcaccate
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac

atttggggag tggctgggag ctgaggecag
<210> 152

<211>118

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 16

ttggtacagce
agctatgecea
attagtggta
tccagagaca
acggccgtgt

gggacaatgg

ctggggggte
tgagctgagt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtgc

tcaccqgtete

111

cctgagacte
ccgeecagyget
cacatactac
cacgctgtat
aagagatcta

ctca

60

120

180

240

300

354
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<400> 152

Glu val

Ser Leu

Ala Met

Ser Ala

50
1Lys Gly
65
Leu Gln

Ala Arg

Met val

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Asp

Thr
115

<210> 153

<211>5

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

Leu

Leu

20

Trp

Serxr

Phe

Asn

Leu

100

val

Leu

Ser

val

Gly

Thr

Ser

85

Ile

Ser

<223> Anticuerpo 16
<400> 153
Ser Tyr Ala Met Ser

<210> 154

<211>17

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 16

<400> 154

Ala Ile Serx Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
5 15

Gly
<210> 155
<211>9

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 16

<400> 155

5

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Trp

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Gly
Ala
ala
40

Gly
Arg

Ala

Val

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Ala
105

Asp Leu Ile Trp Gly val Ala Gly Ser

<210> 156
<211> 336

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 16

S

ES 2399475713

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Gly

10

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Ser

Vval Gln

Thr Phe

Gly Leu

45

Tyr Ala
60
Lys Asn

Ala Val

Trp Gly

112

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Gln
110

Gly

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

a5

Gly

Gly

Tyr

Val

val

Tyr

80

Cys

Thr
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<400> 156
aattttatgc tgactcagce ccactctgtg
tcctgcacce gecagcagtgg cageccttgec
cecygggcagtg cccccaccat tgtgatettt
gatcgattct ctggetccat cgacagctcecc
ctgaagactg aggacgaggc tgactactac
ttcggeggag ggaccaaget gaccgtecta
<210> 157
<211> 112
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 16
<400> 157
Asn Phe Met Leu Thr Gln Pro His
5
Thr Val Thr Ile Ser Cys Thr Arg
20
Tyr Val Gln Trp Tyr Gln Gln Arg
35 40
Ile Phe Ala Asn Asn Gln Arg Pra
50 55
Gly Ser Ile Asp Ser Ser Ser Ash
65 70
Leu Lys Thr Glu Asp Glu Ala Asp
85
Tyr Ser Val Val Phe Gly Gly Gly
100
<210> 158
<211>13
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 16
<400> 158
Thr Arg Ser Ser Gly Ser Leu Ala
5
<210> 159
<211>7
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 16
<400> 159
Ala Asn Asn Gln Arg Pro Ser
5
<210> 160
<211>9
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 16

ES 2399475713

tcggagtete
aactactatg
gegaataace
tcecaactctg
tgccagacgt

ggtgag

Val
10

Ser Ser

Ser Ser

25

Gly

Pro Gly Ser

Ser Gly Vval

Ala Ser

75

Ser

Tyr Tyr

90

Cys

Thr
105

Lys Leu

Asn Tyr

10

Tyr

cggggaagac
tgcagtggta
aaagacccte
cctecectecac

acgaccccta

ggtaaccatc
ccaacagcgc
tggggtccet
catctctaga

cagcgtggtg

Glu Ser Pro Gly Lys

Ser Leu

Ala Pro

45

Fro
60

Asp
Leu Thr
Gln Thr

Thr Val

Ala

30

Thr

Arg

Ile

Tyr

Leu

15

Asn Tyr

Ile val

Phe Ser

Ser Arg
80

Asp Pro
95

Gly Glu

1140

val Gln

113

60

120

180

240

300

336
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<400> 160
Gln Thr Tyr Asp Prc Tyr Ser Val Val
5
<210> 161
<211> 466
<212> ADN
<213> Macaca fascicularis
<400> 161
atgactcctg ggaagacctc attggtgcta ctgctgctge
gtgaaggcag gaatagcaat cccacgaaat tcaggatgcece
ttcccecgga ctgtgatggt caacctgaac atccataacce
aaaaggtcct cagattacta caaccgatcc acctcacett
gaccctgaga gatatccctce tgtgatctgg gaggcaaaat
aaggctgatg ggaacgtaga ctaccacatg aactctgtecc
gtcctgegeca gggagecteg gecactgecccc aactccttee
teegtggget gecacctgtgt cacccccatt gtccaccatg
<210> 162
<211> 155
<212> PRT
<213> Macaca fascicularis
<400> 162
Met Thr Pro Gly Lys Thr Ser Leu Val Leu Leu
1 5 10
Leu Glu Ala Ile Val Lys Ala Gly Ile Ala Ile
20 25
Cys Pro Asn Ser Glu Asp Lys Asn Fhe Pro Arg
35 40
Leu Asn Ile His Asn Arg Asn Thr Ser Thr Asn
50 55
Asp Tyr Tyr Asn Arg Ser Thr Ser Pro Trp Asn
65 70 75
Asp Pro Glu Arg Tyr Pro Ser Val Ile Trp Glu
85 90
Leu Gly Cys Val Lys Ala Asp Gly Asn Val Asp
100 105
Val Pro Ile Gin Gln Glu Ile Leu Val Leu Arg
115 120
Cys Pro Asn Ser Phe Arg Leu Glu Lys Ile Leu
130 135
Thr Cys Val Thr Pro Ile Val His His Vval Ala
145 150 155
<210> 163
<211> 330
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 01

tgctgagect
caaattccga
ggaataccag
dgaatctcca
gccgecactt
ccatccagea
ggctggagaa

tagcct

Leu Leu Leu

Asn
390

Pro Arg

Thr val Met

Pro
60

Lys Arg

Leu His Arg

Ala Lys Cys

Met
110

Tyr His

Glu
125

Arg Pro

Val Ser
140

val

114

ggaggccata
ggacaagaac
taccaatcce
ccgcaatgag
aggctgegtce
agagatcctg

gatactggtg

Leu
15

Ser
Ser Gly
Val Asn
Ser

Ser

Glu
80

Asn
Arg His
Asn Ser
His

Arg

Gly Cys

60

120

180

240

300

360

420

466
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<400> 163
aattttatgc tgactcagec ccactctgtg teggagtcte
tcctgcacee geagecagtgg cagcecttgec aactactatg
ccgggcagty cccccaccecat tgtgatcettt gegaataacce
gatcgéttct ctggctceat cgacagetce tcecaactetg
ctgaagactg aggacgaggc tgactactac tgccagtctt
tteggeggag ggaccaaget gaccgtocta
<210> 164
<211> 110
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 01
<400> 164
Asn Phe Met Leu Thr Gln Pro His Ser Val Ser
1 5 10
Thr Val Thr Ile Ser Cys Thr Arg Ser Ser Gly
20 25
Tyr Val Gln Trp Tvr Gln Gln Arg Pro Gly Ser
35 40
Ile Phe Ala Asn Asn Gln Arg Pro Ser Gly Val
50 55
Gly Ser Ile Asp Ser Ser Ser Asn Ser Ala Ser
65 70 75
Leu Lys Thr Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys
85 9Q
Ser Ser Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
100 105
<210> 165
<211> 330
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 02
<400> 165
aattttatgc tgactcagec ccactctgtg tcggagtcte
tecctgecacece gocagcagtgg cagccttgcec aactactatg
ccgggeagtt cccecaccat tgtgatcttt gcgaataace
gategattcet ctggctccat cgacagectec tccaactctg
ctgaagactg aggacgaggc tgactactac tgccagtegt
ttcggcagayg ggaccaagcet gaccgtccta

<210> 166
<211> 110

¢ggggaagac
tgcagtggta
aaagacccte
ccteccteac

atgatgacag

Glu Ser

Ser Leu

30

Ala Pro

45

Pro
60

Asp

Leu Thr

Gln Ser

Thr val

cggggaagac
tgcagtggta
aaagacccte
ccteccteac

acgaccccca

115

Pro

Ala

Thr

Arg

Ile

Tyr

Leu
110

ggtaaccatc
ccaacagegce
tggggtceet

catctctaga

cagegtggtg

Gly
15

Lys
Asn Tyr
Ile Val
Phe Ser
Ser

Arg

Asp
95

Asp

ggtaaccatc
ccaacagege
tggggtcecct
catctectgga

cagcgtggtg

60
120
180
240
300

330

60
120
180
240
300

330
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<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 02
<400> 166
Asn Phe Met Leu Thr Gln Pro His Ser Val Ser Glu Ser Pro Gly Lys
1 3 10 15
Thr Val Thr Ile Ser Cys Thr Arg Ser Ser Gly Ser Leu Ala Asn Tyr
20 25 30
Tyr Val Gln Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Ser Ser Pro Thr Jle Val
kL] 40 45
Ile Phe aAla Asn Asn Gln Arg Pro Ser Gly Val Pro ARsp Arg Phe Ser
50 55 60
Gly Ser Ile Asp Ser Ser Ser Asn Ser Ala Ser Leu Thr Ile Ser Gly
65 70 75 80
Leu Lys Thr Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Pro
85 90 95
His Ser Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105 110
<210> 167
<211> 330
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 03
<400> 167
aattttatge tgactcagec ccactcetgtg tcggagtcte cggggaagac ggtaaccate
tcetgcacce gecagcagtgg cagccttgec aactactatg tgcagtggta ccaacagcge
ccgggcagtg cceccaccat tgtgatcttt gcgaataacc aaagaccctc tggggtccct
gatcgartet ctggctcecat cgacagctce tccaactcectg cctecectecac catctctaga
ctgaagactg aggacgaggc tgactactac tgccagtcet actcccccca cagcocgtggtg
ttcggeggag ggaccaagct gaccgtecta
<210> 168
<211> 110
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 03

116

60

120

180

240

300

330
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15

<400> 168

Asn Phe Met

1

Thr Val

Tyr Val

Ile Phe

50

Gly
65

Ser

Leu Lys

Thr

Gln

Ala

Ile

Thr

Leu

Ile

Trp

Asn

Asp

Glu

His Ser Val Val

<210> 169
<211> 330
<212> ADN

100

Thr

Ser

Tyr

Asn

Ser

BAsp
B85

Phe

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 04

<400> 169
aattttatge

tcctgecacce
ccgggeadtyg
gatcgattct
ctgaagactg
ttcggeggag
<210> 170

<211>110
<212> PRT

tgactcagee
gcagcagtgg
ccccocaccat
ctggetecat
aggacgaggc

ggaccaagct

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 04

Gln

Cys

Gln

Gln

Ser

70

Glu

Gly

ccactctgtg
cageccttgec
tgtgatcttt
cgacagctece

tgactactac

Pro His Ser

Thy Arg Ser

25

Gln Arg Pro

40

Arg Pro Ser

55

Ser Asn Ser

Ala Asp Tyr

ES 2399475713

val

10

Ser

Gly

Gly

Ala

TYE
90

Ser

Gly

Sar

val

Ser

15

Cys

Gly Gly Thr Lys Leu

105

gaccgtccta

tcggagtcte
aactactatg
gcgaataacc
tccaactetg

tgccagtcct

Glu Ser

Ser

Leu

Ala

Pro

Pro
60

Asp

Leu Thr

Gln Ser

Thr Val

cggggaagac ggtaaccatc
tgcagtggta ccaacagcgc'
aaagaccctc tggggtccet
ceteectcac catctctaga

actceccegac gagegtggtg

117

Pro

Ala

Thr

Arg

Ile

Tyr

Leu
110

Gly

15

Asn

Ile

Phe

Ser

Ser
95

Lys

Tyr

Val

Ser

Arg

80

Pro

60

120

180

240

300

330
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15

<400> 170

Asn Phe Met

1

Thr val

Tyr Val

35

Ile Phe

50

Gly
65

Ser

Leu Lys

Thr Ser Val Val

<210>171
<211> 330
<212> ADN

Thr

Gln

Ala

Ile

Thr Glu

Leu Thr

Ile
20

Ser
Trp Tyr
Asn

Asn

Asp Ser

Gln

Cys

Gln

Gln

Ser

Pro His

Thr Arg

Gln Arg

40

Arg Pro

55

Ser Asn

70

Asp
85

Phe
100

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 05

<400> 171
aattttatge

tcctgeacce
ccgggcagtg
gatcgattet
ctgaagactg
ttcggcggag
<210> 172

<211>110
<212> PRT

tgactcagee
gcagcagtgg
cccecaceat
ctggctecat
aggacgaggc

ggaccaagct

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 05

Glu

Gly

Ala Asp

Gly Gly

ccactctgtg
cagecttgece
tgtgatcttt
cgacagetec
tgactactac

gaccgtccta

ES 2399475713

val
10

Ser Ser

Ser Ser

25

Gly

Pro Gly Ser

Ser Gly Vval

Ser Ala Ser

75

Tyr Tyxr

90

Cys

Thr
105

Lys Leu

tcggagtcte
aactactatg
gcgaataacce
tccaactctg

tgeccagtctt

Glu Ser

Ser Leu

Ala Pro

45

Pro
60

Asp

Leu Thr

Gln Ser

Thr val

Pro

Ala

30

Thr

Arg

Ile

Tyr

Gly
15

Lys

Asn Tyr

Ile Val

Phe Ser

Ser Arg

80

Ser
95

Pro

Leu

110

cggggaagac
tgcagtggta
aaagacccte
cetcecteac

ataaccacaa

118

ggtaaccate
ccaacagcgce
tggggtcect
catetetaga

ggacatcgtg

60

120

180

240

300

330
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<400> 172
Asn Phe Met Leu Thr Gln Pro His Ser Val Ser Glu Ser Pro Gly Lys
1 5 10 15
Thr Val Thr Ile Ser Cys Thr Arg Ser Ser Gly Ser Leu Ala Asn Tyr
20 25 30
Tyr Val Gln Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Ser Ala Pro Thr Ile Val
35 40 45
Ile Phe Ala Asn Asn Gln Axrg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser
50 S5 60
Gly Ser Ile Asp Ser Ser Ser Asn Ser Ala Ser Leu Thr Ile Ser Arg
65 70 75 80
Leu Lys Thr Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asn His
85 90 95
Lys Asp Ile Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val ILeu
100 105 110
<210> 173
<211> 330
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 06
<400> 173
aattttatge tgactcagee ccactetgtg tcggagtotc cggggaagac ggtaaccatc
tcctgecacce geagcagtgg cagocttgec aactactatg tgcagtggta ccaacagegce
ccgggcagtg cceccaccat tgtgatcttt gcgaataacc aaagacccte tggggtccct
gatcgattcet ctggeteccat cgacagetee tccaactctyg cectecctcac catctctaga
ctgaagactg aggacgaggc tgactactac tgccagtcgt acagccegag cagegtggtg
tteggoggag ggaccaaget gacegtccta
<210> 174
<211> 110
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 06

119

60

120

180

240

300

330
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<400> 174
Asn Phe Met Leu Thr Gln Pro His Ser Val Ser
1 5 10
Thr val Thr Ile Ser Cys Thr Arg Ser Ser Gly
2Q 25
Tyr Val Gln Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Serx
35 40
Ile Phe Ala Asn Asn Gln Arg Pro Ser Gly Val
50 55
Gly Ser Ile Asp Ser Ser Ser Asn Ser Ala Ser
65 70 15
Leu Lys Thr Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys
85 90
Ser Ser Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
100 105
<210> 175
<211> 330
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 07
<400> 175
aattttatgc tgactcagcc ccactcetgtyg teggagtcete
tcctgcacce gcagcagtgg cagcettgec aactactatg
ccgggeagtt cccccaccat tgtgatcttt gcgaataace
gatcgattct ctggectecat cgacagctce tccaactcetg
ctgaagactyg aggacgaggc tgactactac tgccagacgt
ttcggecggag ggaccaagct gacegtecta
<210> 176
<211>110
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 07

Glu Ser Pro

Ser Leu Ala

Ala Pro Thr

45

Pro Asp Arg

Leu Thr Ile

Gln Ser Tyr

Thr Val Leu

110

cggggaagac
tgcagtggta
aaagaccctc
ccteecetecace

acgaccccta

120

Gly Lys

Asn Tyr

Ile Val

Phe Ser

Ser Arg

Ser Pro

95

ggtaaccate
ceaacagege
tggggtccct

catetetgga

cagecgtggtyg

60

120

180

240

300

330
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<400> 176
Asn Phe Met Leu
1 S

Thr Val Thr Ile

20

Ser

Tyr Val Gln Trp Tyr

Ile Phe Ala Asn Asn

Gly Ser Ile Asp Ser

Thr Gln

Cys

Gln

Gln

Ser

Pro His

Thr Arg

Gln Arg

40

Arg Pro

Ser Asn

65 70

Leu Lys Thr Glu Asp

85

o

Tyr Ser Val Val Ph
100

<210> 177

<211> 330

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 10

<400> 177
aattttatgc tgactcagecc

tcctgecacce gcagcagtgg

ccgggeagtg cecccaceat

gatcgattet ctggctccat

ctgaagactg aggacgaggc
ttcggeggag
<210> 178
<211> 110
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>

<223> Anticuerpo 10

ggaccaaget

Glu

Ala Asp

Gly Gly Gly

ccactctgtg
cagccttgec
tgtgatcttt
cgacagctcc
tgactactac

gaccgtcocta

ES 2399475713

Ser Val Ser Glu Ser

Ser Ser Gly Ser

Pro Gly Ser Ser Pro

Ser Gly Val Pro Asp

60

Ser Ala Ser Leu Thr

15

Tyr Tyr Cys Gln Thr

80

Thr
105

Lys Leu Thr Val

tecggagtoctc cggggaagac
aactactatg tgcagtggta
gcgaataace aaagaccctc
tccaactctg ccteectecae

tgccagtcgt acgaccccca

121

Pro

Leu Ala

25 30

Thr

Arg

Ile

Tyr

Gly Lys
15

Asn Tyr

Ile Val

Phe Ser

Ser Gly

80

Asp Pro

95

Leu
110

ggtaaccatce
ccaacagcgce
tggggtccet

catctctaga

cagcgtggtyg

60
120
180
240
300

330
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<400> 178

Asn Phe Met Leu Thr

1

Thr Val

Tyr Val

Ile Phe

50

Gly Ser

65

Leu Lys

His Ser val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
105

<210>179
<211> 330
<212> ADN

Thr Ile Ser

Gln Trp Tyr

35

Ala Asn Asn

Iie Asp Ser

Thr Glu Asp

5

20

Gln

Cys

Gln

Gln

Ser

Pro His

Thr Arg

Gln Arg
40

Arg Pro
55

Ser Asn

70

85

100

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 11

<400> 179
zattttatge

tectgeoaccee
ccgggcagty
gatcgattct
ctgaagactg
ttcggeggag
<210> 180

<211>110
<212> PRT

tgactcagce
gcagcagtgg
ccoeeaccat
ctggctecat
aggacgaggc

ggaccaagct

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 11

Glu

Ala Asp

ccactctgtg
cagccttgec
tgtgatcttt
cgacagctcec
tgactactac

gaccgtecta

ES 2399475713

val
10

Ser Ser Glu Ser

Ser Ser Gly Ser Leu

Ala Pro
45

Pro Gly Ser

Ser Gly vVal Pro Asp

60

Ala Ser Leu Thr

75

Ser

Tyr Tyr

20

Cys

tcggagtcte cggggaagac
aactactatg tgcagtggta
gcgaataacc aaagacccte
tccaactcetg ccteectcac

tgccagtect actcceccccca

122

Pro

Ala

25 30

Thr

Arg

Ile

Gln Ser Tyr

110

Gly
15

Lys

Asn Tyr

Ile Val

Phe Ser

Ser Arg

80O

Asp Pro

ggtaaceatce
ccaacagcgc
tggggtecct
catctectaga

cagcgtggtyg

60
i20
180
240
300

330
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<400> 180
Asn Phe Met Leu Thr Gln Pro His
1 5
Thr Val Thr Ile Ser Cys Thr Arg
20
Tyr Val Glpn Trp Tyr Gln Gin Axg
35 40
Ile Phe Ala Asn Asn Gln Arg Pro
50 55
Gly Ser Ile Asp Ser Ser Ser Asn
65 70
Leu Lys Thr Glu Asp Glu Ala Asp
85
His Ser Val Val Phe Gly Gly Gly
100
<210> 181
<211> 330
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 12
<400> 181
aattttatgc tgactcagcc ccactetgtg
tcctgocacee gcagcagtgg cagecttgec
ccgggcagtg ccoccaccat tgtgatettt
gatcgattct ctggctccat cgacagctec
ctgaagactg aggacgaqgc tgactactac
ttcggeggag ggaccaaget gaccgtcocta
<210> 182
<211>110
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 12

ES 2399475713

Ser Val Ser

Ser Ser

25

Gly

Pro Gly Ser

Ser Gly Val

Ala Ser

15

Ser

Tyr Tyr

90

Cys

Thr
105

Lys Leu

teggagtete
aactactatg
gcgaataace
tccaactctg

tgccagacgt

Glu Ser Pro

Ala
30

Ser Leu

Ala Pro Thr

Pro
6Q

Asp Arg

Leu Thr Ile

Gln Ser Tyr

Gly
1S

Lys

Asn Tyx

Ile Val

Pha Ser

Ser Arg

89

Ser
95

Pro

Thr Val Leu
110

cggggaagac
tgcagtggta
aaagacccte
cctecetcac

acgaccccta

123

ggtaaccatce
ccaacagcgce
tggggtcect
catctctaga

cagegtggtyg

60

120

180

240

300

330
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<400> 182
Asn Phe Met Leu Thr Gln Pro His Ser Val Ser
1 5 10
Thr Val Thr Ile Ser Cys Thr Arg Ser Ser Gly
20 25
Tyr Val Gln Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Ser
35 40
Ile Phe Ala Asn Asn Gln Arg Pro Ser Gly Val
50 55
Gly Ser Ile Asp Ser Ser Ser Asn Ser Ala Ser
85 70 75
Leu Ly¥s Thr Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys
85 90
Tyr Ser Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
100 105
<210> 183
<211> 330
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 13
<400> 183
aattttatge tgactcagcc ccactctgtg tcggagtcte
tcctgcaccec gcagcagtgg cagccttgec aactactatg
ccgggeagtg cccccacecat tgtgatettt gcgaataacce
gatcgattct ctggctccat cgacagctcc tccaactctg
ctgaagactg aggacgaggc tgactactac tgccagtctt
ttecggeggag ggaccaaget gaccgtecta
<210> 184
<211>110
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 13

Glu Ser

Ser Leu
Ala

Pxo

Pro
60

Asp

Leu Thr

Gln Thr

Thr Val

Pro

Ala

Thr

Arg

Ile

Tyr

Leu
110

cggggaagac

tgcagtggta

aaagaccctc

cctecctecac

atgacccgecg

124

Gly Lys

Asn Tyr

Ile val

Phe Ser

Ser Arg

80

Asp Pro

95

ggtaaccatc
ccaacagege
tggggtccet

catctctaga

ggtggtcgtg

60

120

180

240

300

330
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<400> 184

Asn Phe Met Leu

1

Thr val

Tyr Val

Ile Phe
50

Gly Ser
65

Leu Lys

Arg Val Val Val Phe Gly Gly Gly Thr

<210> 185
<211> 330
<212> ADN

Thr Ile

Ala Asn

Ile Asp

Thr Glu

Thr

Ser

Tyr

Asn

Ser

Gln

Cys

Gln

Gln

Ser

Pro His

Thr Arg

Gln Arg

40

Arg Pro

Ser Asn

70

85

100

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 14

<400> 185
aattttatge

tcetgeacce
cecgggeagtyg
gatecgattct
ctgaagactg
tteggcggag
<210> 186

<211> 110
<212> PRT

tgactcagcc
gcagcagtgg
cecccaccat
ctggctccat
aggacgaggce

ggaccaagct

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 14

Asp Glu

Ala Asp

ccactctgtg
cagccttgcec
tgtgatettt
cgacagctce
tgactactac

gaccgtecta

ES 2399475713

Val
190

Sar Ser

Ser Ser

25

Gly

Pro Gly Ser

Ser Gly Val

Ser Ala Ser

75

Tyr Tyrx

90

Cys

Lys Leu

105

tecggagtcte
aactactatg
gcgaataace
tccaactctg

tgccagtett

Glu Ser

Ser Leu

Pro
45

Pro
60

Asp

Leu Thr

Gln Ser

Thr Val

Pro

Ala

Thr

Arg

Ile

Tyr

Gly
15

Lys

Asn Tyr

Ila Val

Phe Ser

Ser Arg

80

Asp Pro

95

Leu

1190

cggggaagac
tgcagtggta
aaagacccta
ccteccteac

atgacccgac

125

ggtaaccate
ccaacagege
tggggtccct
catctctaga

gaaccaggty

60
120
180
240
300

330
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<400> 186
Asn Phe Met Leu Thxr Gln Pro His Ser Val Ser Glu Ser
1 S 10
Thr Val Thr Ile Ser Cys Thr Arg Ser Ser Gly Ser Leu
20 25
Tyr Val Gln Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Ser Ala Pro
3s 40 45
Ile Phe Ala Asn Asn Gln Arg Pro Ser Gly Val Fro Asp
50 55 ]
Gly Ser Ile Asp Ser Ser Ser Asn Ser Ala Ser Leu Thr
65 70 75
Leu Lys Thr Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser
85 90
Thr Asn Gln Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr val
100 105
<210> 187
<211> 330
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Anticuerpo 15
<400> 187
aattttatgc tgactcagcec ccactctgtg teggagtcte cggggaagac
tectgeacce geagecagtgg cagecttgee aactactatg tgecagtggta
ccgggeagtg cccccaccat tgtgatettt gecgaataacce aaagacccte
gatcgattct chtggctceat cgacagetec tecaactctg cotecctcac
ctgaagacty aggacgagygc tgactactac tgccagtect actecccgac
tteggegyay ggaccaaget gaccgtcocta
<210> 188
<211> 110
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Anticuerpo 15

ES 2399475713

126

Pro Gly Lys
15

Ala asn Tyr
30

Thr Ile Val

Arg Phe Ser

Ile Ser Arg
80

Tyr ASp Pro
95

Leu
110

ggtaaccatc
ccaacagege
tggggtccct
catctctaga

gagcgiggtyg

60

120

180

240

300

330
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15

20

25

30

<400> 188
Asn Phe Met Leu Thr Gln
1 5

Thr Val Thr Ile Ser Cys
20

Tyr Val Gln Trp Tyr Gln
35

Ile Phe Ala Asn Asn Gln
50

Gly Ser Ile Asp Ser Ser
65 70

Leu Lys Thr Glu Asp Glu
85

Thr Ser Val Val Phe Gly
100

<210> 189

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> regién 1 marco VH

<400> 189

Glu Val Gln Leu Leu Glu

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys
20

<210> 190

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> region 2 marco VH
<400> 190

Trp Val Arg Gln Ala Pro
1 5
<210>191

<211>32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> region 3 marco VH
<400> 191

Arg Phe Thr Ile Ser Arg
1 5

Met Asn Ser Leu Arg Ala
20

<210> 192

<211>11

Pro His

Thr Arg

Gln Arg

40

Arg Pro
55

Ser Asn

Ala Asp

Gly Gly

Ser Gly

Ala Ala

Gly Lys

Asp Asn

Glu Asp

Ser

Sar

Pro

Ser

Ser

Tyr

Thr
105

Gly

Ser

Gly

Ser

Thr
25

ES 2399475713

Val Ser Glu Ser
10

Ser Gly Ser Leu

Gly Ser Ala Preo
45

Gly val Pro Asp
60

Ala Ser Leu Thr
75

Tyr Cys Gln Sex

90

Lys Leu Thr Val

Gly Leu Val Gln
10

Gly Phe Thr Phe

Leu Glu Trp Val
10

Lys Asn Thr Leu
10

Ala Val Tyr Tyr

127

Pro Gly Lys
15

Ala Asn Tyr

Thr Ile Val

Arg Phe Ser

Ile Ser Arg
80

Tyxr Ser Pro
95

Leu
110

Pro Gly Gly
15

Ser

Ser

Tyr Leu Gln
15

Cys Ala Arg
30
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> regién 4 marco VH

<400> 192

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1 5 10

<210> 193

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223>regién 1 marco VL

<400> 193

" Asn Phe Met Leu Thr Gln Pro His Ser Val Ser Glu Ser Pro Gly Lys
1 5 10 15

Thr val Thr Ile Ser Cys
20

<210> 194
<211>15
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> regién 2 marco VL
<400> 194
Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Ser Ser Pro Thr Ile Val Ile Phe
1 5 10 15
<210> 195
<211> 34
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> regién 3 marco VL
<400> 195
Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Ile Asp Ser Ser Ser Asn Ser
1 5 10 15

Ala Ser Leu Thr Ile Ser Gly Leu Lys Thr Glu Asp Glu Ala Asp Tyr
20 25 30

Tyr Cys

<210> 196

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> regién 4 marco VL

<400> 196

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr val lLeu
1 5 10
<210> 197

<211> 153

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: IL-17A humana etiquetada N-terminalmente

128
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<400> 197

Met

1

Glu

Asn

Ile

Tyr

65

Glu

Cys

Ile

Asn

Val
145

Gly Gly

Ile Val

Ser Glu
35

His Asn
50

Asn Arg

Arg Tyr

Ile Asn

Gln Gln

115

Ser Phe
130

Thr Pro

<210> 198
<211> 132
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> IL-17A humana madura

Leun

Lys

20

Asp

Arg

Ser

Pro

Ala

100

Glu

Arg

Ile

Asn

Ala

Lys

Asn

‘Thr

Ser
85

Asp

Ile

Leu

Val

Asp Ile

Gly Ile

Asn Phe

Thr Asn

Ser Pro

70

val Ile

Gly Asn

Leu Val

Glu Lys

135

His His
150

Phe

Thr

Pro

‘40

Thr

Trp

Trp

val

Leu

120

Ile

Val

Glu

Ile

25

Arg

Asn

Asn

Glu

Asp

105

Arg

Leu

ES 2399475713

Ala

10

Pro

Thr

Pro

Leu

Ala

90

Tyr

Arg

val

Gln Lys

Arg Asn-

Val Met

Lys Arg

60

His Arg

75

Lys Cys

His Met

Glu Pro

Ser Val
140

Ile Glu

Pro Gly
30

Val Asn
45

Ser Ser

Asn Glu

Arg His

Asn Ser

110

Pro His

125

Trp

15

Cys

Leu

Asp

Asp

Leu

95

Val

Cys

His

Pro

Asn

Tyr

Pro

80

Gly

Pro

Pro

Gly Cys Thr Cys

129



10

15

<400> 198
Gly Ile Thr

1

Asn

Thr

Ser

Val

B3

Gly

Leu

Glu

Fhe

Asn

Pro

50

Ile

Asn

val

lys

Pro

Thr

Trp

Trp

val

Leu

Ile
115

His His val

130

<210> 199
<211> 17

<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>

<223> Péptido IL-17A humano

<400> 199

1

Met

<210> 200
<211>160
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Precursor de IL-17A mutante con etiqueta His

Ile

Arg

Asn

Asn

Glu

Asp

Arg

100

Leu

Ala

Pro

Thr

Fro

Leu

Ala

Tyr

85

Arg

Val

5

Arg

val

Lys

His

Lys

70

His

Glu

Ser

Asn

Met

Arg

Arg

55

Cys

Met

Pro

Val

Pro

Val

Ser

Asn

Arg

Asn

Pro

Gly
120

Gly

Asn

Ser

Glu

His

Ser

His

105

Cys

ES 2399475713

Cys

10

Leu

Asp

Asp

Leu

val

Cys

Thr

Pro

Asn

Tyr

Pro

Gly

15

Pro

Pro

Cys

Asn Ser

Ile His

Tyr Asn

Glu Arg

60

Cys Ile

Ile Gln

Asn Ser

Val Thr
125

130

Glu

Asn

Arg

Tyr

Asn

Gln

Phe

110

Pra

Asp

i5

Arg

Ser

Pro

Ala

Glu

Arg

Ile

15

Lys

Asn

Thr

Sar

Asp

80

Ile

Leu

val

Cys Arg His Leu Gly Cys Ile Asn Ala Asp Gly Asn Val Asp Tyr His
10
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<400> 200
Met Thr Pro

1

Leu

Cys

Leu

Asp

65

Asp

Gln

Val

Cys

Thr
145

<210> 201
<211>132

Glu

Pro

Asn

Tyr

Pro

Arg

Pro

Pro
130

Cys

Ala

Asn

a5

Ile

Tyr

Glu

Cys

Ile

115

Asn

Val

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: IL-17A mutante madura

Gly

Ile

Ser

Asn

Arg

Val

100

Gln

Ser

Thr

Lys

val

Glu

Asn

Arg

TyT

85

Asn

Gln

Phe

Pro

Thr

Lys

Asp

Arg

Ser

70

Pro

Ala

Glu

Arg

Ile
150

Ser

Ala

Lys

Asn

55

Thr

Ser

Glu

Ile

Leu
135

Val

Leu

Gly

Asn

Thr

Ser

Val

Gly

Leu

120

Glu

His

Val

Ile

25

Phe

Asn

Pro

Ile

Lys

105

Val

Lys

His

ES 2399475713

Ser

10

Thr

Pro

Thr

Trp

Trp

90

Leu

Leu

Ile

val

Leu

Ile

Arg

Asn

Asn

Glu

Asp

Arg

Leu

Ala
155

Leu

Pro

Thr

Pro

€0

Leu

Ala

Axrg

val
140

His

Leu

Arg

Val

45

Lys

Lys

His

Glu
125

Ser

His

131

Leu

Asn

Met

Arg

Arg

Cys

Met

110

Pro

Val

His

Leu

Pro

Val

Ser

Asn

Arg

95

Asn

Pro

Ser

Gly

Asn

Ser

Glu

80

Ser

His

Cys

His
160



<400> 201

Gly Ile Thr

1

Asn

™hr

Ser

val

65

Gly

Leu

Glu

His

Phe

Asn

Pro

50

Ile

Lys

Val

Lys

His
130

Pro

Thr

35

TIp

Trp

Leu

Leu

Ile

115

Val

Ile

Arg

20

Asn

Asn

Glu

Asp

Arg

100

Leu

Ala

Pro

Thy

Pro

Leu

Ala

His

85

Arg

Val

Arg

val

Lys

His

Lys

70

His

Glu

Ser

Asn

Met

Arg

Arg

55

Cys

Met

Pro

Val

Pro

val

Ser

40

Asn

Arg

Asn

Pro

Gly
120

Gly

Asn

25

Ser

Glu

His

Ser

His

105

Cys

ES 2399475713

Cys

10

Leu

Asp

Asp

Gln

val

30

Cys

Thr

Pro

Asn

Tyr

Pro

Arg

75

Pro

Pro

Cys

Asn

Ile

Tyr

Glu

60

Cys

Ile

Asn

Val

Ser

His

Asn

45

Arg

val

Gln

Ser

Thr
125

132

Glu

Asn

30

Arg

Tyx

Aan

Gln

Phe

110

Pro

Asp

Arg

Ser

Pro

Ala

Glu

95

Arg

Ile

Lys

Asn

Thr

Ser

Glu

80

Ile

Leu

Val
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de anticuerpo aislada capaz de unirse a la IL-17A humana, que comprende un conjunto de CDRs:

HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2 y LCDRS3, en donde el conjunto de CDRs tienes cero, una o dos
sustituciones de aminoacido a partir de un conjunto de CDRs en el cual:

HCDRL1 es la secuencia de aminoacido sec. con nim. de ident.: 63;

HCDR2 es la secuencia de aminoéacido sec. con nim. de ident.: 64;

HCDRS3 es la secuencia de aminoéacido sec. con nim. de ident.: 65;

LCDR1 es la secuencia de aminoacido sec. con nim. de ident.; 68;

LCDR?2 es la secuencia de amino&cido sec. con num. de ident.: 69; y

LCDR3 es la secuencia de aminoacido sec. con nim. de ident.: 70; las sustituciones se escogen de:

(a) una HCDR1 en donde el residuo de Kabat 31 es Ser, Ala, Gly, Thr o Cys y el residuo de Kabat 32 es Tyr;

(b) una HCDR2 en donde el residuo de Kabat 58 es Tyr o Phe;

(c) una HCDRS3 en donde el residuo de Kabat 96 es un residuo hidréfobo, el residuo de Kabat 97 es un residuo
hidréfobo y el residuo de Kabat 98 es un residuo ciclico;

(d) una HCDR3 en donde el residuo de Kabat 96 es un residuo hidréfobo seleccionado de Leu, lle, Val, Ala or
Phe, el residuo de Kabat 97 es un residuo hidréfobo y el residuo de Kabat 98 es un residuo ciclico;

(e) una HCDR3 en donde el residuo de Kabat 96 es un residuo hidréfobo, el residuo de Kabat 97 es un residuo
hidréfobo seleccionado de lle, Leu, Val, Ala o Phe; o

(f) una HCDR3 en donde el residuo de Kabat 96 es un residuo hidréfobo, el residuo de Kabat 97 es un residuo
hidréfobo y el residuo de Kabat 98 es un residuo ciclico seleccionado de His, Trp o Phe.

2. Una molécula de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1, que tiene una afinidad para unirse a la IL-17A

humana madura que tiene una secuencia de aminoacido sec. con nim. de ident.: 198 que es mas que 10-veces
mayor que para unir la IL-17A humana mutante que tiene la secuencia de aminoacido sec. con nim. de ident.: 201,
en donde la afinidad es Kd calculada a partir del indice de constantes de velocidad kdl/kal determinado por
resonancia de plasmones superficiales usando un modelo de datos de analito bivalente.

3. Una molécula de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, en donde la molécula de

anticuerpo no se une a la IL-17A humana mutante que tiene la secuencia de aminoacido sec. con num. de ident.:
201.

4. Una molécula de anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde

(a) la unién de la molécula de anticuerpo a IL-17A humana no se inhibe en mas del 50% por 1 uM de ninguna
de las IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E o IL-17F en un ensayo de competencia de epitopos por medio del uso
de la IL-17A etiquetada a una concentracion igual a la Kd de la interaccion de la molécula de anticuerpo con
la IL-17A humana, en donde dicha Kd se calcula a partir de la relacion de constantes de velocidad kd1/kal
segln se determind por la resonancia de plasmones superficiales por medio del uso de un modelo de datos
de analito bivalente;

(b) la molécula de anticuerpo tiene una afinidad por la IL-17A de cinomolgo que es menos de 5-veces
diferente de su afinidad por la IL-17A humana, en donde la afinidad es Kd calculatada a partir de la relacion de
constantes de velocidad kd1/kal segun se determin6 por la resonancia de plasmones superficiales por medio
del uso de un modelo de datos de analito bivalent; o

(c) la IC50 de la molécula de anticuerpo en un ensayo de células HT1080 de liberacién de IL-6 en respuesta a
1 nM IL-17A humana difiere en no mas de 10-veces a partir de la IC50 de la molécula de anticuerpo en un
ensayo de células HT1080 de liberacion de IL-6 en respuesta a 1 nM de IL-17A de cinomolgo.

5. Una molécula de anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende:
(a) una LCDR1 en donde el residuo de Kabat 31 es Tyr o Phe y el residuo de Kabat 32 es Tyr o Phe; o
(b) una LCDR3 en donde el residuo de Kabat 91 es Tyr y el residuo de Kabat 93 es Pro, hidroxiprolina, His o
3-metilhistidina.

6. Una molécula de anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes que comprende un

conjunto de CDRs: HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en donde:
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(a) el residuo de Kabat 31 de HCDRL1 es Ser, Ala, Gly, Thr o Cys;

el residuo de Kabat 32 de HCDRL1 es Tyr;

el residuo de Kabat 58 of HCDR2 es Tyr o Phe;

el residuo de Kabat 96 of HCDR3 es un residuo hidréfobo;

el residuo de Kabat 97 of HCDR3 es un residuo hidréfobo;

el residuo de Kabat 98 of HCDR3 es un residuo ciclico;

el residuo de Kabat 31 of LCDR1 es Tyr o Phe;

el residuo de Kabat 32 of LCDR1 es Tyr o Phe;

en el residuo de Kabat 91 de LCDR3 es Tyr; y

el residuo de Kabat 93 de LCDR3 es Pro, hidroxiprolina, His o 3-metilhistidina.

(b) la molécula de anticuerpo comprende una HCDR3 en donde el residuo de Kabat 98 es His;
(c) la molécula de anticuerpo comprende una LCDR3 en donde el residuo de Kabat 93 es Pro;
(d) el residuo de Kabat 31 de HCDRL1 es Ser;

el residuo de Kabat 32 de HCDRL1 es Tyr;

el residuo de Kabat 58 de HCDR?2 es Tyr;

el residuo de Kabat 96 de HCDR3 es Leu;

el residuo de Kabat 97 of HCDR3 es lle;

el residuo de Kabat 98 of HCDR3 es His;

el residuo de Kabat 31 de LCDR1 es Tyr;

el residuo de Kabat 32 de LCDR1 es Tyr;

en el residuo de Kabat 91 de LCDR3 es Tyr; y

el residuo de Kabat 93 de LCDR3 es Pro;

(e) la molécula de anticuerpo comprende una HCDR3 secuencia en donde HCDR3 es sec. con nim. de ident.:
65; 0

(f) la molécula de anticuerpo comprende una LCDR3 secuencia en donde LCDR3 es sec. con num. de ident.:
70.

Una molécula de anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde

(a) la molécula de anticuerpo tiene una IC50 de no mas que 1 nM segun se determind en un ensayo de células
HT1080 de liberacién de IL-6 en respuesta a 1 nM de IL-17A humana;

(b) lae molécula de anticuerpo tiene una IC50 de no mas que 0.5 nM segln se determiné en un ensayo de
células HT1080 de liberacion sinérgica de IL-6 en respuesta a 125 pM IL-17A humana y 25 pM TNFa;

(c) la molécula de anticuerpo tiene una Kd para la IL-17A humana menos de 2.5 nM calculada a partir de la
relacion de constantes de velocidad kd1/kal segin se determiné por la resonancia de plasmones superficiales
por medio del uso de un modelo de datos de analito bivalente; o

(d) la molécula de anticuerpo tiene una IC50 de no mas que 1 nM medida en un ensayo de células HT1080 que
mide la liberacién de IL-6 en respuesta a 1 nm de IL-17A humana, y en donde dicha IC50 difiere en no méas de
10-veces de la IC50 de la molécula de anticuerpo segun se midié en un ensayo de células HT1080 que mide la
liberacion de IL-6 en respuesta a 1 nM de IL-17A de cinomolgo.

Una molécula de anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde

la molécula de anticuerpo comprende un dominio VH de anticuerpo y un dominio VL de anticuerpo, en donde la
molécula de anticuerpo comprende un conjunto de CDRs:

HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en donde

el dominio VH comprende HCDR1, HCDR2 y HCDR3 vy las regiones marco de cadena pesada FR1, FR2, FR3 y
FR4,

y el dominio VL comprende LCDR1, LCDR2 y LCDR3 y regiones marco de cadena ligera FR1, FR2, FR3 y FRA4.

Una molécula de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde el dominio VH de anticuerpo tiene la
secuencia de aminoacido de dominio VH mostrada en la sec. con nim. de ident.: 62.

Una molécula de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde el dominio VL de anticuerpo tiene la
secuencia de aminoacido de dominio VL mostrada en la sec. con nim. de ident.: 176.

Una molécula de anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en donde la molécula de
anticuerpo comprende un dominio VH con la secuencia de aminoacido de dominio VH mostrada en la sec. con
ndm. de ident.: 62 y un dominio VL con la secuencia de aminoacido de dominio VL mostrada en la sec. con nim. de
ident.: 176.
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Una molécula de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 11, la cual es una IgG.

Una composiciéon que comprende una molécula de anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1
a 12, y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Una composicion que comprende una molécula de anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1
a 12, para usar en un método de tratamiento del cuerpo humano o animal por cirugia o terapia.

Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 14 para usar en el tratamiento de un trastorno asociado con la
IL-17A, en donde el trastorno es un trastorno inflamatorio; o

en dondeel trastorno es artritis reumatoide, osteoartritis, pérdida 6sea, hipersensibilidad de las vias aéreas, un
trastorno desmielinizante, soriasis, hipersensibilidad dérmica , rechazo agudo al trasplante, rechazo al aloinjerto,
enfermedad del huésped contra el injerto, esclerosis sistémica, lupus eritematoso sistémico, una enfermedad
inflamatoria del intestino autoinmune, un trastorno inflamatorio uroldgico, una enfermedad cardiovascular, vasculitis,
una fiebre periddica, un transtorno del metabolismo de la glucosa, una enfermedad pulmonar, un cancer,
peridontitis, queratitis estromal herpética, una alergia, artritis reactiva, dolor inflamatorio, una espondiloartropatia,
septicemia, choque séptico o endotdxico, meningitis, trauma quirdrgico, un transtorno autoinmune hematolégico,
enfermedad de Alzheimer, sarcoidosis, cirrosis, hepatitis, glomerulonefritis o dislipidemia.

Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 15, en donde el transtorno es la artritis reumatoide.

Una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica:
una molécula de anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.

Una célula huésped transformada in vitro con &acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 17.

Un método para producir una molécula de anticuerpo, que comprende cultivar células huésped de acuerdo con la
reivindicacion 18 bajo condiciones para la produccién de la molécula de anticuerpo.

Un método para producir una composicion que comprende una molécula de anticuerpo, que comprende:

producir una molécula de anticuerpo por el método de la reivindicacion 19; y
formular la molécula de anticuerpo en una composicion que comprende al menos un componente adicional.
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MGGLNDIFEAQKIEWHEIVKAGITI PRNPGCPNSEDKNFPRTVMVNLNIHNRNTNTNPKRSSDY
YNRSTSPWNLHRNEDPERYPSVIWEAKCRHLGCINADGNVDYHMNSVPIQQEILVLRREPPHCP
NSFRLEKILVSVGCTCVTPIVHHVA

Figura 1
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MTPGKTSLVSLLLLLSLEAIVKAGITIPRNPGCPNSEDKNFPRTVMVNLNIHNRNTNTNPKRSS
DYYNRSTSPWNLHRNEDPERYPSVIWEAKCRHORCVNAEGKLDHEMNSVPIQOE I LVLRREPPH
CPNSFRLEKILVSVGCTCVTPIVHHVAHEHHH

Figura 2
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