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DESCRIPCION
Anticuerpos que se unen alL-17ay a IL-17f y procedimientos de uso de los mismos

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere, en general, a la identificacion y aislamiento de anticuerpos que se unen a IL-17Ay
a IL-17F y a procedimientos de uso los mismos.

Antecedentes de la invencion

Se han identificado seis miembros de la familia de la IL-17 en base a su similitud con el miembro prototipico de la
familia, originalmente identificada como IL-17 y que ahora se denomina IL-17A. Véase, por ejemplo, Spriggs, M. K.
"Interleukin-17 and its receptor" J Clin. Immunol. 17:366 - 369 (1997). Los otros miembros de la familia son IL-17B,
IL-17C, IL-17D, IL-17E (también conocida como IL-25) e IL-17F. Véase, por ejemplo, Kawaguchi y col.," IL-17
cytokine family", J Allergy Clin. Immunol. 114: 1265 - 1273 (2004); Kolls and Linden, "Interleukin-17 family members
and inflammation”, Immunity 21:467 - 476 (2004) y Moseley y col., "Interleukin-17 family and IL-17 receptors",
Cytokine Growth Factor Rev 14:155 - 174 (2003). Entre los miembros de la familia, la IL-17A y la IL-17F son, con
mucho, los mas similares entre si y comparten una identidad del 55% (Kolls and Linden, 2004). Ademas de su
similitud de secuencia, estas dos citocinas parecen estar producidas por tipos de células similares, principalmente
los linfocitos T CD4+ de memoria activados. Véase, por ejemplo, Agarwal y col., " Interleukin-23 promotes a distinct
CD4 T cell activation state characterized by the production of interleukin-17" J. Biol. Chem. 278:1910 - 191 (2003);
véase también Langrish y col., " IL-23 drives a pathogenic T cell population that induces autoimmune inflammation”
J. Exp. Med. 201: 233 - 240 (2005); y Starnes y col., "Cutting edge: IL-17F, a novel cytokine selectively expressed in
activated T cells and monocytes, regulates angiogenesis and endothelial cell cytokine production" J. Immunol.
167:4137 - 4140 (2001).

El documento W0O2005/010044 divulga un anticuerpo que se une a un heterodimero IL-17A/IL-17F. No existen
divulgaciones de un anticuerpo que se une tanto a IL-17A como a IL-17F.

El documento W02006/088833 y Wright y col., (J. Biol. Chem., 282, 13447 - 13455, 2007) divulgan anticuerpos
frente a IL-17F. No existen pruebas que demuestren que un anticuerpo se une tanto a IL-17F como a IL-17A.

Ademas, ambos estan implicados de un modo similar como agentes contribuyentes a la progresion y patologia de
diversas enfermedades inflamatorias y autoinmunes y en modelos de raton de enfermedades humanas.
Especificamente, la IL-17A y la IL-17F se han implicado como citocinas efectoras principales que desencadenan
respuestas inflamatorias y, de este modo, contribuyen a una serie de enfermedades autoinflamatorias, incluidas
esclerosis multiple, artritis reumatoide y enfermedades intestinales inflamatorias.

Las actividades demostradas in vivo de IL-17A y la IL-17F ilustran el potencial clinico o terapéutico, y la necesidad,
de antagonistas de IL-17A y la IL-17F. Especificamente, los anticuerpos que se unen a IL-17A y a IL-17F que
inhiben (anticuerpos antagonistas) las actividades inmunoldgicas de la IL-17A y la IL-17F poseerian dichas nuevas
cualidades terapéuticas. Por tanto, sigue habiendo la necesidad en la técnica de un antagonista de la IL-17A y de la
IL-17F.

Breve descripcion de las figuras

La Figura muestra una curva de union representativa generada mediante el programa de software Prizm.

Descripcion detallada de la invencién

Las citocinas proinflamatorias IL-17A y IL-17F tienen un alto grado de similitud de frecuencia, comparten muchas
propiedades biolégicas y ambas son producidas por los linfocitos T activados. Ambas se han implicado como
factores que contribuyen a la progresion de varias enfermedades autoinmunitarias e inflamatorias, incluyendo artritis
reumatoide y asma. De hecho, los reactivos que anulan la funcién de la IL-17A mejoran significativamente la
incidencia y la gravedad de la enfermedad en varios modelos de enfermedad humana. La IL-17A ejerce sus efectos
a través de la interaccion con su receptor afin, el receptor de la IL-17 (IL-17RA), y para la IL-17F, el IL-17RA, Por
tanto, la presente invencion ha determinado que una anticuerpo de reactividad cruzada puede ser util como
antagonista tanto de IL-17A como de IL-17F, y, por consiguiente, para bloquear tanto la IL-17A como la IL-17F. De
acuerdo con lo anterior, la presente invencion aborda esta necesidad proporcionando moléculas terapéuticas (p. €j.,
anticuerpos), que pueden bloquear, inhibir, reducir, antagonizar o neutralizar la actividad de tanto la IL-17A (la
secuencia de polinucledtidos se muestra como la SEC ID N° 1 y el polipéptido codificado se muestra en la SEC ID
N° 2) como la IL-17F (la secuencia de polinucleétidos se muestra en la SEC ID N° 3 y el polipéptido codificado se
muestra en la SEC ID N° 4). Por tanto, la presente invencion esta dirigida a anticuerpos de reactividad cruzada
frente a IL-17A and IL-17F descritos en las reivindicaciones adjuntas. La invencién proporciona ademas usos de los
mismos en enfermedades inflamatorias, asi como composiciones y procedimientos relacionados.
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A) Visién general

Las enfermedades inflamatorias y relacionadas con el sistema inmunitario son la manifestacion o la consecuencia de
vias bioldgicas bastante complejas, a menudo con numerosas interconexiones, que en la fisiologia normal son
decisivas para responder a una agresion o lesion, iniciar la reparacion de la agresiéon o lesidon y organizar una
defensa innata y adquirida contra organismos extrafios. La enfermedad o la patologia se produce cuando estas vias
fisiolégicas normales ocasionan una agresion o lesion adicional, bien relacionada directamente con la intensidad de
la respuesta, o como consecuencia de la regulacién anormal o la estimulacion excesiva, o como una reaccion contra
lo propio, o como una combinacién de ellas.

Aunque el origen de estas enfermedades implica a menudo vias de numerosas etapas y a menudo numerosas vias
o sistemas bioldgicos diferentes, la intervencion en puntos decisivos en una o mas de estas vias puede tener un
efecto terapéutico o de mejora. La intervencion terapéutica se puede producir mediante el antagonismo de un
proceso o via perjudicial, o mediante la estimulacion de un proceso o via beneficioso.

Se conocen muchas enfermedades relacionadas con el sistema inmunolégico y se han estudiado extensamente.
Estas enfermedades incluyen enfermedades inflamatorias mediadas por el sistema inmunolégico (tal como artritis
reumatoide, enfermedad renal mediadas por el sistema inmunolégico, las enfermedades hepatobiliares, las
enteropatias inflamatorias (Ell), el sindrome del instentino irritable (SIR), la psoriasis y el asma), las enfermedades
inflamatorias no mediadas por el sistema inmunoldgico, las enfermedades infecciosas, las inmunodeficiencias, las
neoplasias, etc.

Los linfocitos T (células T) son un componente importante de una respuesta inmunitaria en los mamiferos. Los
linfocitos T reconocen los antigenos que se asocian a una molécula propia codificada por genes del complejo mayor
de histocompatibilidad (CMH). El antigeno se puede mostrar junto a las moléculas del CMH en la superficie de las
células presentadoras de antigenos, células infectadas por virus, células cancerosas, injertos, etc. El sistema de
linfocitos T elimina estas células alteradas que suponen una amenaza para la salud de un mamifero que las
hospede. Los linfocitos T incluyen linfocitos T colaboradores vy linfocitos T citotdxicos. Los linfocitos T colaboradores
proliferan extensamente después del reconocimiento de un complejo antigeno-CMH sobre una célula presentadora
de antigenos. Los linfocitos T colaboradores también secretan una serie de citocinas, es decir linfocinas, que
desempefan una funcién central en la activacion de los linfocitos B, de los linfocitos T citotdxicos y de otras muchas
células que participan en la respuesta inmunitaria.

Un acontecimiento central en la respuesta inmunitaria celular y la respuesta inmunitaria humoral es la activacion y la
expansion clonal de los linfocitos T colaboradores. La activacién de los linfocitos T colaboradores se inicia mediante
la interaccion del complejo receptor de los linfocitos T (TCR)-CD3 con un antigeno-CMH sobre la superficie de una
célula presentadora de antigenos. Esta interaccion desencadena una cascada de acontecimientos bioquimicos que
inducen la entrada de los linfocitos T colaboradores en reposo en el ciclo celular (transicion de GO a G1) y da lugar a
la expresion de un receptor de alta afinidad por la IL-2 y a veces por la IL-4. Los linfocitos T activados progresan a
través del ciclo celular y proliferan y se diferencian en linfocitos de memoria o linfocitos efectores.

Ademas de las sefiales mediadas por el TCR, la activacién de los linfocitos T implica una coestimulacién adicional
inducida por las citocinas liberadas por las células presentadoras de antigeno o a través de interacciones con las
moléculas unidas a la membrana sobre la célula presentadora de antigeno y sobre los linfocitos T. Se ha
demostrado que las citocinas IL-1 e IL-6 proporcionan una sefial coestimuladora. Asimismo, la interaccion entre la
molécula B7 expresada sobre la superficie de una célula presentadora de antigeno y las moléculas CD28 y CTLA-4
expresadas sobre la superficie de los linfocitos T también efectian la activaciéon de los linfocitos T. Los linfocitos T
activados expresan un mayor nimero de moléculas de adhesion celular, tal como ICAM-1, integrinas, VLA-4, LFA-1,
CD56, etc.

La proliferacion de los linfocitos T en un cultivo mixto de linfocitos o una reaccion linfocitica mixta (RLM) es una
indicacion establecida de la capacidad de un compuesto para estimular el sistema inmunolégico. En muchas
respuestas inmunitarias, las células inflamatorias se infiliran en el sitio de la lesiéon o de la infeccién. Las células
migratorias pueden ser neutrofilos, eosindfilos, monocitos o linfocitos, como se puede determinar mediante el estudio
histolégico de los tejidos afectados. Current Protocols in Immunology, ed. John E. Coligan, 1994, John Wiley & Sons,
Inc.

Las enfermedades relacionadas con el sistema inmunoldgico se podrian tratar suprimiendo la respuesta inmunitaria.
La utilizacion de receptores solubles y/o anticuerpos neutralizantes que inhiben las moléculas que tienen una
actividad estimuladora del sistema inmunologico seria beneficiosa para el tratamiento de enfermedades inflamatorias
y con mediacion del sistema inmunolégico. Se pueden utilizar moléculas que inhiben la respuesta inmunitaria
(directamente las proteinas o mediante el uso de agonistas de anticuerpos) para inhibir la respuesta inmunitaria y,
por lo tanto, mejorar la enfermedad relacionada con la inmunidad.

Se ha identificado que la interleucina 17 (IL-17A) es un ortélogo celular de una proteina codificada por el virus del
herpes linfotrépico T Saimiri (VHS) [véase, Rouvier y col., J. Immunol., 150(12): 5445 - 5456 (19993); Yao y col., J.
Immunol., 122(12):5483 - 5486 (1995) y Yao y col., Immunity, 3(6):811 - 821 (1995)]. La caracterizacion posterior ha
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demostrado que esta proteina es una citocina potente que actia induciendo respuestas proinflamatorias en una
amplia variedad de tejidos periféricos. La IL-17A es una citocina homodimérica unida por puentes disulfuro de
aproximadamente 32 kDa sintetizada y secretada unicamente por los linfocitos T CD4+ de memoria activados
(revisado en Fossiez y col., Int. Rev. Immunol., 16: 541 - 551 [1998]). Especificamente, la IL-17 se sintetiza como un
polipéptido precursor de 155 aminoacidos con una secuencia sefial en el extremo N de 19 a 23 residuos y se secreta
como una glucoproteina homodimérica unida por puentes disulfuro. La IL-17A se divulga en los documentos
W09518826 (1995), WO9715320 (1997) and WO9704097 (1997), asi como en la patente de EE.UU. n.° 6 063 372.

A pesar de la escasa distribucion en los tejidos, la IL-17A muestra actividades biologicas pledtropas en varios tipos
de células. Se ha encontrado que la IL-17A estimula la produccién de muchas citocinas. Induce la secrecion de la IL-
6, IL-8, IL-12, el factor inhibidor de la leucemia (LIF), la prostaglandina E2, MCP-1 y el G-CSF por células adherentes
como fibroblastos, queratinocitos, células epiteliales y células endoteliales. La IL-17A también tiene la capacidad de
inducir la expresion en la superficie de ICAM-1, la proliferacion de los linfocitos T y el crecimiento y la diferenciacion
en neutréfilos de las células progenitoras humanas CD34+. La IL-17A también ha estado implicada en el
metabolismo 6seo y se ha sugerido que desempefia una funcion importante en las situaciones patologicas
caracterizadas por la presencia de linfocitos T activados y la produccion del TNF alfa, tal como la artritis reumatoide
y el aflojamiento de los implantes 6seos (Van Bezooijen y col., J. Bone Miner. Res. 14: 1513 - 1521 [1999]). Se
encontré que los linfocitos T activados del tejido sinovial obtenidos de pacientes con artritis reumatoide secretan
cantidades mayores de IL17A que los obtenidos de individuos normales o pacientes con artrosis (Chabaud y col.,
Arthritis Rheum. 42: 963 - 970 [1999]). Se sugiri6 que esta citocina proinflamatoria contribuia activamente a la
inflamacién sinovial en la artritis reumatoide. Ademas de esta funcion proinflamatoria, la IL-17A parece contribuir a la
anatomopatologia de la artritis reumatoide, aunque por otro mecanismo. Por ejemplo, se ha demostrado que la IL-
17A induce la expresion del ARNm del factor de diferenciacion de osteoclastos (ODF) en los osteoblastos (Kotake y
col., J. Clin. Invest., 103: 1345 - 1352 [1999]). EI ODF estimula la diferenciacion de las células progenitoras en
osteoclastos, que son las células implicadas en la resorcion dsea.

Dado que la concentracion de IL-17A aumenta significativamente en el liquido sinovial de los pacientes con artritis
reumatoide, parece que la formacién de osteoclastos inducida por la IL-17A desempefia una funcién decisiva en la
resorcion 6sea de la artritis reumatoide. También se cree que la IL-17A desempefia una funcién clave en
determinados trastornos autoinmunitarios tal como la esclerosis multiple (Matusevicius y col., Mult. Scler., 5: 101 -
104 [1999]). Ademas, se ha demostrado que la IL-17A, mediante sefalizacion intracelular, estimula la entrada de
Ca®" y la reduccion de la concentracion de AMPc en los macréfagos humanos (Jovanovic y col., J. Immunol.,
160:3513 [1998]). Los fibroblastos tratados con la IL-17A inducen la activacion del NF kappa.B, [Yao y col.,
Immunity, 3:811 (1995), Jovanovic y col., ant.], aunque los macroéfagos tratados con ella activan el NF-.kappa.B y las
proteinas cinasas activadas por mitégenos (Shalom-Barek y col., J. Biol. Chem., 273: 27467 [1998]).

Adicionalmente, la IL-17A también comparte similitud de secuencia con el factor 7 de tipo citocina de los mamiferos
que esta implicado en el crecimiento de los huesos y del cartilago. Otras proteinas con las que los polipéptidos de la
IL-17A comparten similitud de secuencia son el factor relacionado con la interleucina obtenido de embriones
humanos (EDIRF) y la interleucina 20.

De modo coherente con el amplio margen de efectos de la IL-17A, se ha encontrado que el receptor de la superficie
celular de la IL-17A se expresa ampliamente en muchos tejidos y tipos de células (Yao y col., Cytokine, 9:794
[1997]). Mientras que la secuencia de aminoacidos del receptor de la IL-17A de humanos (IL17RA) (866
aminoacidos) predice una proteina con un Unico dominio transmembranal y un largo dominio intracelular de 525
aminoacidos, la secuencia del receptor es Unica y no se parece a la ninguno de los receptores de la familia de los
receptores de citocinas/factores de crecimiento. Esto, unido a la falta de similitud de la propia IL-17A con otras
proteinas conocidas, indica que la IL-17A y su receptor pueden ser parte de una nueva familia de proteinas y de
receptores de sefalizacion. Se ha demostrado que la actividad de la IL-17A esta mediada por la unién a su Unico
receptor de superficie celular, sobre lo que los estudios anteriores han demostrado que poner en contacto los
linfocitos T con una forma soluble del polipéptido del receptor de la IL-17A inhibia la proliferacion de los linfocitos T y
la produccion de IL-2 inducida por PHA, concanavalina A y el anticuerpo monoclonal anti-TCR (Yao y col., J.
Immunol., 155: 5483-5486 [1995]). Por tanto, hay un gran interés por identificar y caracterizar nuevos polipéptidos
que tengan homologia con los receptores de citocinas conocidos, especificamente los receptores de la IL-17A.

El patrén de expresion de la IL-17F parece ser similar al de la IL-17A, de tal modo que incluye sdlo linfocitos T CD4+
activados y monocitos (Starnes y col., J. Immunol. 167: 4137 - 4140 [2001]). Se ha demostrado que la IL-17F induce
G-CSF, IL-6 e IL-8 en los fibroblastos (Hymowitz y col.,, EMBO J. 20:5322 - 5341 [2001]) y TGF-b en células
endoteliales (Starnes y col., J. Immunol. 167: 4137 - 4140 [2001]). Recientemente, se ha descrito que la IL-23, una
citocina producida por las células dendriticas, puede intervenir en la produccion de IL-17A y de IL-17F,
principalmente en los linfocitos T de memoria (Aggarwal y col., J. Biol. Chem. 278: 1910-1914 [2003]).

Ademas, se ha demostrado sobreexpresion o regulacion por aumento de la IL-17A y la IL-17F en los individuos con
artritis y asma (revisado por Moseley y col., Cytokine Growth Factor Rev 14:155 - 174 [2003]). Con respecto a la
artritis, estas citocinas actian de un modo caracteristico sobre el cartilago y la destruccion articular que se asocia a
la artritis reumatoide y la artrosis. Por ejemplo, se ha demostrado que la IL-17A y la IL17F activan la degradacion de
la matriz en los explantes del cartilago articular mediante la liberacion de glucosaminoglucanos, proteoglucano del
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cartilago, y fragmentos de colageno, al mismo tiempo que inhiben la sintesis de nuevos proteoglucanos y colagenos
(Cai y col., Cytokine 16:10 - 21 [2001]; Attur y col., Arthritis Rheum 44:2078 - 2083 [2001]).

También se ha demostrado que, de modo similar a la IL-17A, la sobreexpresién de la IL-17F en ratones aumenta el
reclutamiento de neutréfilos en el pulmén y da lugar a que aumente la expresion de las citocinas asociadas a Th1 en
el pulmon, incluidas IL-6, IFN-gamma, IP-10 y MIG (Starnes y col., J. Immunol. 167: 4137 - 4140 [2001]). Asimismo,
la IL-17F estaba regulada por aumento en los linfocitos T de asmaticos expuestos a alérgenos (Kawaguchi y col., J.
Immunol. 167:4430-4435 [2001]), y se encontré que inducia la producciéon de IL-6 y de IL-8 en células NHBE. A
diferencia de la IL-17A, la IL-17F parece inhibir la angiogénesis in vitro (Starnes y col., J. Immunol. 167: 4137 - 4140
[2001]).

No se detectdé ARNm de la IL-17F mediante transferencia Northern en diferentes tejidos humanos, pero se indujo
espectacularmente al activarse los linfocitos T CD4+ y los monocitos. Id. En ratones, se hallé que los linfocitos Th2 y
los mastocitos expresan IL-17F cuando se activan. Véase Dumont, Expert Opin. Ther. Patents 13(3) (2003). Al igual
que la IL-17A, también se encontré que la IL-23 inducia la expresion de la IL-17F en ratones.

Las familias de citocina IL-17/receptor parecen representar un sistema de sefializacién Unico dentro de la red de
citocinas que ofrecera estrategias innovadoras para la manipulacion de respuestas inmunitarias e inflamatorias. De
acuerdo con esto, la presente invencion esta dirigida a anticuerpos que se unen ala IL-17Ay ala IL-17F.

La presente invencion proporciona anticuerpos que se unen tanto a la IL-17A como a la IL-17F (anticuerpos IL-
17A/F) y procedimientos para usar los anticuerpos IL-17A/F como se define en las reivindicaciones adjuntas. Los
anticuerpos pueden actuar como antagonistas o agonistas y encuentran utilidad para, entre otras cosas,
diagndsticos in vitro, in situ o in vivo o tratamiento de células de mamiferos o de afecciones patolégicas asociadas
con la presencia (o ausencia) de IL-17A y/o IL-17F.

La invencion se refiera a anticuerpos y a cualquier fragmento o permutacion de los mismos que se unen tanto a IL-
17A como a IL-17F (en el presente documento denominados de forma intercambiable “anticuerpos de reactividad
cruzada”, “anticuerpos A/F”, “anticuerpos biespecificos”, "anticuerpos IL-17A/F” etc.). Especificamente, dichos
anticuerpos son capaces de unirse especificamente a la IL-17A y la IL-17F humanas y/o son capaces de modular las
actividades bioldgicas asociadas con una o las dos IL-17A e IL-17F y/o sus receptores, IL-17RA y IL-17RC, y, por
tanto, son utiles en el tratamiento de varias enfermedades y afecciones patoldgicas tales como enfermedades
relacionadas inmunitarias. En realizaciones mas concretas, se proporcionan anticuerpos que se unen
especificamente a la IL-17A (SEC ID N° 2) y la IL-17F (SEC ID N° 4). El anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

De acuerdo con esto, la presente invencion esta dirigida a anticuerpos que se unen a la IL-17A y a la IL-17F. Los
anticuerpos biespecificos (BsAb) son anticuerpos que tienen dos sitios de unién a antigeno diferentes, de forma que
el anticuerpo se une especificamente a dos antigenos diferentes. También se pueden preparar anticuerpos que
tienen valencias mas altas (es decir, la capacidad para unirse a mas de dos antigenos); se les conoce como
anticuerpos multiespecificos.

El anticuerpo biespecifico es un anticuerpo monoclonal (MAb). En realizaciones concretas, el anticuerpo es
quimérico o humanizado o totalmente humano. Los anticuerpos completamente humanos pueden generarse
mediante procedimientos que implican la inmunizacién de ratones transgénicos, en los que los genes de
inmunoglobulina humanos se han introducido en los ratones, como trata mas adelante. Los anticuerpos biespecificos
de la invencion, que se unen a IL-17A y a IL-17F, se denominan en el presente documento anticuerpos biespecificos
frente a IL-17A / F o MAb biespecificos A/F.

En otras realizaciones concretas mas, se proporciona la linea celular de hibridoma que produce anticuerpos
monoclonales de la presente invencién. En otra forma de realizacién, los anticuerpos frente a IL-17A / F estan
ligados a uno o mas polimeros no proteinaceos seleccionados del grupo que consiste en polietilenglicol,
polipropilenglicol y polioxialquileno, o a un agente citotéxico o enzima, o a un radioisétopo, compuesto fluorescente o
compuesto quimioluminiscente.

Los procedimientos tipicos de la invencion incluyen procedimientos para el tratamiento de afecciones patolégicas o
enfermedades en mamiferos asociadas con, o resultantes de, una expresion y / o actividad aumentada o potenciada
de IL-17A o IL-17F. En los procedimientos de tratamiento, se pueden administrar anticuerpos de IL-17A / F que,
preferentemente, bloquean o reducen la respectiva unién al receptor o activacion de su o sus receptores.
Opcionalmente, los anticuerpos de IL-17A / F empleados en los procedimientos seran capaces de bloquear o
neutralizar la actividad de IL-17A e IL-17F, por ejemplo, un antagonista dual que bloquea o neutraliza la actividad
tanto de IL-17A como de IL- 17F (es decir, un anticuerpo de reactividad cruzada frente a IL-17A / F como se describe
en el presente documento). Los procedimientos contemplan el uso de un solo anticuerpo de reactividad cruzada o
una combinacién de dos o mas anticuerpos.

La invencién también proporciona composiciones que comprenden anticuerpos de IL-17A / F. Opcionalmente, las
composiciones de la invencion incluiran vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables. Preferentemente, las
composiciones incluirdn uno o mas anticuerpos IL-17A / F en una cantidad que es terapéuticamente eficaz para
tratar una afeccion patologica o enfermedad.
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Como tal, la presente invencion se refiere a composiciones y procedimientos utiles para el diagndstico y tratamiento
de enfermedades relacionadas con el sistema inmunitario en mamiferos, incluidos los seres humanos. La presente
invencion se basa en la identificacion de anticuerpos que se unen a IL-17A e IL-17F (incluyendo anticuerpos
agonistas y antagonistas) que o estimulan o inhiben la respuesta inmunitaria en mamiferos Las enfermedades
relacionadas con el sistema inmunolégico se pueden tratar suprimiendo o potenciando la respuesta inmunitaria. Los
anticuerpos que potencian la respuesta inmunitaria estimulan o potencian la respuesta inmunitaria a un antigeno.
Los anticuerpos que estimulan la respuesta inmunitaria se pueden utilizar terapéuticamente cuando el aumento de la
respuesta inmunitaria seria beneficioso. Como alternativa, los anticuerpos que suprimen la respuesta inmunitaria
atendan o reducen la respuesta inmunitaria a un antigeno (p. ej, anticuerpos neutralizantes) pueden utilizarse
terapéuticamente cuando la atenuacion de la respuesta inmunitaria seria beneficiosa (p. ej., inflamacion).

De acuerdo con lo anterior, los anticuerpos que se unen tanto a IL-17A como a IL-17F (también denominados en el
presente documento anticuerpos frente a IL-17A e IL-17F, IL-17A / F, n y / o de reactividad cruzada) de la presente
invencion y también son Utiles para preparar medicinas y medicamentos para el tratamiento de enfermedades
relacionadas con el sistema inmunoldgico e inflamatorias, incluyendo, por ejemplo, la artritis, la artritis psoriasica, la
artritis reumatoide, la esclerosis multiple, enfermedad intestinal inflamatoria, la colitis, la enfermedad de Crohn y la
psoriasis.

En un aspecto especifico, dichas medicinas y medicamentos comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de
un anticuerpo frente a IL-17A/F con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Preferentemente, la mezcla es estéril.

En otra realizacidn, la invencion se refiere a una composicion de materia que comprende el anticuerpo de IL-17A / F
mezclado con un vehiculo o excipiente. En un aspecto, la composicién comprende una cantidad terapéuticamente
eficaz del anticuerpo frente a IL-17A/F. En otro aspecto, cuando la composicién comprende un anticuerpo agonista
de IL-17A / F de este tipo, la composicion es util para: (a) potenciar la infiltracion de células inflamatorias en un tejido
de un mamifero en necesidad del mismo, (b) estimular o potenciar una respuesta inmunitaria en un mamifero que lo
necesite, (¢) aumentar la proliferacion de linfocitos T en un mamifero que lo necesite en respuesta a un antigeno, (d)
estimular la actividad de los linfocitos T o (e) aumentar la vascularizacién y la permeabilidad. En otro aspecto,
cuando la composicion comprende un anticuerpo antagonista de IL-17A / F de este tipo, la composicion es util para:
(a) disminuir la infiltracion de células inflamatorias en un tejido de un mamifero en necesidad del mismo, (b) inhibir o
reducir una respuesta inmunitaria en un mamifero que lo necesite, (c) disminuir la actividad de linfocitos T o (d)
disminuir la proliferacion de los linfocitos T en un mamifero que lo necesite en respuesta a un antigeno. En otro
aspecto, la composicidon comprende un ingrediente activo adicional, que puede, por ejemplo, ser un anticuerpo
adicional o un agente citotoxico o quimioterapéutico. Preferentemente, la composicion es estéril.

En otra realizacion, la invencion se refiere a un procedimiento de tratamiento de un trastorno inmunoldégico
relacionado en un mamifero que lo necesite, que comprende administrar al mamifero una cantidad terapéuticamente
eficaz de un anticuerpo agonista o antagonista de IL-17A / F.

El trastorno inmunoldgico relacionado se selecciona del grupo que consiste en artritis, artritis psoriasica, artritis
reumatoide, esclerosis multiple, enfermedad intestinal inflamatoria, colitis, enfermedad de Crohn y psoriasis.

Opcionalmente, el anticuerpo es un anticuerpo humanizado, fragmento de anticuerpo o anticuerpo monocatenario. El
anticuerpo puede marcarse y puede inmovilizarse sobre un soporte sélido. En un aspecto adicional, el anticuerpo es
un fragmento de anticuerpo, un anticuerpo monocatenario o un anticuerpo antiidiotipico

Los procedimientos para producir el mismo también se describen en el presente documento, en el que dichos
procedimientos comprenden cultivar una célula huésped que comprende un vector que comprende la molécula de
acido nucleico codificante apropiada en condiciones adecuadas para la expresion de dicho anticuerpo y recuperar
dicho anticuerpo del cultivo celular.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona una composicion que comprende el anticuerpo de IL-17A / F
mezclado con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En un aspecto, la composicién comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz del anticuerpo. Preferentemente, la composiciéon es estéril. La composicion se puede
administrar en forma de una formulacion farmacéutica liquida, que puede conservarse para conseguir una
estabilidad en almacenamiento prolongado. El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal, un fragmento de
anticuerpo, un anticuerpo humanizado, o un anticuerpo monocatenario.

La invencién proporciona un anticuerpo aislado producido por el hibridoma con la designacion en el depésito de
patentes de la ATCC PTA-7988 en el que el anticuerpo reduce la actividad proinflamatoria del polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 2 o un fragmento del mismo y el polipéptido que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 4 o un fragmento del mismo.

La invencién proporciona un hibridoma de (designacion en el depdsito de patente de la ATCC PTA-7988 vy el
anticuerpo producido por el hibridoma.

B) Definiciones
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En la descripcion siguiente se usan ampliamente una serie de términos. Las definiciones siguientes se proporcionan
para facilitar la comprensién de la invencion.

Los anticuerpos "(Abs) y las "inmunoglobulinas" (Igs) son glucoproteinas que tienen las mismas caracteristicas
estructurales. Mientras que los anticuerpos presentan especificidad de unién a un antigeno especifico, las
inmunoglobulinas incluyen tanto anticuerpos como otras moléculas similares a anticuerpos que carecen de
especificidad antigénica. .Los polipéptidos de la uUltima clase se producen, por ejemplo, a niveles bajos en el sistema
linfatico y a niveles aumentados en los mielomas. Por tanto, como se usa en el presente documento, el término
“anticuerpo” o la expresion “péptido(s) de anticuerpo(s)” se refiere a un anticuerpo intacto o a un fragmento de unién
del mismo que compite con el anticuerpo intacto para la unién especifica e incluye anticuerpos biespecificos
quiméricos, humanizados y completamente humanos. En ciertas realizaciones, los fragmentos de unién se producen
mediante técnicas de ADN recombinante. En realizaciones adicionales, los fragmentos de unién se producen
mediante escision enzimatica o quimica de anticuerpos intactos. Los fragmentos de unién incluyen, entre otros, Fab,
Fab', F(ab'),, Fv y anticuerpos monocatenarios. Los “anticuerpos e inmunoglobulinas nativos” normalmente son
glucoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente 150 kDa compuestas por dos cadenas ligeras (L) idénticas y
dos cadenas pesadas (H) idénticas. Cada cadena ligera esta unida a una cadena pesada mediante un enlace
covalente disulfuro, aunque el numero de enlaces disulfuro entre las cadenas pesadas de diferentes isotipos de
inmunoglobulina varia. Cada cadena pesada y ligera también tienen puentes disulfuro intracatenarios separados de
forma regular. Cada cadena pesada tiene, en un extremo, un dominio variable (VH) seguido por una serie de
dominios constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable (VL) en un extremo y un dominio constante en su
otro extremo; el dominio constante de la cadena ligera esta alineado con el primer dominio constante de la cadena
pesada y el dominio variable de la cadena ligera esta alineado con el dominio variable de la cadena pesada. Se cree
que algunos residuos de aminoacidos concretos forman una interfaz entre los dominios variables de las cadenas
ligera y pesada (Clothia y col., J. Mol. Biol. 186:651 (1985); Novotny and Haber, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
82:4592 (1985)).

La expresion “anticuerpo aislado”, como se usa en el presente documento, hace referencia a un anticuerpo que se
ha identificado y separado y/o recuperado de un componente de su ambiente natural. Componentes contaminantes
de su ambiente natural son materiales que interferirian con los usos diagndsticos o terapéuticos del anticuerpo y
pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteinaceos o no proteinaceos. En realizaciones preferidas, el
anticuerpo se purificara (1) hasta mas del 95% en peso del anticuerpo determinado mediante el método de Lowry vy,
lo mas preferentemente, mas del 99% en peso, (2) hasta un grado suficiente para obtener al menos 15 residuos
internos o en el extremo N de la secuencia de aminoacidos mediante el uso de un secuenciador de taza giratoria o
(3) hasta homogeneidad mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras o no reductoras usando tincién con azul
de Coomassie o, preferentemente, con plata. El anticuerpo aislado incluye el anticuerpo in situ dentro de las células
recombinantes, ya que al menos un componente del entorno natural del anticuerpo no estara presente. No obstante,
habitualmente el anticuerpo aislado se preparara en al menos una etapa de purificacion.

Un anticuerpo anti-IL-17Ay /o IL-17F y / o IL-17A / F "variante", se refiere en el presente documento a una molécula
que difiere en la secuencia de aminoacidos de una secuencia de aminoacidos del anticuerpo “parental” frente a IL-
17A | F ylo anti-IL-17 y/o IL-17A/F en virtud de la adicién, delecion y / o sustitucion de uno o mas residuos de
aminoacidos en la secuencia del anticuerpo parental. En la realizacion preferida, la variante comprende una o mas
sustitucion(es) de amino acido(s) en una o mas regién(es) hipervariable(s) del anticuerpo parental. Por ejemplo, la
variante puede comprender al menos uno, por ejemplo, de aproximadamente uno a aproximadamente diez, v,
preferentemente, de aproximadamente dos a aproximadamente cinco sustituciones en una o mas regiones
hipervariables del anticuerpo parental. Habitualmente. La variante tendra una secuencia de aminoacidos que tiene
una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos un 75% con las secuencias del dominio variable de las
cadenas pesada o ligera del anticuerpo parental, mas preferentemente al menos 80%, mas preferentemente al
menos 85%, mas preferentemente al menos 90 %, y lo mas preferentemente al menos 95%. Identidad u homologia
con respecto a esta secuencia se define en el presente documento como el porcentaje de residuos de aminoacidos
en la secuencia candidata que son idénticos a los residuos de anticuerpo parental, tras alinear las secuencias e
introducir huecos, en caso necesario, para alcanzar el porcentaje maximo de identidad de secuencia. No se debe
interpretar que extensiones, deleciones o inserciones en el extremo N, el extremo C o internas en la secuencia de
anticuerpos afectan a la identidad o la homologia de secuencia. La variante retiene la capacidad de unirse a la IL-
17Ay /o la IL-17F humanas y, preferentemente, tiene propiedades que son superiores a las del anticuerpo parental.
Por ejemplo, la variante puede tener una afinidad de unién mas fuerte, una capacidad mejorada para inhibir la
inflamacion inducida por IL-17A y / o IL-17F. Para analizar dichas propiedades, se debe comparar una forma Fab de
la variante a una forma Fab del anticuerpo parental o una forma de longitud completa de la variante a una forma de
longitud completa del anticuerpo parental, por ejemplo, ya que se ha encontrado que el formato del anticuerpo anti-
IL-17A y / o IL-17F y / o IL-17A | F afecta a su actividad en los ensayos de actividad biolégica descritos en el
presente documento El anticuerpo variante de particular interés en el presente documento es uno que muestra al
menos aproximadamente 10 veces, preferentemente al menos aproximadamente 20 veces, y lo mas
preferentemente al menos aproximadamente 50 veces, la mejora de la actividad biolégica cuando se compara con el
anticuerpo parental.

El término "anticuerpo parental" tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un anticuerpo que esta
codificado por una secuencia de aminoacidos utilizada para la preparacion de la variante. Preferentemente, el
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anticuerpo parental tiene una regidon marco humana y, si esta presente, tiene region(es) constante(s) del anticuerpo
humano. Por ejemplo, el anticuerpo parental puede ser un anticuerpo humanizado o humano.

El término "agonista" se refiere a cualquier compuesto, incluidos una proteina, polipéptido, péptido, anticuerpo,
fragmento de anticuerpo, molécula grande o molécula pequefia (menor de 10 kDa), que incremente la actividad,
activacion o funcion de otra molécula.

El término "antagonista" se refiere a cualquier compuesto, incluidos una proteina, polipéptido, péptido, anticuerpo,
fragmento de anticuerpo, molécula grande o molécula pequefia (menor de 10 kDa), que disminuye la actividad,
activacion o funcion de otra molécula.

El término "unién de un polipéptido de la invenciéon a un ligando" incluye, entre otros, la union de un polipéptido
ligando de la presente invencidn a un receptor; la unién de un polipéptido receptor de la presente invenciéon a un
ligando; la unién de un anticuerpo de la presente invencién a un antigeno o epitopo; la unién de un antigeno o
epitopo de la presente invencién a un anticuerpo; la unién de un anticuerpo de la presente invencién a un anticuerpo
antiidiotipico; la unién de un anticuerpo antiidiotipico de la presente invencién a un ligando; la unién de un anticuerpo
antiidiotipico de la presente invencién a un receptor; la unién de un anticuerpo antiidiotipico de la presente invencién
a un ligando, receptor o anticuerpo, etc.

Se entiende que un “anticuerpo bivalente” aparte de un anticuerpo “multiespecifico” o “multifuncional”, en ciertas
realizaciones, comprende sitios de union que tienen idéntica especificidad antigénica.

Un anticuerpo “biespecifico” o “bifuncional” es un anticuerpo hibrido que tiene dos pares de cadena pesadalligera
diferentes y dos sitios de union diferentes. Los anticuerpos biespecificos se pueden producir mediante diversos
procedimientos, incluidos, entre otros, fusidon de hibridomas o unién de los fragmentos Fab'. Véase, por ejemplo,
Songsivilai & Lachmann (1990), Clin. Exp. Immunol. 79:315 - 321; Kostelny y col., (1992), J. Immunol. 148:1547 -
1553.

La expresion "anticuerpo quimérico” o "anticuerpos quiméricos" se refiere a anticuerpos cuyos genes de las cadenas
pesadas y ligeras se han construido, tipicamente por ingenieria genética, a partir de genes de las regiones variables
y constantes de inmunoglobulina que pertenecen a especies diferentes. Por ejemplo, los segmentos variables de los
genes de un anticuerpo monoclonal de ratén pueden unirse a segmentos constantes humanos, tales como gamma 1
y gamma 3. Un anticuerpo quimérico terapéutico tipico es, por tanto, una proteina hibrida compuesta por el dominio
variable o de unioén al antigeno de un anticuerpo de ratén y el dominio constante de un anticuerpo humano, aunque
pueden utilizarse otras especies de mamiferos. Especificamente, un anticuerpo quimérico se produce por tecnologia
de ADN recombinante en la que la totalidad o parte de las regiones bisagra y constante de una cadena ligera de
inmunoglobulina, cadena pesada, o ambas, se han sustituido por las regiones correspondientes de la cadena ligera
o la cadena pesada de la inmunoglobulina de otro animal. De esta manera, la porcion de unién al antigeno del
anticuerpo monoclonal parental se injerta en la estructura basica vertebral del anticuerpo de otra especie. Un
enfoque, descrito en el documento EP 0239400 de Winter y col., describe la sustitucion de regiones determinantes
de la complementariedad (CDR) de una especie por las de otra especie, tales como la sustitucion de las CDR de los
dominios de la regién variable de las cadenas pesadas y ligeras de la inmunoglobulina por las CDR de los dominios
de la region variable de ratdén. Estos anticuerpos alterados pueden combinarse posteriormente con regiones
constantes de inmunoglobulina humana para formar anticuerpos que son humanos, excepto por las CDR murinas
sustituidas que son especificas del antigeno. Los procedimientos para el injerto de las regiones CDR de anticuerpos
se pueden encontrar en, por ejemplo, Riechmann y col., (1988) Nature 332:323 - 327 y Verhoeyen y col., (1988)
Science 239:1534 - 1536.

La expresién "titulo de neutralizacion eficaz" tal como se utiliza en el presente documento se refiere a la cantidad de
anticuerpo que corresponde a la cantidad presente en el suero de los animales (rata humana o de algoddn) que se
ha demostrado que es clinicamente eficaz (en seres humanos) o para reducir el virus en un 99% en, por ejemplo,
ratas de algodon. La reduccion del 99% se define mediante la exposicion especifica de, por ejemplo, 10° upf, 10"
ufp, 105upf, 10° upf, 107 upf, 108 upf, o 10° upf) del VSR.

Como se usa en el presente documento, el término “epitopo” se refiere a la porcion de un antigeno al que se une
especificamente un anticuerpo monoclonal. Por tanto, el término “epitopo” incluye cualquier determinante proteico
capaz de unirse de forma especifica a una inmunoglobulina o receptor de linfocitos T. Los determinantes epitopicos
normalmente constan de grupos de superficie quimicamente de moléculas, tales como aminoacidos o cadenas
laterales de azlcar y normalmente tienen caracteristicas estructurales tridimensionales, asi como caracteristicas de
carga especificas. Mas especificamente, el término “epitopo de IL-17A”, “epitopo de IL-17F” y/o “epitopo de IL-
17A/F” como se usa en el presente documento, se refiere a una porcién de un polipéptido correspondiente que tiene
actividad antigénica o inmunogénica en un animal, preferentemente en un mamifero, y, mas preferentemente, en un
ratén o un ser humano. Un epitopo que tiene actividad inmunogénica es una porcion de un polipéptido de IL-17A y/o
IL-17F que produce una respuesta de anticuerpo en un animal. Un epitopo que tiene actividad antigénica es una
porcién de un polipéptido de IL-17A y/o IL-17F al que un anticuerpo se une inmunoespecificamente, segun se
determina mediante cualquier procedimiento bien conocido en la técnica, por ejemplo mediante inmunoensayos. Los
epitopos antigénicos no necesariamente tienen que ser inmunogénicos. Dichos epitopos pueden ser de naturaleza
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lineal o pueden ser un epitopo discontinuo. Por lo tanto, tal como se utiliza en el presente documento, la expresién
"epitopo conformacional" se refiere a un epitopo discontinuo formado por una relacion espacial entre los
aminoacidos de un antigeno distinto de una serie interrumpida de aminoacidos. Mas especificamente, el término
epitopo abarca los epitopos segun se define en el presente documento, ya que se aplican tanto a IL-17A como a IL-
17F.

El término "epitopo marcado" cuando se usa en el presente documento se refiere al anticuerpo anti-IL-17A y / o anti-
IL-17F y / o anti-IL-17A / F fusionado a un "marcador de epitopo". El polipéptido marcador de epitopo tiene
suficientes residuos para proporcionar un epitopo contra el que se puede fabricar un anticuerpo, aunque es lo
bastante corto como para no interferir en la actividad de los anticuerpos de la presente invencién. La marca de
epitopo preferentemente es lo suficientemente Unica como para que el anticuerpo contra el mismo no reaccione de
forma cruzada con otros epitopos. Los polipéptidos marcadores adecuados generalmente tienen al menos 6
residuos de aminoacidos y habitualmente entre aproximadamente 8-50 residuos de aminoacidos (preferentemente
entre aproximadamente 9-30 residuos). Los ejemplos incluyen el polipéptido marcador de la HA de la gripe y su
anticuerpo 12CA5 (Field y col., Mol.Celular.Biol.8:2159-2165 (1988)); el marcador c-myc y los anticuerpos 8F9, 3C7,
6E10, G4, B7 y 9E10 frente al mismo (Evan y col., Mol.Celular.Biol.5 (12) :3610-3616 (1985)); y el marcador de la
glicoproteina D del virus del herpes simple (gD) y su anticuerpo (Paborsky y col., Protein Engineering 3 (6): 547-553
(1990)). En ciertas realizaciones, el marcador de epitopo es un "epitopo de union a receptor de rescate”. Como se
usa en el presente documento, la expresion "epitopo de unién a receptor de rescate" se refiere a un epitopo de la
region Fc de una molécula de IgG (por ejemplo, 1gG1, IgG2, 1gGs, o 1gG4) que es responsable del aumento de la
semivida en suero in vivo de la molécula de IgG.

El término “fragmento”, como se usa en el presente documento, se refiere a un péptido o polipéptido que comprende
una secuencia de aminoacidos de al menos 5 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 10 residuos de
aminoacidos contiguos, al menos 15 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 20 residuos de aminoacidos
contiguos, al menos 25 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 40 residuos de aminoacidos contiguos, al
menos 50 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 60 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 70
residuos de aminoacidos contiguos, al menos 80 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 90 residuos de
aminoacidos contiguos, al menos 100 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 125 residuos de aminoacidos
contiguos, al menos 150 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 175 residuos de aminoacidos contiguos, al
menos 200 residuos de aminoacidos contiguos o al menos 250 residuos de aminoacidos contiguos de la secuencia
de aminoacidos de un polipéptido de 11 - 17A o IL-17F o un anticuerpo que se une inmunoespecificamente a un
polipéptido de IL - 17A o de IL-17F o de IL-17A e IL-17F.

Como se usa en el presente documento, el término “inmunoglobulina” se refiere a una proteina que consiste en uno
o mas polipéptidos codificados sustancialmente por genes de inmunoglobulina. Una forma de inmunoglobulina
constituye la unidad estructural basica de un anticuerpo. Esta forma es un tetramero y consta de dos pares idénticos
de cadenas de inmunoglobulina, en la que cada par tiene una cadena ligera y una cadena pesada. En cada par, las
regiones variables de las cadenas ligera y pesada son, juntas, responsables de la unién a un antigeno, y las
regiones constantes son responsables de las funciones efectoras de anticuerpo.

Las “cadenas ligeras” de inmunoglobulina de longitud completa (aproximadamente 25 kDa o 214 aminoacidos) estan
codificadas por un gen de la region variable en el extremo NH2 (aproximadamente 110 aminoacidos) y un gen de la
region constante kappa o lamdba en el extremo COOH. Las “cadenas pesadas” de inmunoglobulinas de longitud
completa (aproximadamente 50 kDa o 446 aminoacidos) estan codificadas, de forma similar, por el gen de la regién
variable (aproximadamente 116 aminoacidos) y uno de los otros genes de la regiéon constante mencionados en lo
que antecede (aproximadamente 330 aminoacidos). Las cadenas pesadas se clasifican en gamma, mu, alfa, delta o
epsilon, y definen el isotipo del anticuerpo como IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente. Dentro de las cadenas
ligera y pesada, las regiones variables y constantes estan unidas por una region "J" de aproximadamente 12 o mas
aminoacidos, la cadena pesada también incluye una regién "D" de aproximadamente 10 aminoacidos mas. (Véase,
generalmente, Fundamental Immunology (Paul, W., ed., 2nd ed. Raven Press, N.Y., 1989), Ch. 7.

Una region variable de las cadenas ligera o pesada de inmunoglobulina consiste en una regidon "marco” interrumpida
por tres regiones hipervariables. Por tanto, la expresion "region hipervariable” se refiere a los residuos aminoacidos
de un anticuerpo que son responsables de la union al antigeno. La region hipervariable comprende residuos
aminoacidos de una “Region Determinante de la complementariedad” o “CDR” (es decir, los residuos 24-34 (L1), 50-
56 (L2) y 89-97 (L3) en el dominio variable de la cadena ligera 'y 31-35 (H1), 50-65 (H2) y 95-102 (H3) en el dominio
variable de la cadena pesada; Kabat y col., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed. Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)) y/o los residuos de un "bucle hipervariable" (es decir,
los residuos 26-32 (L1), 5052 (L2) y 91-96 (L3) en el dominio variable de la cadena ligera y 26-32 (H1), 53-55 (H2) y
96-101 (H3) en el dominio variable de la cadena pesada; Chothia y Lesk, 1987, J. Mol. Biol. 196:901-917). 901 -
917). “Region Marco" o residuos "FR" son aquellos residuos del dominio variable diferentes de los residuos de la
region hipervariable tal como se define en el presente documento. Las secuencias de las regiones marco de
diferentes cadenas ligeras o pesadas se conservan relativamente dentro de una especie. Por tanto, una "region
marco humana” es una region marco que es sustancialmente idéntica (aproximadamente el 85% o mas, por lo
general 90-95% o mas) a la regién marco de una inmunoglobulina humana de origen natural. La region estructural
de un anticuerpo, es decir las regiones marco combinadas de las cadenas ligera y pesada constituyentes, sirve para
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posicionar y alinear las CDR. Las CDR son principalmente responsables de la unién a un epitopo de un antigeno.

De acuerdo con lo santerior, el término inmunoglobulina "humanizada" se refiere a una inmunoglobulina que
comprende una regién marco humana y una o mas CDR de una inmunoglobulina no humana (por lo general un
ratén o rata). La inmunoglobulina no humana que proporciona las CDR se denomina "donante" y la inmunoglobulina
humana que proporciona el marco se denomina "aceptor”. Las regiones constantes no tienen que estar presenter,
pero si lo estan, deben ser sustancialmente idénticas a las regiones constantes de la inmunoglobulina humana, es
decir, al menos aproximadamente 85-90%, preferentemente de aproximadamente 95% o mas idénticas. Por tanto,
todas las partes de una inmunoglobulina humanizada, excepto posiblemente las CRD, son sustancialmente idénticas
a las partes correspondientes de las secuencias de inmunoglobulina humana natural. Un "anticuerpo humanizado"
es un anticuerpo que comprende una cadena ligera humanizada y una cadena pesada humanizada de
inmunoglobulina. Por ejemplo, un anticuerpo humanizado no abarcaria un anticuerpo quimérico tipico como se ha
definido anteriormente, por ejemplo, debido a que toda la regién variable de un anticuerpo quimérico es no humana.

Como se usa en el documento, la expresion “anticuerpos humanos” incluye los anticuerpos que tienen una
secuencia de aminoacidos de una inmunoglobulina humana e incluye anticuerpos aislados de bibliotecas de
inmunoglobulinas humanas o de animales transgénicos para una o mas inmunoglobulinas humanas y que no
expresan inmunoglobulinas endégenas, como describen, por ejemplo, Kucherlapati y col., en la patente de EE.UU.
N° 5.939.598.

La expresion “anticuerpos genéticamente alterados” significa anticuerpos en los que la secuencia de aminoacidos se
ha modificado con respecto a la de un anticuerpo nativo. Debido a la relevancia de las técnicas de ADN
recombinante en la generacion de anticuerpos, no es necesario limitarlos a las secuencias de aminoacidos que se
encuentran en los anticuerpos naturales; los anticuerpos pueden redisefarse para obtener las caracteristicas
deseadas. Las posibles variaciones son muchas y varian desde el cambio de solo uno o unos pocos aminoacidos a
el redisefio completo de, por ejemplo, la region variable o constante. Los cambios en la region constante se
realizaran, en general, con el fin de mejorar o alterar las caracteristicas, tales como fijacién del complemento,
interaccion con membranas y otras funciones efectoras. Los cambios en la region variable se realizaran con el fin de
mejorar las caracteristicas de union al antigeno.

Ademas de los anticuerpos, las inmunoglobulinas pueden existir en diversas otras formas, incluidos, por ejemplo
monocatenarios, Fv, Fab y (Fab');, asi como diacuerpos, anticuerpos lineales, anticuerpos hibridos multivalentes o
multiespecificos (como se ha descrito anteriormente y con detalle en: Lanzavecchia ct al., Eur. J. Immunol. 17, 105
(1987)) y en cadenas sencillas (e.g., Huston y col., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 85, 5879 - 5883 (1988) y Bird y col.,
Science, 242, 423 - 426 (1988). (Véase, generalmente, Hood y col., "Immunology”, Benjamin, N.Y., 22 ed. (1984), y
Hunkapiller and Hood, Nature, 323, 15 - 16 (1986).

” o«

Como se usa en el presente documento, las expresiones “Fv de cadena sencilla”, “anticuerpos de cadena sencilla”
“Fv” o “scFVv” se refieren a fragmentos de anticuerpos que comprenden las regiones variables de las cadenas
pesadas y ligeras, pero que carecen de las regiones constantes, pero dentro de una una cadena polipeptidica
sencilla. Generalmente, un anticuerpo monocatenario ademas comprende un ligador polipeptidico entre los dominios
VH y VL que le permite formar la estructura deseada que permitiria la unién al antigeno. Los anticuerpos
monocatenarios se tratan con detalle en Pluckthun in The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113,
Rosenburg and Moore eds. Springer-Verlag, New York, pp. 269 - 315 (1994). Se conocen varios procedimientos de
generacion de anticuerpos monocatenarios, incluyendo los descritos en las patentes de EE.UU. N° 4.694.778 y
5.260.203; la publicacién de solicirud de patente internacional n® WO 88/01649; Bird (1988) Science 242:423 - 442;
Huston y col., (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879 - 5883; Ward y col., (1989) Nature 334:54454; Skerra y
col., (1988) Science 242:1038 - 1041. En realizaciones especificas, los anticuerpos monocatenaruas también
pueden ser biespecificos y / o humanizados.

Un “fragmento Fab” esta compuesto por una cadena ligera y las regiones Cy1 y variable de una cadena pesada. La
cadena pesada de una molécula Fab no puede formar un puente disulfuro con otra molécula de la cadena pesada.

Un “fragmento Fab"™ contiene una cadena ligera y una cadena pesada que contiene mas de la region constante,
entre los dominios de Cx1 y Cx2, de modo que se puede formar un enlace disulfuro intercatenario entre dos cadenas
pesadas para formar una molécula F(ab'),.

”

Un “fragmento F(ab'),” contiene dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas que contienen una porcién de la region
constante, entre los dominios de Cx1 y Cn2, de modo que se puede formar un enlace disulfuro intercatenario entre
dos cadenas pesadas.

El término “diacuerpos” se refiere a pequefios fragmentos de anticuerpos con dos sitios de unién al antigeno, en los
que los fragmentos comprenden un dominio variable de la cadena pesada (Vy) conectado a un dominio variable de
la cadena ligera (VL) en la misma cadena polipeptidica (Vu-VL). Usando un ligador que sea demasiado corto para
permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, se fuerza a los dominios a emparejarse con
los dominios complementarios de otra cadena y crear dos sitios de union al antigeno. Los diacuerpos se describen
mas a fondo en, por ejemplo, el documento EP 404.097; el documento WO 93/11161; y Hollinger, y col., Proc. Natl.
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Acad. Sci. USA 90:64446448, (1993).

La expresidon de "anticuerpos lineales" se refiere a los anticuerpos descritos en Zapata y col.,, Protein Eng.
8(10):1057 - 1062 (1995). Brevemente, estos anticuerpos comprenden un par de segmentos Fd en tandem (VH-
CH1VH- CH1) que forman un par de regiones de unién al antigeno. Los anticuerpos lineales pueden ser
biespecificos 0 monoespecificos.

La expresion “fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional”’, como se usa en el presente documento,
se refiere a un fragmento polipeptidico que contiene al menos los dominios variables de las cadenas pesada y ligera
de inmunoglobulina. Un fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional de la invencién puede unirse a
un ligando, de modo que se evita la unién del ligando a su receptor, interrumpiendo la respuesta bioldgica que es el
resultado de la unién del ligando al receptor, o cualquier combinacion de los mismos. Preferentemente, un fragmento
de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional de la invencion se une especificamente tanto a IL-17A como a IL-
17F.

La expresion “anticuerpo monoclonal” como se usa en la presente memoria, no esta limitada a los anticuerpos
producidos mediante la tecnologia de hibridoma. La expresion "anticuerpo monoclonal” se refiere a un anticuerpo
que deriva de un unico clon, incluido un clon eucariota, procariota o de fago, y no el procedimiento por el cual se
produce.

Como se usa en el presente documento, "acido nucleico" o "molécula de acido nucleico" se refiere a polinucleétidos,
tales como acido desoxirribonucleico (ADN) o acido ribonucleico (ARN), oligonucledtidos, fragmentos generados
mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y fragmentos generados mediante cualquier unién, escision,
accion de endonucleasas y accion de exonucleasas. Las moléculas de acido nucleico pueden estar compuestas por
monoémeros que son nucledtidos naturales (tales como ADN y ARN) o analogos de los oligonucledtidos que se
producen en la naturaleza (p. €j., formas a-enantioméricas de nucleétidos que se producen en la naturaleza) o una
combinacion de ambos. Los nucledtidos modificados pueden tener alteraciones en restos de azicar y/o en restos de
bases pirimidinicas o puricas. Dichas modificaciones incluyen, por ejemplo, la sustitucién de uno o mas grupos
hidroxilo con halégenos, grupos alquilo, aminas y grupos azido, o los azucares pueden funcionalizarse como éteres
o ésteres. Ademas, la totalidad del resto de azucar se puede reemplazar con estructuras estérica y electronicamente
similares, tales como azucares aza y analogos de azucar carbociclico. Ejemplos de modificaciones en un resto de
base incluyen purinas y pirimidinas alquiladas, purinas o pirimidinas aciladas u otros sustitutos heterociclicos bien
conocidos. Los monémeros de acido nucleico pueden estar unidos mediante enlaces fosfodiéster o analogos de
dichos enlaces. Analogos de enlaces fosfodiéster incluyen fosforotioato, fosforoditioato, fosforoselenoato,
fosforodiselenoato, fosforoanilotioato, fosforoanilidato, fosforoamidato y similares. La expresion “molécula de acido
nucleico” también incluye los denominados “acidos nucleicos peptidicos”, que comprenden bases de acido nucleico
que se producen en la naturaleza o modificados unidas a un armazén de poliamida. Los acidos nucleicos pueden ser
monocatenarios o bicatenarios.

La expresiéon “complemento de una molécula de acido nucleico” se refiere a una molécula de acido nucleico que
tiene una secuencia de nucledtidos complementaria y orientaciéon inversa en comparaciéon con una secuencia de
nucledtidos de referencia. Por ejemplo, la secuencia 5' ATGCACGGG 3' es complementaria de 5' CCCGTGCAT 3.

La expresion “secuencia de nucledtidos degenerada” indica una secuencia de nucleétidos que incluye uno o mas
codones degenerados en comparacion con una molécula de acido nucleico de referencia que codifica un polipéptido.
Los codones degenerados contienen diferentes tripletes de nucleétidos, pero codifican el mismo residuo de
aminoacido (es decir, los tripletes GAU y GAC codifican ambos Asp).

La expresion “gen estructural” se refiere a una molécula de acido nucleico que se transcribe en un ARN mensajero
(ARNm), que después se traduce a una secuencia de aminoacidos caracteristica de un polipéptido especifico.

Una “molécula de acido nucleico aislada” es una molécula de acido nucleico que no esta integrada en el ADN
gendémico de un organismo. Por ejemplo, una molécula de ADN que codifica un factor de crecimiento que se ha
separado del ADN gendémico de una célula es una molécula de ADN aislada. Otro ejemplo de una molécula de acido
nucleico aislada es una molécula de acido nucleico sintetizada quimicamente que no esta integrada en el genoma
de un organismo. Una molécula de acido nucleico que se ha aislado de una especie concreta es mas pequefa que
la molécula de ADN completa de un cromosoma de dicha especie.

Una “construccion de molécula de acido nucleico” es una molécula de acido nucleico, monocatenaria o bicatenaria,
que se ha modificado mediante intervencion humana para contener segmentos de acido nucleico combinados o
yuxtapuestos en una disposicion que no existe en la naturaleza.

“ADN lineal” indica moléculas de ADN no circulares que tienen extremos 5' y 3' libres. EI ADN lineal se puede
preparar a partir de moléculas de ADN circular cerrado, tal como plasmidos, mediante digestion enzimatica o
alteracion fisica.

“ADN complementario (ADNc)” es una molécula de ADN monocatenario que se forma a partir de un molde de ARNm
mediante la enzima transcriptasa inversa. Normalmente, para el inicio de la transcripcion inversa se emplea un
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cebador complementario a las porciones de ARNm. Los expertos en la técnica también usan el término “ADNc” para
hacer referencia a una molécula de ADN bicatenario que consiste en dicha molécula de ADN monocatenario y su
hebra de ADN complementario. El término “ADNc” también se refiere a un clon de una molécula de ADNc sintetizada
a partir de un molde de ARN.

Un “promotor” es una secuencia de nucledtidos que dirige la transcripcion de un gen estructural. Normalmente, un
promotor se localiza en la region no codificadora 5’ de un gen, proximal al sitio de inicio de la transcripcion de un gen
estructural. Elementos de secuencia dentro de los promotores que funcionan al inicio de la transcripcion a menudo
se caracterizan por secuencias de nucleétidos consenso. Estos elementos promotores incluyen sitios de union para
la ARN polimerasa, secuencias TATA, secuencias CAAT, elementos especificos de diferenciacion (DSE; McGehee y
col., Mol. Endocrinol. 7:551 (1993)), elementos de respuesta al AMP ciclico (CRE), elementos de respuesta al suero
(SRE; Treisman, Seminars in Cancer Biol 1:47 (1990)), elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE); y sitios de
union para otros factores de transcripcion, tales como CRE/ATF (O'Reilly y col., J. Biol. Chem. 267:19938 (1992)),
AP2 (Ye y col., J. Biol. Chem. 269:25728 (1994)), SP1, proteina de union al elemento de respuesta al AMP ciclico
(CREB; Loeken, Gene Expr. 3:253 (1993)) y factores octameros (véase, en general, Watson y col., eds., Molecular
Biology of the Gene, 42 ed. (The Benjamin/Cummings Publishing Company, Inc. 1987), y Lemaigre and Rousseau,
Biochem. J. 303:1 (1994)). Si un promotor es un promotor inducible, la velocidad de la transcripcién aumenta en
respuesta a un agente inductor. Por el contrario, la velocidad de la transcripcion no esta regulada por un agente
inductor si el promotor es un promotor constitutivo. También se conocen promotores represibles.

Un “promotor nucleo” contiene secuencias de nucleotidos esenciales para la funciéon del promotor, incluida la caja
TATA y el inicio de la transcripcion. Mediante esta definicion, un promotor nicleo puede o no tener actividad
detectable en ausencia de secuencias especificas que pueden potenciar la actividad o conferir actividad especifica
de tejido.

Un “elemento regulador” es una secuencia de nucledtidos que modula la actividad de un promotor central. Por
ejemplo, un elemento regulador puede contener una secuencia de nucleétidos que se une con factores celulares, lo
que permite la transcripcion exclusiva o preferentemente en células, tejidos u organulos concretos. Estos tipos de
elementos reguladores normalmente estan asociados con genes que se expresan de un modo “especifico de célula”,
“especifico de tejido” o “especifico de organulo”.

Un “potenciador” es un tipo de elemento regulador que puede incrementar la eficiencia de la transcripcion, con
independencia de la distancia u orientacion del potenciador con respecto al sitio de inicio de la transcripcion.

“ADN heterdlogo” se refiere a una molécula de ADN o una poblacién de moléculas de ADN que no existe de forma
natural dentro de una célula huésped dada. Las moléculas de ADN heterélogas de una célula huésped concreta
puede contener ADN derivado de la especie de célula huésped (es decir, ADN enddgeno) siempre que el ADN
huésped se combine con un ADN no huésped (es decir, ADN exdgeno). Por ejemplo, una molécula de ADN que
contiene un segmento de ADN no huésped que codifica un polipéptido unido operablemente a un segmento de ADN
huésped que comprende un promotor de la transcripcion se considera una molécula de ADN heterdlogo. Por el
contrario, una molécula de ADN heterélogo puede comprender un gen enddgeno unido operablemente a un
promotor exdégeno. Como otra ilustracion, una molécula de ADN que comprende un gen derivado de una célula
silvestre se considera ADN heterdlogo si dicha molécula de ADN se introduce en una célula mutante que carece del
gen silvestre.

Un “polipéptido” es un polimero de residuos de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos, producidos de forma
natural o sintética. Los polipéptidos de menos de aproximadamente 10 residuos de aminoacidos normalmente se
denominan “péptidos”.

Una “proteina” es una macromolécula que comprende una o mas cadenas polipeptidicas. Una proteina puede
también comprender componentes no peptidicos, tales como grupos carbohidrato. La célula en la que se produce la
proteina puede afadir carbohidratos y otros sustituyentes no peptidicos y esto variara con el tipo de célula. En el
presente documento, las proteinas se definen en términos de sus estructuras armazon de aminoacido; en general,
no se especifican sustituyentes tales como grupos carbohidrato, pero en cualquier caso pueden estar presentes.

Un péptido o polipéptido codificado por una molécula de ADN no huésped es un péptido o polipéptido “heterdlogo”.

Un “vector de clonacion” es una molécula de acido nucleico, tal como un plasmido, un céosmido o un bacteriéfago,
que tiene la capacidad de replicarse de forma auténoma en una célula huésped. Normalmente, los vectores de
clonacién contienen uno o un nimero pequefio de sitios de reconocimiento para endonucleasas de restriccion que
permiten la inserciéon de una molécula de acido nucleico de un modo determinable sin pérdida de una funcién
bioldgica esencial del vector, asi como secuencias de nucleétidos que codifican un gen marcador que es adecuado
para usar en la identificacion y seleccién de células transformadas con el vector de clonacién. Normalmente, los
genes marcadores incluyen genes que proporcionan resistencia a la tetraciclina o resistencia a ampicilina.

Un “vector de expresiéon” es una molécula de acido nucleico que codifica un gen que se expresa en una célula
huésped. Normalmente, un vector de expresion comprende un promotor de la transcripcion, un gen y un terminador
de la transcripcion. Normalmente, la expresion génica esta bajo el control de un promotor y se dice que dicho gen

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2463482 T3

esta “unido operablemente al” promotor. De forma similar, un elemento regulador y un promotor central estan unidos
operablemente si el elemento regulador modula la actividad del promotor central.

Un “huésped recombinante” es una célula que contiene una molécula de acido nucleico heterélogo, tal como un
vector de clonacion o vector de expresion. En el presente contexto, un ejemplo de un huésped recombinante es una
célula que produce IL-17RA a partir de un vector de expresion. En contraste con ello, una célula, que es una “fuente
natural” de 1L-17RA y que carece de un vector de expresion, puede producir IL-17RA .

“Transformantes de integracion” son células huésped recombinantes en las que el ADN heterdlogo se ha integrado
en el ADN genémico de las células.

Una “proteina de fusién” es una proteina hibrida expresada por una molécula de acido nucleico que comprende
secuencias de nucledtidos de al menos dos genes. Por ejemplo, una proteina de fusion puede comprender al menos
parte de un polipéptido de IL-17RA condensado con un polipéptido que se une a una matriz de afinidad. Dicha
proteina de fusién proporciona un medio para aislar grandes cantidades de IL-17RA usando cromatografica de
afinidad.

El término “receptor” indica una proteina asociada a la célula que se une a una molécula bioactiva denominada
“ligando". Esta interaccion participa en el efecto del ligando sobre la célula. Los receptores pueden estar unidos a la
membrana, ser citosolicos o nucleares, monoméricos (p. €j., el receptor de la hormona estimulante del tiroides,
receptor beta adrenérgico) o multiméricos (p. €j., un receptor de PDGF, receptor de la hormona de crecimiento,
receptor de IL-3, receptor de GM-CSF, receptor de G-CSF, receptor de eritropoyetina y receptor de IL-6). Los
receptores unidos a la membrana se caracterizan por una estructura de multiples dominios que comprende un
dominio extracelular de unién al ligando y un dominio efector intracelular que normalmente esta implicado en la
transduccion de la sefial. En ciertos receptores unidos a membrana, el dominio extracelular de unién al ligando y el
dominio efector intracelular se localizan en polipéptidos separados que comprenden el receptor funcional completo.

En general, la unidn del ligando al receptor tiene como resultado un cambio conformacional en el receptor que
produce una interaccion entre el dominio efector y otra(s) molécula(s) en la célula, lo que a si vez conduce a una
alteracion en el metabolismo de la célula. Los acontecimientos metabdlicos que a menudo estan vinculados a
interacciones receptor-ligando incluyen la trasncripcion génica, la fosforilacion, la defosforilacion, incrementos en la
producciéon de AMP ciclico, movilizaciéon del calcio celular, movilizaciéon de los lipidos de membrana, adhesién
celular, hidrélisis de lipidos de inositol e hidrélisis de fosfolipidos.

La expresion “secuencia sefal secretora” indica una secuencia de ADN que codifica un péptido (un “péptido
secretor”) que, como componente de un polipéptido mas grande, dirige al polipéptido mas grande a través de una
via secretora de una célula en la que se sintetiza. Normalmente, el polipéptido mas grande se escinde para eliminar
el péptido secretor durante el transito a través de la via secretora.

Un “polipéptido aislado” es un polipéptido que esencialmente carece de componentes celulares contaminantes, tales
como hidratos de carbono, lipidos u otras impurezas proteinaceas asociadas con el polipéptido en la naturaleza.
Normalmente, una preparacion de polipéptido aislado contiene el polipéptido en una forma altamente purificada, es
decir una pureza de al menos aproximadamente 80%, de al menos aproximadamente 90%, de al menos
aproximadamente 95%, de una pureza superior al 95%, tal como 96%, 97% o 98% o mas puro, o superior al 99% de
pureza. Un modo de mostrar que una preparacion de proteinas concreta contiene un polipéptido aislado es mediante
la aparicion de una Unica banda tras la electroforesis en gel de dodecilsulfato sédico (SDS)-poliacrilamida de la
preparacion de proteinas y la tincion del gel con azul de Coomassie brillante. No obstante, el término “aislado” no
excluye la presencia del mismo polipéptido en formas fisicas alternativas, tales como dimeros o, como alternativa,
formas glicosiladas o derivadas.

Los términos “amino terminal” y “carboxi terminal” se usan en el presente documento para indicar las posiciones
dentro de los polipéptidos. Cuando el contexto lo permite, estos términos se usan con referencia a una secuencia o
porcidon concreta de un polipéptido para indicar proximidad o posicion relativa. Por ejemplo, una determinada
secuencia en posicion carboxi terminal a una secuencia de referencia dentro de un polipéptido se localiza proximal al
extremo carboxilo de la secuencia de referencia, pero no necesariamente esta en el extremo carboxilo del
polipéptido completo.

El término “expresion” se refiere a la biosintesis de un producto génico. Por ejemplo, en el caso de un gen
estructural, la expresion implica la transcripcion del gen estructural en el ARNm y la traduccion del ARNm en uno o
mas polipéptidos.

Como se usa en el presente documento, el término “inmunomodulador” incluye citocinas, factores de crecimiento de
células madre, linfotoxinas, moléculas coestimuladoras, factores hematopoyéticos y similares, y analogos sintéticos
de estas moléculas.

La expresién “par de complemento/anti-complemento” indica restos no idénticos que forman un par estable asociado
de forma no covalente en las condiciones adecuadas. Por ejemplo, la biotina y la avidina (o estreptavidina) son
miembros prototipo de un par de complemento/anti-complemento. Otros pares complemento/anti-complemento de
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ejemplo incluyen pares de receptor/ligando, anticuerpo/antigeno (o hapteno o epitopo), pares de polinucleétidos
sentido/antisentido y similares. Cuando se desea la posterior disociacion del par complemento/anti-complemento, el
par complemento/anti-complemento tiene, preferentemente, una afinidad de unién inferior a 10°M™.

Como se usa en el presente documento, un “agente terapéutico” es una molécula o atomo que esta conjugada a un
resto anticuerpo para producir un conjugado que es util para terapia. Ejemplos de agentes terapéuticos incluyen
farmacos, toxinas, inmunomoduladores, quelantes, compuestos de boro, agentes o pigmentos fotoactivos y
radioisotopos.

Un “indicador detectable” es una molécula o atomo que puede estar conjugada a un resto anticuerpo para producir
una molécula util para diagnéstico. Ejemplos de indicadores detectables incluyen quelantes, agentes fotoactivos,
radiois6topos, agentes fluorescentes, iones paramagnéticos u otros restos marcadores.

La expresion “marcador de afinidad” se usa en el presente documento para indicar un segmento polipeptidico que se
puede fijar a un segundo polipéptido para proporcionar purificacion o deteccion del segundo polipéptido o
proporcionar sitios de union del segundo polipéptido a un sustrato. En principio, se puede usar cualquier péptido o
proteina para la cual existe un anticuerpo u otro agente de union especifico como marcador de afinidad. Los
marcadores de afinidad incluyen una cola de polihistidina, proteina A (Nilsson y col., EMBO J. 4:1075 (1985); Nilsson
y col., Methods Enzymol. 198:3 (1991)), glutation S transferasa (Smith and Johnson, Gene 67:31 (1988)), marcador
de afinidad Glu-Glu (Grussenmeyer y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:7952 (1985)), sustancia P, péptido FLAG
(Hopp y col., Biotechnology 6:1204 (1988)), péptido de unién a estreptavidina u otro epitopo antigénico o dominio de
union. Véase, en general, Ford y col., Protein Expression and Purification 2:95 (1991). Las moléculas de ADN que
codifica marcadores de afinidad estan disponibles en proveedores comerciales (p. ej., Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ).

Un “polipéptido diana” o un “péptido diana” es una secuencia de aminoacidos que comprende al menos un epitopo y
que se expresa en una célula diana, tal como una célula tumoral o una célula portadora de un antigeno de un agente
infeccioso. Los linfocitos T reconocen epitopos peptidicos presentados por una molécula del complejo mayor de
histocompatibilidad a un polipéptido diana o péptido diana y normalmente lisan la célula diana o reclutan otras
células inmunitarias para el lugar de la célula diana, de modo que matan la célula diana.

En eucariotas, la ARN polimerasa |l cataliza la transcripcion de un gen estructural para producir ARNm. Se puede
disefiar una molécula de acido nucleico para que contenga un molde para la ARN polimerasa Il en el que el
transcrito de ARN tiene una secuencia que es complementaria a la de un ARNm especifico. El transcrito de ARN se
denomina “ARN antisentido” y una molécula de acido nucleico que codifica el ARN antisentido se denomina “gen
antisentido”. Las moléculas de ARN antisentido son capaces de unirse a las moléculas de ARNm, lo que tiene como
resultado una inhibicién de la traduccién del ARNm.

Un “oligonucledtido antisentido especifico de IL-17A or IL-17F" es un oligonucleétido que tiene una secuencia (a)
capaz de formar un triplex estable con una porcion del gen de IL-17A o IL-17F o (b) capaz de formar un duplex
estable con una porcion de un transcrito de ARNm del gen de IL-17A o IL-17F.

Una “ribozima” es una molécula de acido nucleico que contiene un centro catalitico. El término incluye enzimas de
ARN, ARN de autocorte y empalme, ARN de autoescision y moléculas de acido nucleico que realizan estas
funciones cataliticas. Una molécula de acido nucleico que codifica una ribozima se denomina “gen de ribozima”.

Una “secuencia guia externa” es una molécula de acido nucleico que dirige la ribozima endégena, la ARNasa P, a
una especie concreta de ARNm intracelular, que tiene como resultado la escisién del ARNm por la ARNasa P. Una
molécula de acido nucleico que codifica una secuencia guia externa se denomina un “gen de secuencia guia
externa”.

La expresién “variante alélica” se usa en el presente documento para indicar cualquiera de dos o mas formas
alternativas de un gen que ocupa el mismo locus cromosémico. La variacion alélica aparece de forma natural a
través de mutacion y puede tener como resultado un polimorfismo fenotipico dentro de las poblaciones. Las
mutaciones génicas pueden ser silentes (sin cambios en el polipéptido codificado) o pueden codificar polipéptidos
que tienen secuencias de aminoacidos alteradas. La expresion variante alélica también se usa en el presente
documento para indicar una proteina codificada por una variante alélica de un gen.

El término “ortélogo” indica un polipéptido o proteina obtenido de una especie que es el homologo funcional de un
polipéptido o proteina de una especie diferente. Las diferencias de secuencia entre ortélogos son el resultado de la
especiacion.

“Paralogos” son proteinas distintas pero estructuralmente relacionadas producidas por un organismo. Se cree que
los paralogos surgen por duplicacion génica. Por ejemplo, a-globina, 3-globina y mioglobina son paralogos unas de
otras.

Debido a la imprecision de los procedimientos analiticos estandar, se entiende que los pesos moleculares y las
longitudes de los polimeros son valores aproximados. Cuando tal valor se expresa como "alrededor de" X o
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“aproximadamente” X, se entendera que el valor indicado de X es preciso a +10%.

C) Anticuerpos que se unen a IL-17A y IL-17F

Los anticuerpos de la invencion se unen especificamente a la IL-17A y a la IL-17F. En algunas realizaciones, los
anticuerpos de la invencion se unen especificamente a la forma monomérica de IL-17A y de IL-17F. En algunas
realizaciones, los anticuerpos de la invencién se unen a una forma homodimérica de IL-17A o de IL-17F. En otras
realizaciones mas, los anticuerpos de la invenciéon se unen especificamente a la forma multimérica de IL-17A y de
IL-17F (p. €j., una forma heterodimérica). Los anticuerpos preferidos de la invencion bloquean una actividad
bioldgica de IL-17A 'y de IL-17F.

Los anticuerpos preferidos, y anticuerpos adecuados para uso en el procedimiento de la invencion, incluyen, por
ejemplo, anticuerpos completamente humanos, homélogos de anticuerpos humanos, homdlogos de anticuerpos
humanizados, homoélogos de anticuerpos quiméricos, fragmentos de anticuerpos Fab, Fab ', F (ab'), y F(v),
anticuerpos monocatenarios y mondmeros o dimeros de cadenas ligeras o pesadas de anticuerpos o mezclas de los
mismos Los anticuerpos de la invencion son anticuerpos monoclonales.

Los anticuerpos de la invencion pueden incluir inmunoglobulinas intactas de cualquier isotipo, incluyendo los tipos
IgA, 1gG, IgE, IgD, IgM (asi como subtipos de los mismos). Los anticuerpos incluyen preferentemente IgG intacta y
mas preferentemente IgG1. Las cadenas ligeras de la inmunoglobulina pueden ser lambda o kappa. Las cadenas
ligeras son, preferentemente, kappa.

Los anticuerpos de la invencion incluyen porciones de anticuerpos intactos que conservan especificidad de unioén al
antigeno, por ejemplo, fragmentos Fab, fragmentos Fab', F (ab’),, fragmentos F (v), mondémeros o dimeros de la
cadena pesada, monémeros o dimeros de la cadena ligera, dimeros que consisten en una cadena pesada y una
cadena ligera, y similares. Por lo tanto, los fragmentos de unién a antigeno, asi como los polipéptidos diméricos o
triméricos de de longitud completa derivados de los anticuerpos descritos anteriormente son en si mismos utiles.

El uso directo de los anticuerpos monoclonales de roedores (MAb) como agentes terapéuticos humanos condujo a
respuestas de anticuerpos anti-roedores humanas ("HARA") (por ejemplo, anticuerpos humanos anti-raton
("HAMA")) que se produjeron en un numero significativo de pacientes tratados con el anticuerpo derivado de roedor
(Khazaeli, y col., (1994) Immunother. 15:42 - 52). Se cree que los anticuerpos quiméricos que contienen un menor
numero de secuencias de aminoacidos murinos eluden el problema de provocar una respuesta inmunitaria en los
seres humanos.

El refinamiento de los anticuerpos para evitar el problema de las respuestas HARA condujo al desarrollo de
"anticuerpos humanizados”. Los anticuerpos humanizados se producen mediante tecnologia de ADN recombinante,
en la que al menos uno de los aminoacidos de una cadena ligera o pesada de de inmunoglobulina humana que no
se requiere para la unién al antigeno se ha sustituido por el aminoacido correspondiente a partir de la cadena ligera
o0 pesada de inmunoglobulina de mamifero no humano. Por ejemplo, si la inmunoglobulina es un anticuerpo
monoclonal de raton, por lo menos un aminoacido que no se requiere para la unién al antigeno esta sustituido con el
aminoacido que esta presente en un anticuerpo humano correspondiente en esa posicion. Sin desear quedar ligado
a teoria alguna, se cree que la "humanizacion" del anticuerpo monoclonal inhibe la reactividad inmunolégica humana
contra la molécula de inmunoglobulina extraria.

Como un ejemplo no limitante, un procedimiento de realizaciéon de injerto de la region determinante de la
complementariedad (CDR) puede llevarse a cabo mediante la secuenciacion de las cadenas pesada y ligera de
raton del anticuerpo de interés que se une al antigeno diana (por ejemplo, IL-17A e IL-17F ) y la ingenieria genética
de las secuencias de ADN de las CDR y la imposicién de estas secuencias de aminoacidos para las regiones V
humana correspondiente mediante mutagénesis dirigida al sitio. Se afiaden segmentos génicos de la region
constante humana del isotipo deseado y los genes de las cadenas pesadas y ligeras "humanizadas" se co-expresan
en células de mamifero para producir anticuerpo humanizado soluble. Una célula de expresion tipica es una célula
de ovario de hamster chino (CHO). Los procedimientos adecuados para crear los anticuerpos quiméricos se pueden
encontrar en, por ejemplo, Jones y col., (1986) Nature 321:522 - 525; Riechmann (1988) Nature 332:323 - 327;
Queen y col., (1989) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 86:10029; y Orlandi y col., (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
86:3833.

Queen y col., (1989) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 86:10029 - 10033 y el documento WO 90/07861 describen la
preparacion de un anticuerpo humanizado. Las regiones marco variables humanas y de raton se eligieron para la
homologia de la secuencia de la proteina 6ptima. La estructura terciaria de la region variable murina fue modelada
por ordenador y superpuesta a la estructura humana homéloga para mostrar la interaccion 6ptima de residuos de
aminoacidos con las CDR de ratén. Esto llevé al desarrollo de anticuerpos con afinidad de unién por el antigeno
mejorada (que normalmente se disminuye tras la fabricacion de anticuerpos quiméricos injertados con CDR). En la
técnica se conocen enfoques alternativos para fabricar anticuerpos humanizados y se describen en, por
ejemplo, Tempest (1991) Biotechnology 9:266-271.

Los anticuerpos de la invencion se pueden usar solos o como inmunoconjugados con un agente citotoxico. En
algunas realizaciones, el agente es un agente quimioterapéutico. En algunas formas de realizacion, el agente es un
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radiois6topo, incluyendo, entre otros, plomo-212, bismuto-212, astato-211, yodo-131, escandio-47, renio-186, renio-
188, itrio-90, yodo- 123, yodo-125, Bromo-77, Indio-111, y los nucleidos fisionables tales como boro-10 o un actinido.
En otras formas de realizacion, el agente es una toxina o farmaco citotéxico, incluyendo, entre otros, enterotoxina A
modificada de Pseudomonas, caliqueamicina, adriamicina, 5-fluorouracilo, y similares. Los procedimientos de
conjugacion de anticuerpos y fragmentos de anticuerpos a tales agentes son conocidos en la literatura.

Los anticuerpos de la invencion incluyen derivados que se han modificado, por ejemplo mediante la unién covalente
de cualquier tipo de molécula al anticuerpo de modo que la unién covalente no impide la unién del anticuerpo a su
epitopo. Ejemplos de derivados adecuados incluyen, entre otros, anticuerpos y fragmentos fucosilados, anticuerpos
y fragmentos glicosilados, anticuerpos y fragmentos acetilados, anticuerpos y fragmentos pegilados, anticuerpos y
fragmentos fosforilados, y anticuerpos y fragmentos amidados. Los anticuerpos y derivados de los mismos de la
invencion pueden ellos mismos derivarse mediante grupos protectores / bloqueantes conocidos, escision
proteolitica, unién a un ligando celular u otras proteinas, y similares. En algunas formas de realizacion de la
invencion, se fucosilada al menos una cadena pesada del anticuerpo. En algunas realizaciones, la fucosilacion esta
unida a N. En algunas realizaciones preferidas, al menos una cadena pesada del anticuerpo comprende un
oligosacarido fucosilado unido a N.

Los anticuerpos de la invencién incluyen variantes que tienen una o mas sustituciones, deleciones, adiciones o
sustituciones de aminoacidos, que retienen las propiedades bioldgicas (por ejemplo, bloquean la unién de la IL-17A
y / 0 IL-17F a sus respectivos receptores, bloquean la bioldgica actividad de la IL-17A e IL-17F, afinidad de union) de
los anticuerpos de la invencion. El experto en la técnica puede producir variantes que tienen una o varias
sustituciones, deleciones, adiciones o reemplazos de aminoacidos. Estas variantes pueden incluir, entre otras: (a)
variantes en las que uno o mas residuos de aminodcidos estan sustituidos por aminoacidos conservadores o no
conservadores, (b) variantes en las que se afaden o delecionan del polipéptido uno o mas aminoacidos, (c)
variantes en las que uno o mas aminoacidos incluyen un grupo sustituyente y (d) variantes en las que el polipéptido
se condensa con otro péptido o polipéptido, tal como una pareja de fusién, un marcador proteico u otro resto
quimico, que puede conferir propiedades utiles al polipéptido, tal como, por ejemplo, un epitopo para un anticuerpo,
una secuencia de polihistidina, un resto de biotina y similares. Los anticuerpos de la invenciéon pueden incluir
variantes en las que se sustituyen residuos de aminoacidos de una especie por el residuo correspondiente en otra
especie, ya sea en las posiciones conservadas o no conservadas. En otra realizacion, los residuos de aminoacidos
en las posiciones no conservadas estan sustituidos con residuos de conservadores o no conservadores. Los
expertos en la materia conocen las técnicas para obtener estas variantes, incluidas técnicas genéticas (supresiones,
deleciones, mutaciones etc.), quimicas y enzimaticas. Los anticuerpos de la invencion también incluyen fragmentos
de anticuerpos. Un "fragmento" se refiere a secuencias de polipéptidos que tienen, preferentemente, al menos
aproximadamente 40, mas preferentemente al menos a aproximadamente 50, mas preferentemente al menos
aproximadamente 60, mas preferentemente al menos aproximadamente 70, mas preferentemente al menos
aproximadamente 80, mas preferentemente al menos aproximadamente 90, y mas preferentemente al menos
aproximadamente 100 aminoacidos de longitud, y que conservan cierta actividad bioldgica o actividad inmunoldgica
de la secuencia de longitud completa, por ejemplo, la capacidad de bloquear la unién de IL-17A y / o IL-17F a sus
respectivos receptores, de bloquear la actividad biolégica de la IL-17A e IL-17F, la afinidad de union.

Los anticuerpos de la invencion son, preferentemente, no téxicos, como se demuestra, por ejemplo, en los estudios
de toxicologia in vivo.

Los anticuerpos y derivados de los mlsmos de la invencion tienen afinidades de unién que incluyen una constante de
disociacion (Ks) de menos de 1 x 102 En algunas realizaciones, la K4 es de menos de 1 x 10°. En otras
realizaciones, la Kq es de menos de 1 x 10%. En algunas realizaciones,la K4 es de menos de 1 x 10®°. En otras
realizaciones mas, la Ky es de menos de 1 x 10 .En otras realizaciones, la K4 es de menos de 1 x 10 En otras
realizaciones, la Ky es de menos de 1 x 10 . En otras realizaciones, la Ky es de menos de 1 x 10°. En otras
realizaciones, la Ky es de menos de 1 x 107'°. En todavia otras realizaciones, la Ky es de menos de 1 x 10™". En
algunas realizaciones, la Kq es de menos de 1 x 10™"2. En otras realizaciones, la Ky es de menos de 1 x 10™. En
otras realizaciones, la Ky es de menos de 1 x 10™**. En todawa otras realizaciones, la Kqes de menos de 1 x 10™"°.

D) Acidos nucleicos

La invencion también se refiere a acidos nucleicos que condifican la cadena pesada y/o la cadena ligera de los
anticuerpos de la invencion. Los acidos nucleicos de la invencion incluyen acidos nucleicos que tienen al menos
80%, mas preferentemente al menos aproximadamente 90%, mas preferentemente al menos aproximadamente
95%, y lo mas preferentemente al menos aproximadamente 98% de homologia con los &cidos nucleicos de la
invencion. Las expresiones "porcentaje de similitud”, "porcentaje de identidad" y "porcentaje de homologia" cuando
hacen referencia a una secuencia concreta, se utilizan como se establece en el programa de software GCG de la
Universidad de Wisconsin. Los acidos nucleicos de la invencion también incluyen acidos nucleicos complementarios.
En algunos casos, las secuencias seran totalmente complementarias (sin falta de coincidencias) cuando se alinean.
En otros casos, puede haber una falta de apareamiento de aproximadamente un 20% en las secuencias. En algunas
realizaciones de la invencion se proporcionan acidos nucleicos que codifican una cadena pesada y una cadena
ligera de un anticuerpo de la invencion.
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Los acidos nucleicos de la invencion pueden clonarse en un vector, tal como un plasmido, césmido, bacmido, fago,
cromosoma artificial (BAC, YAC) o virus, en el que otra secuencia genética o elemento (ya sea ADN o ARN) se
puede insertar para producir la replicacion de la secuencia o elemento unido. En algunas realizaciones, el vector de
expresion contiene un segmento promotor constitutivamente activo (tal como, entre otros, CMV, SV40, el factor de
Elongacién o secuencias LTR) o una secuencia de promotor inducible tales como el vector pIND inducible por
esteroides (Invitrogen), donde la expresién de el acido nucleico se puede regular. Los vectores de expresion de la
invencion pueden comprender ademas secuencias reguladoras, por ejemplo, un sitio interno de entrada del
ribosoma. El vector de expresion se puede introducir en una célula por transfeccion, por ejemplo.

E) Procedimientos de produccion de anticuerpos frente a IL-17A e IL-17F

La invencion también se refiere a procedimientos para producir anticuerpos monoclonales que se unen
especificamente a IL-17A y a IL-17F. Los anticuerpos de la invencién se pueden producir in vitro o in vivo. Una
estrategia para la generacion de anticuerpos contra IL-17A e IL-17F implica la inmunizacién de animales tanto con
IL-17A como con IL-17F. En algunas realizaciones, los animales se inmunizan con la forma monomérica o
multimérica de FR de tanto la IL-17A como la IL-17F. Los animales inmunizados de este modo produciran
anticuerpos contra la IL-17A y la IL-17F, asi como anticuerpos de reactividad cruzada contra IL-17A y contra IL-17F.
Se conocen procedimientos estandar para la creacién de anticuerpos monoclonales, incluyendo, entre otros, la
técnica del hibridoma (véase Kohler y Milstein, (1975) Nature 256:495-497); la técnica del trioma; la técnica del
hibridoma de linfocitos B humanos (véase Kozbor y col., (1983) Immunol. Today 4:72) y la técnica del hibridoma con
EBV para producir anticuerpos monoclonales humanos (véase see Cole, y col., in MONOCLONAL ANTIBODIES
AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc., 1985, pag. 77 - 96).

Tanto la IL-17A como la IL-17F se pueden purificar a partir de células o a partir de sistemas recombinantes usando
diversas técnicas bien conocidas para aislar y purificar proteinas. Por ejemplo, pero no a modo de limitacion, tanto la
IL-17A como la IL-17F se pueden aislar segun el peso molecular aparente de la proteina pasando la proteina por un
gel de SDS-PAGE vy transfiriendo las proteinas a una membrana. Después, la banda del tamafio apropiado
correspondiente a cualquiera de las proteinas puede cortarse de la membrana y usarse como inmundgeno en los
animales directamente, o extrayendo primero o eluyendo la proteina de la membrana. Como un ejemplo alternativo,
la proteina se puede aislar mediante cromatografia de exclusién por tamarfio solo o en combinacién con otros medios
de aislamiento y purificacion.

La invencion también se refiere a procedimientos para producir anticuerpos monoclonales que se unen
especificamente a formas homodiméricas, heterodiméricas y/o multiméricas de la IL-17A y la IL-17F. Estas formas
diferentes se pueden purificar a partir de células o a partir de sistemas recombinantes usando diversas técnicas bien
conocidas para aislar y purificar proteinas. Por ejemplo, pero no a modo de limitacion, tanto la IL-17A como la IL-17F
se pueden aislar segun el peso molecular aparente de la proteina pasando la proteina por un gel de SDS-PAGE y
transfiriendo las proteinas a una membrana. Después, la banda del tamafo apropiado correspondiente a cada una
puede cortarse de la membrana y usarse como inmundgeno en los animales directamente, o extrayendo primero o
eluyendo la proteina de la membrana. Como un ejemplo alternativo, la proteina se puede aislar mediante
cromatografia de exclusion por tamario solo o en combinacién con otros medios de aislamiento y purificacion.

Se dispone de otros medios en textos de referencia tales como Zola, Monoclonal Antibodies: Preparation And Use
Of Monoclonal Antibodies And Engineered Antibody Derivatives (Basics: From Background To Bench) Springer-
Verlag Ltd., New York, 2000; Basic Methods In Antibody Production And Characterization, Capitulo 11, "Antibody
Purification Methods," Howard and Bethell, Eds., CRC Press, 2000; Antibody Engineering (Springer Lab Manual.),
Kontermann and Dubel, Eds., Springer-Verlag, 2001.

Para la produccion de anticuerpos in vivo, generalmente se inmuniza a los animales con cualquiera de IL-17A o IL-
17F o una porcion inmunogénica de cualquiera de ellas (por ejemplo, epitopos compartidos como se ha descrito
anteriormente). El antigeno generalmente se combina con un adyuvante para estimular la inmunogenicidad. Los
adyuvantes pueden variar de acuerdo a la especie utilizada para la inmunizacién. Ejemplos de adyuvantes incluyen,
entre otros: adyuvante completo de Freund ("FCA"), adyuvante incompleto de Freund ("FIA"), geles minerales (p. €;j.,
hidréxido de aluminio), sustancias de superficie activa (p. €j., lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones). péptidos,
emulsiones en aceite, hemocianina de lapa californiana hemocyanin ("KLH"), dinitrofenol ("DNP") y adyuvantes
humanos potencialmente Utiles, tales como el bacilo de Calmette-Gueri (‘BCG”) y Corynebacterium parvum. Tales
adyuvantes también son bien conocidos en la técnica. La inmunizacion puede llevarse a cabo usando
procedimientos bien conocidos. La dosis y el régimen de inmunizacién dependera de la especie de mamifero
inmunizado, su estado inmune, el peso corporal, y / o el area de superficie calculada, etc. Tipicamente, se toman
muestras de suero sanguineo de los mamiferos inmunizados y se analizan para determinar los anticuerpos anti-IL-
17A e IL-17F utilizando ensayos de deteccion selectiva apropiados como se describe a continuacion, por ejemplo.

Un procedimiento comun para la produccion de anticuerpos humanizados es injertar las secuencias de CDR de un
MADb (producido por inmunizacion de un huésped roedor) en un esqueleto de Ig humana, y la transfeccion de los
genes quiméricos en células de ovario de hamster chino (CHO) que a su vez producen un Ab funcional secretado
por las células CHO (Shields R. L., y col., (1995) Anti-IgE monoclonal antibodies that inhibit allergen-specific
histamine release. Int Arch. Allergy Immunol. 107:412 - 413). Los procedimientos descritos en la prsente solicitud
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son también Utiles para la generacién de alteraciones genéticas dentro de los genes de Ig o Ig quiméricas
transfectadas dentro de las células huésped, tales como lineas celulares de roedores, plantas, levaduras y
procariotas (Frigerio L, y col., (2000) Assembly, secretion, and vacuolar delivery of a hybrid immunoglobulin in plants.
Plant Physiol. 123:1483 - 1494).

Los esplenocitos de animales inmunizados se pueden inmortalizar mediante la fusion de los esplenocitos (que
contienen los linfocitos N productores de anticuerpos) con una linea celular inmortal tal como una linea de mieloma.
Tipicamente, la linea celular de mieloma es de la misma especie que el donante de esplenocitos. En una realizacién,
la linea celular inmortal es sensible al medio de cultivo que contiene hipoxantina, aminopterina y timidina (“medio
HAT”). En algunas formas de realizacion, las células de mieloma son negativas para el virus de Epstein-Barr (EBV).
En realizaciones preferidas, las células de mieloma son sensibles a HAT, negativas para el virus EBV y negativas
para la expresion de Ig. Se puede usar cualquier mieloma adecuado. Se pueden generar hibridomas murinos
usando lineas celulares de mieloma de ratén (por ejemplo, las lineas de mieloma P3-NS1/1-Ag4-1, P3-x63-Ag8.653
0 Sp2/0-Ag14). Estas lineas de mieloma murinas estan disponibles en la ATCC. Estas células de mieloma se
fusionan a, polietilenglicol (“PEG”) de los esplenocitos del donante, preferentemente al polietilenglicol de 1500 de
peso molecular ("PEG 1500"). Las células de hibridoma resultantes de la fusion se seleccionan en medio HAT, que
mata las células de mieloma no fusionadas y las fusionadas improductivamente. Los esplenocitos no fusionados
mueren en un corto periodo de tiempo en cultivo. En algunas realizaciones, las células de mieloma no expresan
genes de inmunoglobulina.

Los hibridomas que producen un anticuerpo deseado detectado mediante ensayos de seleccion, tales como los
descritos mas adelante, pueden utilizarse para producir anticuerpos en cultivo o en animales. Por ejemplo, las
células de hibridoma pueden cultivarse en un medio nutriente en las condiciones y durante un tiempo suficiente para
permitir que las células de hibridoma secretan los anticuerpos monoclonales en el medio de cultivo. Estas técnicas y
medios de cultivo son bien conocidos por los expertos en la técnica. Como alternativa, las células de hibridoma se
pueden inyectar en el peritoneo de un animal no inmunizado. Las células proliferan en la cavidad peritoneal y
secretan el anticuerpo, que se acumula como fluido ascitico. El fluido ascitico puede extraerse de la cavidad
peritoneal con una jeringa como una fuente rica del anticuerpo monoclonal

Los hibridomas que expresan anticuerpos monoclonales frente a IL-17A e IL-17F se produjeron usando
procedimientos similares a los descritos anteriormente y se depositaron en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo
(ATCC; Manassas VA) de depdsito de la patente como depositos originales en virtud del Tratado de Budapest y se
les dio llos siguientes n° de acceso: clon 339,15,5.3 (Designacion en el depdsito de patentes de la ATCC PTA-7987,
depositada el 7 de noviembre de 2006); clon 339,15,3.6 (Designacion en el depdsito de patentes de la ATCC PTA-
7988, depositada el 7 de noviembre de 2006); y clon 339,15,6.16 (Designacion en el depdsito de patentes de la
ATCC PTA-7989, deposited depositada el 7 de noviembre de 2006.

Otro procedimiento no limitante para la produccion de anticuerpos humanos se describe en la patente de EE.UU. N°
5.789.650M que describe mamiferos transgénicos que producen anticuerpos de otra especie (por ejemplo, seres
humanos) con sus propios genes de inmunoglobulina enddgena inactivados. Los genes de los anticuerpos
heterdlogos estan codificados por genes de inmunoglobulina humana. Los transgenes que contienen las regiones de
codificacion de inmunoglobulina no reordenados se introducen en un animal no humano. Los animales transgénicos
resultantes son capaces de reordenar funcionalmente las secuencias de inmunoglobulina transgénicas y producir un
repertorio de anticuerpos de diversos isotipos codificados por genes de inmunoglobulina humana. Los linfocitos B de
los animales transgénicos se inmortalizan después por cualquiera de una variedad de procedimientos, incluyendo la
fusién con una linea celular inmortalizada (por ejemplo, una célula de mieloma).

Los anticuerpos de la presente invencién también pueden prepararse in vitro usando una variedad de técnicas
conocidas en la técnica. Por ejemplo, entre otros, los anticuerpos monoclonales totalmente humanos contra IL-17A e
IL-17F se pueden preparar mediante el uso de esplenocitos humanos debados in vitro (Boerner y col., (1991) J.
Immunol. 147:86 - 95).

Como alternativa, por ejemplo, los anticuerpos de la invencién se pueden preparar por "clonaciéon de repertorio”
(Persson y col., (1991) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 88:2432 - 2436; y Huang and Stollar (1991) J. Immunol. Methods
141:227 - 236). Ademas, la patente de EE.UU. N° 5.798.230 describe la preparacion de anticuerpos monoclonales
humanos de linfocitos B humanos productoras de anticuerpos que se inmortalizan mediante la infeccién con un virus
de Epstein-Barr que expresa el antigeno nuclear 2 del virus de Epstein-Barr (EBNA2). EBNA2, se requiere para la
inmortalizacion, de inactiva después y se produce un aumento de los titulos de anticuerpos.

En otra realizacion, los anticuerpos de la invencién se forman mediante inmunizacién in vitro de células
mononucleares de sangre periférica ("PBMC"). Esto se puede lograr por cualquier medio conocido en la técnica,
tales como, por ejemplo, usando procedimientos descritos en la literatura (Zafiropoulos y col., (1997) J.
Immunological Methods 200:181 - 190).

En una realizacion especifica, se fabrican anticuerpos biespecificos y monocatenarios que se unen tanto IL-17A
como a IL-17F. El procedimiento comprende la fusidon de células de hibridoma que secretan un anticuerpo
monoclonal que se une a IL-17A, con células de hibridoma que secretan un anticuerpo monoclonal que se une a IL-
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17F, preparando de este modo un hibridoma hibrido que secreta un anticuerpo monoclonal biespecifico A/F. En una
realizacion, el procedimiento comprende la fusién de células de hibridoma que secretan un antagonista (o agonista)
de MAb de IL-17A con células de hibridoma que secretan un antagonista (o agonista) de MAb de IL-17F. Las
técnicas convencionales para la realizacion dicha fusiéon y para aislar el hibridoma hibrido deseado incluyen las
descritos el presente documento en otra parte y las que se ilustran en los ejemplos siguientes.

La patente de EE.UU. N° 6.060.285 describe un procedimiento para la produccién de anticuerpos biespecificos, en el
que al menos los genes para la cadena ligera y la parte variable de la cadena pesada de un anticuerpo que tiene
una primera especificidad se transfectan en una célula de hibridoma que secreta un anticuerpo que tiene una
segunda especificidad. las células de hibridoma transfectadas se cultivan, se producen anticuerpos biespecificos y
se pueden aislar por diversos medios conocidos en la técnica

Otros investigadores han utilizado el acoplamiento quimico de fragmentos de anticuerpo para preparar moléculas de
union a antigeno que tiene especificidad para dos antigenos diferentes (Brennan y col., Science 229:81 1985;
Glennie y col., J. Immunol. 139:2367, 1987). La patente de EE.UU. N° 6.010.902 también discute técnicas conocidas
en la técnica mediante las que se pueden preparar anticuerpos biespecificos, por ejemplo mediante el uso de
reactivos de reticulacion heterobifuncionales tales como GMBS (succinimida maleimidobutiriloxi) o SPDP (N-
succinimidil 3 - (2-piridilditio) propionato). (Véase, por ejemplo, Hardy, "Purification And Coupling Of Fluorescent
Proteins For Use In Flow Cytometry", Handbook of Experimental Immunology, 42 Ed., Volumen 1, Immunochemistry,
Weir y col., (eds.), pag. 31,4 - 31,12, 1986).

La capacidad para producir anticuerpos a través de tecnologia del ADN recombinante ha facilitado la produccion de
anticuerpos biespecificos. Kostelny y col., utilizaron los restos de cremallera de leucina de las proteinas fos y j (que
forman preferentemente heterodimeros) para producir anticuerpos biespecificos capaces de unirse tanto a la
molécula CD3 de la superficie de la célula como al receptor de la interleucina-2 (J. Immunol.148:1547; 1992).

Los anticuerpos monocatenarios se forman mediante la unién de la region variable de las cadenas ligera y pesada
(region Fv) a través de un puente de aminoacido (ligador peptidico corto), que tiene como resultado una Unica
cadena polipeptidica. Dichos Fv de cadena sencilla (scFv) se han preparado mediante la fusion de ADN que codifica
un ligador peptidico entre los ADN que codifican los dos polipéptidos de la region variable (V. y Vu). Los fragmentos
de anticuerpos resultantes pueden formar dimeros u oligémeros superiores, dependiendo de factores tales como la
longitud de un ligador flexible entre los dos dominios variables (Kortt y col., Protein Engineering 10:423, 1997). En
realizaciones particulares, dos o mas scFv se unen mediante el uso de un agente quimico de reticulacion.

Se pueden adaptar las técnicas desarrolladas para la producciéon de anticuerpos monocatenarios para producir
anticuerpos monocatenarios de la presente invencién que se unen tanto IL-17A como a IL-17F. Tales técnicas
incluyen las descritas en a patente de EE.UU. N° 4.946.778; Bird (Ciencia 242:423, 1988); Huston y col., (Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85:5879, 1988); y Ward y col., (Nature 334:544, 1989). Una vez identificados los anticuerpos de
cadena sencilla deseados (por ejemplo, a partir de una biblioteca de expresion en fagos), los expertos en la técnica
pueden manipular ademas el ADN que codifica el o los anticuerpos de cadena sencilla para producir anticuerpos
biespecificos, incluyendo anticuerpos biespecificos que tienen regiones Fc.

Los anticuerpos de cadena sencilla contra la IL-17A y la IL-17F se pueden concatemerizar en cualquier orden (es
decir, anti-IL-17A-anti-IL-17F o anti-IL-17F-anti-IL-17A). En realizaciones particulares, los materiales de partida para
la preparacion de un anticuerpo biespecifico A / F incluyen un anticuerpo monocatenario antagonista (o agonista)
dirigido contra la IL-17A y un anticuerpo monocatenarioantagonista (o agonista) dirigido contra la IL-17F.

La patente de EE.UU. N°5,582,996 divulga el uso de dominios interactivos complementarios (tales como restos de
cremallera de leucina u estructuras del dominioo interactivo clabe y de bloqueo) para facilitar la formacion del
heterodimero en la produccién de anticuerpos biespecificos. El o los dominios interactivos complementarios se
pueden insertar entre un fragmento Fab y otra porcidon de una cadena pesada (es decir, las regiones Ch1 0 Chz de la
cadena pesada). El uso de dos fragmentos Fab diferentes y dominios interactivos complementarios que
preferentemente heterodimerizan dara lugar a moléculas de anticuerpos biespecificos. Los residuos de cisteina se
pueden introducir en los dominios interactivos complementarios para permitir la unién con disulfuro entre los
dominios interactivos complementarios y estabilizar los anticuerpos biespecificos resultantes.

Se pueden preparar moléculas biespecificas tetravalentes mediante la fusion del ADN que codifica la cadena pesada
de un fragmento F (ab ').. un anticuerpo con el ADN que codifica la cadena pesada de una segunda molécula de F
(ab")2 (en la que el dominio CH1, se sustituye por un dominio CH3) o con el ADN que codifica un fragmento Fv de
cadena sencilla de un anticuerpo, como se describe en La patente de EE.UU. N° 5.959.083. La expresion de los
genes de fusion resultantes en células de mamifero, junto con los genes para las correspondientes cadenas ligeras,
produce moléculas biespecificas tetravalentes que tienen especificidad para antigenos seleccionados.

Los anticuerpos biespecificos también se pueden producir como se describe en la patente de EE.UU. N° 5.807.706.
Generalmente, el procedimiento implica la introduccion de una protuberancia en un primer polipéptido y una cavidad
correspondiente en un segundo polipéptido, interfaz de polipéptidos. La protuberancia y la cavidad se colocan con el
fin de promover la formacion de heteromultimero y obstaculizar la formaciéon del homomultimero. La protuberancia
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se crea mediante la sustitucion de aminoacidos que tienen cadenas laterales pequefias con aminoacidos que tienen
cadenas laterales mas grandes. La cavidad se crea mediante el enfoque opuesto, es decir, la sustitucion de
aminoacidos que tienen cadenas laterales relativamente grandes con aminoacidos que tienen cadenas laterales mas
pequenas.

La protuberancia y la cavidad se pueden generar mediante procedimientos convencionales para hacer sustituciones
de aminoacidos en los polipéptidos. Por ejemplo, un acido nucleico que codifica un polipéptido puede alterarse
mediante técnicas convencionales de mutagénesis in vitro. Como alternativa, un polipéptido que incorpora una
sustitucién de aminoacidos deseada se puede preparar mediante sintesis de péptidos. Los aminoacidos elegidos
para la sustitucion se encuentran en la interfaz entre el primero y el segundo polipéptido.

F) Deteccién selectiva de especificidad del anticuerpo

La deteccion selectiva de anticuerpos que se unen especificamente a IL-17A e IL-17F se puede conseguir usando
un ensayo de inmunosorcion ligado a enzimas (ELISA), en el que las placas de microtitulacion se reviste con IL-17A
e IL-17F. En algunas realizaciones, los anticuerpos que se unen a IL-17A e IL-17F de clones que reaccionan de
forma positiva se pueden someter también a deteccion selectiva segun su reactividad en un ensayo basado en
ELISA a otras isoformas de IGF-1R, por ejemplo IGF-1R, usando placas de microtitulacion revestidas con las otra
formas de IL-17A e IL-17F u otros miembros de la familia de la IL-17, Los clones que producen anticuerpos reactivos
a otras formas o miembros de la familia se eliminan y los clones que producen anticuerpos reactivos a IL-17A e IL-
17F s6lo se pueden seleccionar por expansion y desarrollo posteriores. La confirmacion de la reactividad de los
anticuerpos a IL-17A e IL-17F se puede conseguir, por ejemplo, usando un ensayo de trasnferencia de tipo western
en el que proteinas de células de cancer de ovarios, mama, renal, colorrectal, pulmén, endometrial o cerebral y FR-
alfa purificado y otras isoformas del receptor de folato se someten a un gel de SDS-PAGE vy, posteriormente, se
transfieren a una membrana. La membrana puede sondarse con anticuerpos anti-FR-.alpha putativos. La reactividad
con IL-17A e IL-17F y no otro miembro de la familia confirma la especificidad de la reactividad de IL-17A e IL-17F.

En algunas formas de realizacion, se determina la afinidad de unién de los anticuerpos de la presente invencion. Los
anticuerpos de la |nvenC|on tienen, preferentemente, una afinidad de unién a IL 17A e IL-17F de al menos
aproximadamente 1x107 M, mas preferentemente al menos aproximadamente 1x10® M , mas preferentemente al
menos aproximadamente 1x10° M, y lo mas preferentemente al menos aproxmadamente 1x10"° M. Las células
productoras de anticuerpos preferidas de la invencion producen sustanmalmente sélo anticuerpos que tienen una
afinidad de unién a IL-17A e IL-17F de al menos aproximadamente 1x107 M, mas preferentemente al menos
aproximadamente 1x10°8 M, masopreferentemente al menos aproximadamente 1. 10° M, y lo mas preferentemente al
menos aproximadamente 1x107"° M. Las composiciones preferidas de la invencion comprenden sustanmalmente
s6lo anticuerpos que tienen una afinidad de union a IL-17A e IL- 17F de al menos aproximadamente 1x107 M, mas
preferentemente al menos aproximadamente 1x10® M, mas g)referentemente al menos aproximadamente 1x10° M,
y lo mas preferentemente al menos aproximadamente 1x10™

Los anticuerpos de la invencion inducen preferentemente citotoxicidad celular dependiente de (ADCC) en células
portadoras de IL-17RA e IL-17RC. En la técnica se conocen procedimientos de ADCC.

G) Células productoras de anticuerpos frente a IL-17A e IL-17F

Las células productoras de anticuerpos incluyen cualquier linea celular de expresién en insecto conocida, tal como,
por ejemplo, células de Spodoptera frugiperda. Las lineas celulares de expresion también pueden ser lineas
celulares de levadura, tales como, por ejemplo,células de Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces
pombe. Las células de expresion también pueden ser células de mamifero tales como, por ejemplo, células de
hibridoma (por ejemplo, células NSO0), células de ovario de hamster chino, células de rifion de cria de hamster, la
linea de rifion embrionario humano 293, lineas celulares de rifidn de perro normal, lineas celulares renales de gato
normal, células de rifion de mono, células de rifidn de mono verde africano, células COS y células G8 de mioblasto
de ratén no tumorigénicas, lineas celulares de fibroblastos, lineas celulares de mieloma, células NIH/3T3 de ratdn,
células LMTK31, células de Sertoli de ratdn, células de carcinoma cervical humano, células de higado de rata bufalo,
células de pulmén humanas, células hepaticas humanas, células de tumor mamario de ratén, células TRI, células
MRC 5, y células FS4.

En algunas realizaciones preferidas, las células productoras de anticuerpos producen anticuerpos que se unen
especificamente a IL-17A y a IL-17F. Las células preferentemente carecen sustancialmente de competidores de
unién a IL-17A e IL-17F. En realizaciones preferidas, las células productoras de anticuerpos comprenden menos de
aproximadamente 10%, preferentemente menos de aproximadamente 5%, mas preferentemente menos de
aproximadamente 1%, mas preferentemente menos de aproximadamente 0,5%, mas preferentemente menos de
aproximadamente 0,1%, y lo mas preferentemente 0% en peso de los competidores de union de IL-17A e IL-17F. En
algunas realizaciones preferidas, los anticuerpos producidos por las células productoras de anticuerpos carecen
sustancialmente de competidores de uniéon de IL-17A e IL-17F. En realizaciones preferidas, los anticuerpos
producidos por las células productoras de anticuerpos comprenden menos de aproximadamente 10%,
preferentemente menos de aproximadamente 5%, mas preferentemente menos de aproximadamente 1%, mas
preferentemente menos de aproximadamente 0,5%, mas preferentemente menos de aproximadamente 0,1%, y lo
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mas preferentemente 0% en peso de los competidores de union de IL-17A e IL-17F. Las células productoras de
anticuerpos preferidas producen sustancialmente soélo anticuerpos que tienen una afinidad de unién a IL-17A e IL-
17F de al menos aproximadamente 1 x 107"M, mas preferentemente al menos aproximadamente 1 x 10°M, mas
pre1f(<)arentemente al menos aproximadamente 1 x 10°M, y lo mas preferentemente al menos aproximadamente 1 x
10"M.

En algunas formas de realizacion, las células productoras de anticuerpos son los hibridomas que expresan
anticuerpos monoclonales frente a IL-17A e IL-17F y se depositaron en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo
(ATCC; Manassas VA) de depdsito de la patente como depésitos originales en virtud del Tratado de Budapest y se
les dio llos siguientes n° de acceso: clon 339,15,5.3 (Designacion en el depdsito de patentes de la ATCC PTA-7987,
depositada el 7 de noviembre de 2006); clon 339,15,3.6 (Designacion en el depdsito de patentes de la ATCC PTA-
7988, depositada el 7 de noviembre de 2006); y clon 339,15,6.16 (Designacion en el depdsito de patentes de la
ATCC PTA-7989, deposited depositada el 7 de noviembre de 2006.

H) Purificacién de anticuerpos

Los procedimientos de purificacion de anticuerpos son conocidos en la técnica. En algunas formas de realizacion de
la invencidn, los procedimientos para la purificacién de anticuerpos incluyen filtracion, cromatografia de columna de
afinidad, cromatografia de intercambio catiénico, cromatografia de intercambio anidnico y concentracion. La etapa
de filtracion comprende preferentemente ultrafiltracion y, mas preferentement, ultrafiltracion y diafiltracion.
Preferentemente, la filtracion se lleva a cabo al menos aproximadamente 5-50 veces, mas preferentemente de 10 a
30 veces, y lo mas preferentemente 14 a 27 veces. Cromatografia en columna de afinidad puede realizarse usando,
por ejemplo, PROSEP Affinity Chromatography (Millipore, Billerica, Mass.). En una realizacién preferida, la etapa de
cromatografia de afinidad comprende cromatografia en columna PROSEP-VA. El eluato se puede lavar con un
detergente disolvente. La cromatografia de intercambio catidnico puede incluir, por ejemplo, Cromatografia de
intercambio cationico SP-Sepharose. La cromatografia de intercambio anidnico puede incluir, por ejemplo, entre
otras, Cromatografia de intercambio anionico Sepharose Fast Flow. La etapa de intercambio de aniones es,
preferentemente, sin union, lo que permite la eliminacion de los contaminantes, incluido el ADN y BSA. El producto
anticuerpo se nanofiltra, preferentemente, por ejemplo, usando un nanofiltro Pall DV 20. El producto de anticuerpo
se puede concentrar, por ejemplo, usando ultrafiltracion y diafiltracion. El procedimiento puede comprender ademas
una etapa de cromatografia de exclusion por tamafio para eliminar los agregados.

|) Usos terapéuticos de los anticuerpos de reactividad cruzada frente a IL-17A e IL-17F

Los anticuerpos con reactividad cruzada frente a IIL-17A e IL-17F se pueden utilizar para modular el sistema
inmunoldgico al unirse a los ligandos IL-17A e IL-17F (juntos o por separado) y, por lo tanto, impedir la union de IL-
17A con IL-17RA o IL-17RC e IL-17F o con cualquier otro receptor al que se pueden unir, especialmente un miembro
de la familia IL-17. Los anticuerpos de la invencion también se pueden utilizar para modular el sistema inmunolégico
al inhibir la union de la IL-17A con con los receptores enddgenos IL-17RA y/o IL-17RC y de IL-17F con los
receptores enddégenos IL-17RC. Los anticuerpos de la invencion también se puede utilizar para tratar a un sujeto que
produce un exceso de IL-17A y/o IL-17F. Sujetos adecuados incluyen mamiferos, tales como seres humanos. Por
ejemplo, Los anticuerpos de la invencion son utiles en la union, bloqueo, inhibicion, reduccién, antagonismo o
neutralizacion de la IL-17A y la IL17F (bien por separado o bien juntos), en el tratamiento de la inflamacion y de las
enfermedades inflamatorias tales como psoriasis, artritis reumatoide, enteropatia inflamatoria (Sll), colitis, esclerosis
multiple y otras enfermedades inflamatorias divulgadas en el presente documento.

En realizaciones preferidas, los anticuerpos de la invencion se unen, bloquean, inhiben, reducen, antagonizan o
neutralizan a la IL-17F y la IL-17A (juntas o por separado) in vivo.

Por lo tanto, las realizaciones particulares de la presente invencion estan dirigidas al uso de los anticuerpos de la
invencion como antagonistas en enfermedades o afecciones inflamatorias e inmunes tales como psoriasis, artritis
psoriasica, artritis reumatoide, enfermedad intestinal inflamatoria (Ell) y enfermedad de Crohn.

Ademas, los anticuerpos de la invencién son utiles para:

(1) Bloguear, inhibir, reducir, antagonizar o neutralizar la sefializacion a través de la IL-17A y la IL-17F en el
tratamiento de la enteropatia inflamatoria (Sll), la colitis crénica y la artritis reumatoide.

(2) Bloquear, inhibir, reducir, antagonizar o neutralizar la sefializacion mediante IL-17A o IL-17F en el tratamiento
de enfermedades autoinmunitarias, tales como esclerosis multiple (EM), artritis reumatoide, Ell para evitar o
inhibir la sefalizacion en células inmunitarias (p. €;j., linfocitos, monocitos, leucocitos) mediante sus receptores (p.
€j., IL-17RA e IL-17RC. Bloquear, inhibir, reducir o antagonizar la sefializacion mediante IL-17RA e IL-17RC
usando los anticuerpos de la presente invencion pueden también ser beneficiosos para enfemerdades del
pancreas, rifiones, hipdfisis y células neuronales. La DMID, la DMNID, la pancreatitis y el carcinoma de pancreas
pueden beneficiarse. Los Mab frente a IL-17A y IL-17F pueden también ser Utiles para tratar nefropatias, tales
como glomeruloesclerosis, neuropatia membranosa, amiloidosis (que también afecta al rifién, entre otros tejidos),
arteriosclerosis renal, glomerulonefritis de diversos origenes, enfermedades fibroproliferativas del rifion, asi como
disfuncion renal asociada con LES, DMDI, diabetes de tipo Il (DMNID), tumores renales y otras enfermedades.
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(3) Actuar como agonistas, potenciar, incrementar o iniciar la sefalizacion mediante receptores de IL-17A o IL-
17F en el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias tales como LES, artritis reumatoide y EIl. Los
anticuerpos monoclonales y neutralizantes anti-IL-17A e IL-17F 1 pueden sefializar linfocitos u otras células
inmunitarias para diferenciar, alterar la proliferacién o cambiar la producciéon de citocinas o de proteinas de la
superficie celular que mejoran la autoinmunidad. Especificamente, la modulacién de la respuesta de linfocitos T
colaboradoresa un patrén alterno de la secrecién de citocinas puede desviar una respuesta autoinmunitaria para
mejorar la enfermedad (Smith JA y col., J. Immunol. 160:48414849, 1998).

Los anticuerpos de la presente invencion son utiles como antagonistas de las citocinas IL-17A o IL-17F. Tales
efectos antagonistas pueden alcanzarse mediante neutralizacion directa o union de IL-17A e IL-17F.

La inflamacion es una respuesta protectora de un organismo para defenderse de un agente invasor. La inflamacion
es un acontecimiento en cascada que implica muchos mediadores celulares y humorales. Por un lado, la supresion
de respuestas inflamatorias puede dejar a un huésped en situacién de inmunocompromiso; no obstante, si no se
deja sin comprobar, la inflamacién puede conducir a complicaciones serias, que incluyen enfermedades
inflamatorias cronicas (p. ej., psoriasis, artritis, artritis reumatoide, esclerosis multiple, enfermedad intestinal
inflamatoria y similares), shock séptico e insuficiencia de multiples 6rganos. Es importante el hecho de que estos
diversos estados de enfermedad comparten mediadores inflamatorios comunes. Las enfermedades colectivas que
se caracterizan por inflamacion tienen un gran impacto sobre la morbididad y la mortalidad humanas. Por lo tanto, es
claro que los anticuerpos de la presente invencion podrian tener un potencial terapéutico crucial para un gran
numero de enfermedades humanas y animales, desde el asma y la alergia a la autoinmunidad y el choque séptico.

1. Artritis

La artritis, incluida la osteoartritis, la artritis reumatoide, las articulaciones artriticas como resultado de lesiones y
similares, son afecciones inflamatoiras frecuentes que se beneficiaran del uso terapéutico de anticuerpos que
antagoniza, neutralizan o bloquean la IL-17A y la IL-17F. Por ejemplo, la artritis reumatoide (AR) es una enfermedad
sistémica que afecta a todo el cuerpo y es una de las formas mas frecuentes de artritis. Se caracteriza por la
inflamacion de la membrana que reviste la articulacion, que produce dolor, rigidez, calor, enrojecimiento y
tumefaccion. Las células inflamatorias liberan enzimas que pueden digerir el hueso y el cartilago. Como resultado de
la artritis reumatoide, el revestimiento de la articulaciéon (sinovio) inflamado puede invadir y dafar el hueso y el
cartilago, que conduce al deterioro de la articulacion y a dolor intenso entre otros efectos fisioldgicos. La articulacion
implicada puede perder su forma y alineacion, lo que tiene como resultado dolor y pérdida de movimiento.

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad mediada por el sistema inmunitario particularmente caracterizada por
inflamacién y el posterior dafio tisular, que conlleva discapacidad grave y aumenta la mortalidad. En las
articulaciones reumatoides se producen localmente diversas citocinas. En numerosos estudios se ha demostrado
que la IL-1 y el TNF-alfa, dos citocinas proinflamatorias prototipo, desempefian un papel importante en los
mecanismos implicados en la inflamacién sinovial y en la progresiva destruccion de la articulacion. De hecho, la
administracion de inhibidores de TNF-alfa y de IL-1 en pacientes con AR ha conducido a una espectacular mejora de
los signos clinicos y bioldgicos de la inflamacion y a una reduccion de los signos radioldgicos de la erosion 6sea y la
destruccion de cartilago. No obstante, a pesar de estos alentadores resultados, un porcentaje significativo de los
pacientes no responde a estos agentes, lo que sugiere que otros mediadores también estan implicados en la
fisiopatologia de la artritis (Gabay, Expert. Opin. Biol. Ther. 2(2):135 - 149, 2002). Uno de estos mediadores podrian
ser IL-17A o IL-17F y, como tal, una molécula que se une o inhibe la actividad de IL-17A o IL-17F, tal como los
polipéptidos alL-17RA, IL-17RA solubles o los anticuerpos o parejas de unién podrian servir como valiosa
terapéutica para reducir la inflamacién de la artritis reumatoide y otras enfermedades artriticas.

En la técnica existen varios modelos de animales para la artritis reumatoide. Por ejemplo, en el modelo de artritis
inducida por colageno (AIC), los ratones desarrollan artritis inflamatoria crénica que se asemeja mucho a la artritis
reumatoide humana. Dado que la AIC comparte caracteristicas inmunolégicas y patoldgicas similares con la AR, la
convierte en un modelo ideal para la deteccién selectiva de posibles compuestos antiinflamatorios humanos. El
modelo de AIC es un modelo bien conocido en ratones que depende tanto de una respuesta inmunitaria como de
una respuesta inflamatoria para que se produzca. La respuesta inmunitaria comprende la interaccion de linfocitos B
y linfocitos T CD4+ en respuesta al colageno, que se proporciona como antigeno, y conduce a la produccion de
anticuerpos anti-colageno. La fase inflamatoria es el resultado de respuestas tisulares de mediadores de inflamacion
como consecuencia de la reaccion cruzada de algunos de estos anticuerpos con el colageno nativo de ratén y la
activacion de la cascada del complemento. Una ventaja del uso del modelo de AIC es que se conocen los
mecanismos basicos de la patogenia. Se han identificado los epitopos relevantes d elinfocitos T y linfocitos B sobre
el colageno de tipo Il y se han determinado varios parametros inmunolégicos (p. €j., hipersensibilidad de tipo
retardada y anticuerpos anti-colageno) e inflamatorios (p. €j., citocinas, quimiocinas y enzimas de degradacion de la
matriz) relacionados con la artritis mediada por el sistema inmunoldgico y, por tanto, se pueden usar para evaluar la
eficacia de un compuesto de ensayo en el modelo de AIC (Wooley, Curr. Opin. Rheum. 3:407 - 20, 1999; Williams y
col., Immunol. 89:9784 - 788, 1992; Myers y col., Life Sci. 61:1861 - 78, 1997; and Wang y col., Immunol. 92:8955 -
959, 1995).

Un grupo ha demostrado que un anticuerpo contra la IL-17 de ratén reduce los sintomas en un modelo de AIC de
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ratén respecto a los ratones de control, lo que demuestra conceptualmente que un anti-IL-17A puede ser beneficioso
para tratar la enfermedad humana, ya que la administracion de un solo antisuero de rata especifico contra la IL-17
de raton redujo los sintomas de la artritis en los animales cuando se administré preventivamente o después de que
los sintomas de la artritis ya estuviesen presentes en el modelo (Lubberts y col., Arthritis Rheum. 50:650 - 9, 2004).
Por tanto, un anticuerpo que antagoniza, neutraliza o bloquea la unién de IL-17A r IL-17F a sus respectivos
receptores se puede usar para neurarlizar la IL-17A y/o IL-17F en el tratamiento de enfermedades humanas
especificas tales como artritis, psoriasis, artritis psoriasica, endotoxemian enteropatia inflamatoria (Sll), IBS, colitis y
otras enfermedades inflamatorias divulgadas el presente documento.

La administracion de anticuerpos de la invencion a estos ratones modelo de AIC se utiliza para evaluar su uso como
tal anticuerpo como antagonista de la IL-17F y la IL-17A, que podrian usarse para mejorar los sintomas y alterar el
curso de la enfermedad. A modo de ejemplo y sin limitaciones, la inyecciéon de 10-200 ug de un anticuerpo de la
presente invencién por raton (de una a siete veces a la semana durante hasta 4 semanas, aunque sin limitarse a
ellas, por via de administraciéon s.c., i.p o i.m.) puede reducir significativamente la puntuacion de la enfermedad
(puntuacién a la pata, aparicion de inflamacion o enfermedad). Dependiendo del inicio de la administracion del
anticuerpo (p. €j., antes o en el momento de la inmunizacién con colageno o en cualquier punto de tiempo tras la
segunda inmunizacion con colageno, incluidos los puntos de tiempo en los que la enfermedad ya ha progresado),
dichos anticuerpos anti-IL-17A e IL-17F pueden ser eficaces en la prevencién de la artritis reumatoide, asi como la
prevencion de su progresion.

2. Enfermedad intestinal inflamatoria (Ell)

En Estados Unidos, aproximadamente 500.000 personas sufren enfermedad intestinal inflamatoria (Ell) que puede
afectar al colon y al recto (colitis ulcerosa) o a amnos, al intetsino delgado y grueso (enfermedad de Crohn). La
patogenia de estas enfermedades esta poco clara, pero implican la inflamacion crénica de los tejidos afectados. Los
anticuerpos que se unen a IL-17A e IL-17F podrian servir como un medicamento valioso para reducir la inflamacién
y los efectos patoldgicos en la Ell y enfermedades relacionadas.

La colitis ulcerosa (CU) es una enfermedad inflamatoria del intestino grueso, normalmente denominado colon, que
se caracteriza por inflamacién y ulceracion de la mucosa o revestimiento interno del colon. Esta inflamacién hace
que el colon evacue con frecuencia, lo que tiene como resultado diarrea. Los sintomas inlcuyen heces sueltas y
calambres abdominales asociados, fiebre y pérdida de peso. Aunque la causa exacta de la CU se desconoce,
recientes investigaciones sugieren que las defensas naturales del cuerpo estan funcionando contra proteinas del
cuerpo que el cuerpo piensa que son exrafias (una “reaccion autoinmunitaria”). Quiza proque se asemejan a las
proteinas bacterianas del intestino, estas proteinas pueden instigar o estimular el proceso inflamatorio que comienza
destruyendo el revestimiento del colon. Como el revestimiento del colon se destruye, se forman Ulceras que liberan
moco, pus y sangre. Normalmente, la enfermedad comienza en la zona rectal y, en Ultima instancia, se puede
extender a través de todo el intestino grueso. Episodios repetidos de inflamacién conducen a un engrosamiento de la
pared del intestino y el recto con tejido cicatricial. Con la enfermedad grave se puede producir la muerte del tejido del
colon o sepsis. Los sintomas de colitis ulcerosa varian de intensidad y su inicio puede ser gradual o repentino. Los
ataques pueden estar provocados por muchos factores, incluidas las infecciones respiratorias o el estrés.

Aunque actualmente no se dispone de cura para la CU, los tratamientos se centran sobre la supresion del proceso
inflamatorio andmalo en el revestimiento del colon. Los tratamientos que incluyen inmunosupresores corticosteroides
(p. €j., azatioprina, mercaptopurina y metotrexato) y aminosalicilatos estan disponibles para tratar la enfermedad. No
obstante, el uso a largo plazo de inmunosupresores, tales como corticosteroides y azatioprina, puede tener como
resultado efectos secundarios graves, incluidos adelgazamiento de los huesos, cataratas, infeccion y efectos sobre
el higado y la médula ésea. En los pacientes en los que las terapias actuales no tienen éxito, la cirugia es una
opcion. La cirugia implica la extraccion de todo el colon y el recto.

Hay varios modelos animales que pueden imitar parcialmente a la colitis ulcerosa crénica. El modelo mas usado es
el modelo de colitis inducida por acido 2,4,6-trinitrobenesulfénico/etanol (TNBS), que induce la inflamacion crénica y
ulceracion del colon. Cuando se introduce TNBS en el colon de ratones susceptibles mediante instilacion intrarrectal,
induce respuesta inmunitaria mediada por linfocitos T en la mucosa del colon, conduciendo en este caso a una
inflamacion mucosa masiva caracterizar por una densa infiltracion de linfocitos T y macroéfagos a lo largo de toda la
pared del intestino grueso. Ademas, este cuadro histopatoldgico se acompafa del cuadro clinico de pérdida de peso
progresiva (emaciacion), diarrea sanguinolenta, prolapso rectal y engrosamiento de la pared del intestino grueso
(Neurath y col. Intern. Rev. Immunol. 19:5162, 2000).

Otro modelo de colitis usa dextrano sulfato sédico (DSS), que induce una colitis aguda manifestada por diarrea
sanguinolenta, pérdida de peso, acortamiento del colon y ulceracién mucosa con infiltracién de neutrofilos. La colitis
inducida por DSS se caracteriza histoldgicamente mediante infltracién de células inflamatorias en la lamina propria,
con hiperplasia linfoide, dafios en las criptas focales y ulceracion epitelial. Se piensa que estos cambios se
desarrollan debido a un efecto toxico del DSS sobre el epitelio y mediante fagocitosis de las células de la lamina
propria y producciéon de TFN-alfa e IFN-gamma. A pesar de su uso comun, varios problemas sobre los mecanismos
del DSS en cuanto a la relevancia para la enfermedad humana siguen sin resolver. El DSS se considera un modelo
independiente de linfocitos T porque se observa en animales deficientes en linfocitos T tales como ratones SCID.
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La administraciéon de anticuerpos de la invencién a estos modelos de TNBS o DSS se puede usar para evaluar el
uso de estos anticuerpos para aliviar los sintomas y alterar el curso de la enfermedad gastrointestinal. Ademas, los
resultados que muestran inhibiciéon de IL-17A e IL-17F por dichos anticuerpos proporcionan la prueba de concepto
de que los anticuerpos de la invencion también se pueden usar para aliviar los sintomas en los modelos de colitis/Ell
y alterar el curso de la enfermedad.

3. Psoriasis

La psoriasis es una afeccién cutanea crénica que afecta a mas de siete millones de americanos. La psoriasis se
produce cuando nuevas células de la piel crecen de forma anémala, que da lugar a parches de piel inflamada,
tumefacta y escamosa en los que la piel no se ha desprendido con la suficiente rapidez. La psoriasis en placas, la
forma mas frecuente, se caracteruza por parches inflamados de piel ("lesiones") cubiertos por escamas blancas
plateadas. La psoriasis puede limitarse a pocas placas o afectar a areas de moderadas a extensas de piel,
apareciendo con mas frecuencia sobre el cuero cabelludo, las rodillas, los codos y el tronco. Aunque es muy visible,
la psoriasis no es una enfermedad contagiosa. La patogenia de las enfermedades implican la inflamacion cronica de
los tejidos afectados. Los anticuerpos que se unen a IL-17A e IL-17F podrian servir como un medicamento valioso
para reducir la inflamacién y los efectos anatomopatologicos de la psoriasis, de otras enfermedades cutaneas
inflamatorias, de alergias de la piel y las mucosas, y de enfermedades relacionadas.

La psoriasis es un trastorno inflamatorio mediado por los linfocitos T de la piel que produce molestias considerables.
Es una enfermedad para la que no hay cura y afecta a personas de todas las edades. La psoriasis afecta a
aproximadamente el dos por ciento de las poblaciones de Europa y Norteamérica. Aunque los individuos con
psoriasis leve a menudo pueden controlar su enfermedad con agentes topicos, mas de un millon de pacientes de
todo el mundo requieren terapia inmunosupresora ultravioleta o sistémica. Por desgracia, la inconveniencia y los
riesgos de la radiacion ultravioleta y las toxicidades de muchas terapias limitan su uso a largo plazo. Ademas, los
pacientes normalmente sufren recurrencia de la psoriasis y, en algunos casos, rebote, poco después de detener la
terapia inmunosupresora.

Los anticuerpos que se unen a IL-17A e IL-17F también se pueden usar en sistemas diagndsticos para la deteccion
de niveles circulantes de IL-17F o IL-17A y en la deteccion IL-17F y/o IL-17A asociado con la respuesta inflamatoria
de fase aguda. Niveles elevados o disminuidos los polipéptidos ligando o receptor pueden ser indicativos de
afecciones patologicas, incluida inflamacién o cancer. Se sabe que la IL-17A y la IL-17F inducen la respuesta
inflamatoria asociada en la fase aguda. Ademas, la deteccion de proteinas o moléculas de fase aguda, tal como as
IL-17A o IL-17F puede ser indicativa de una afeccion inflamatoria cronica en ciertos estados de enfermedad (p. €;j.,
asma, psoriasis, artritis reumatoide, colitis, Ell). La deteccion de dichas afecciones sirve para ayudar al diagnostico
de enfermedades, asi como para ayudar al médico a elegir la terapia adecuada.

Ademas de otros modelos de enfermedad descritos en el presente documento, la actividad de los anticuerpos de la
invencion sobre el tejido inflamatorio derivado de lesiones psoriasicas humanas se puede medir in vivo usando un
modelo de ratén inmunodeficiente grave combinado (SCID). Se han desarrollado varios modelos de ratones en los
que células humanas se implantan en ratones inmunodeficientes (en conjunto denominados modelos de
xenoinjerto); véase, por ejemplo, Cattan AR, Douglas E, Leuk. Res. 18:51322, 1994 y Flavell, DJ, Hematological
Oncology 14:6782, 1996. Como modelo de xenoinjerto in vivo para psoriasis, tejido cutaneo psoriasico humano se
implanta en el modelo de ratén SCID y se expone a un antagonista adecuado. Ademas, otros modelos animales de
psoriasis de la técnica se pueden usar para evaluar los anticuerpos de la invencion, tal como injertos cutaneos
psoriasicos implantados en un modelo de raton AGR129 y expuestos a un antagonista adecuado (véase, por
ejemplo, Boyman, O. y col., J. Exp. Med. Publicacion Online n°® 20031482, 2004,). Los anticuerpos anti-IL-17A e IL-
17F que se unen, bloquean, inhiben, reducen, antagonizan o neutralizan la actividad de IL-17A e IL-17F son
antagonistas preferidos. De forma similar, en el modelo SCID se pueden usar tejidos o células derivados de colitis
humana, Ell, artritis u otras lesiones inflamatorias para evaluar las propiedades antiinflamatorias de los anticuerpos
de la invencién descritos en el presente documento.

Las terapias disefiadas para abolir, retrasar o reducir la inflamacion usando anticuerpos de la invencién se pueden
analizar mediante la administracion de estos anticuerpos a ratones SCID portadores de tejido inflamatorio humano
(p- €j., lesiones psoriasicas y similares) u otros modelos descritos en el presente documento. La eficacia del
tratamiento se mide y evalla estadisticamente como el efecto antiinflamatorio incrementado en la poblacion tratada
en el tiempo usando procedimientos bien conocidos en la técnica. Algunos ejemplos de procedimientos incluyen,
entre otros, medir, por ejemplo, en un modelo de psoriasis, el engrosamiento epidérmico, el nimero de células
inflamatorias de la dermis superior y los grados de paraqueratosis, Dichos procedimientos se conocen en la técnica
y se describen en el presente documento. Por ejemplo, véase Zeigler, M y col. Lab Invest 81:1253, 2001; Zollner, T.
M. y col. J. Clin. Invest. 109:671, 2002; Yamanaka, N. y col. Microbio.l Immunol. 45:507, 2001; Raychaudhuri, S. P. y
col. Br. J. Dermatol. 144:931, 2001; Boehncke, W. H y col. Arch. Dermatol. Res. 291:104, 1999; Boehncke, W. H y
col., al., J. Invest. Dermatol. 116:596, 2001; Nickoloff, B. J. y col., Am. J. Pathol. 146:580, 1995; Boehncke, W. H y
col., J. Cutan. Pathol. 24:1, 1997; Sugai, J., M. y col., J. Dermatol. Sci. 17:85, 1998; y Villadsen L.S. y col., J, Clin.
Invest. 112:1571, 2003. La inflamacién también se puede controlar en el tiempo usando procedimientos bien
conocidos, tales como citometria de flujo (o0 PCR) para cuantificar el nimero de células inflamatorias o lesionales
presentes en una muestra, puntuacion (pérdida de peso, diarrea, hemorragia rectal, longitud del colon) para Ell,
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puntuacion de la enfermedad en las patas y puntuacion de la inflamacién para el modelo de AIC AR.

Ademas, la psoriasis es una enfermedad cutanea inflamatoria crénica que se asocia con queratinocitos epidérmicos
hiperplasicos y células mononucleares infiltrantes, incluidos linfocitos T CD4+ de memoria, neutrdfilos y macréfagos
(Christophers, Int. Arch. Allergy Immunol., 110:199, 1996). Actualmente se cree que los antigenos ambientales
desempefian un papel significativo en el inicio y la contribucién a la patologia de la enfermedad. No obstante, es la
pérdida de la tolerancia a los autoantigenos lo que se piensa que participa en la patologia de la psoriasis. Se piensa
que las células dendriticas y los linfocitos T CD4+ desempefian un papel importante en la presentacion antigénica y
el reconocimiento que media en la respuesta inmunitaria, que conduce a la patologia. Recientemente se ha
desarrollado un modelo de psoriasis basado en el modelo de trasnferencia CD4+CD45RB (Davenport y col., Internat.
Immunopharmacol., 2:653 - 672). Los anticuerpos de la presente invencién se administran a los ratones.: La
inhibicién de las puntuaciones de la enfermedad (lesiones cutaneas, citocinas inflamatorias) indica la eficacia de
dichos anticuerpos para la psoriasis.

4. Sindrome del intestino irritable (“SlI”)

El “sindrome del intestino irritable constituye una enfermedad caracterizada por dolor abdominal o malestar y un
habito intestinal erratico. Los pacientes con el Sll se pueden clasificar en tres grupos principales segun los habitos
intestinales: quellos con heces predominantemente sueltas o frecuentes, aquellos con heces principalmente duras o
infrecuentes y aquellos con unas heces normales o variables (Talley y col., 2002). La alteraciéon de la motilidad
intestinal, las anomalias en la funcién epitelial, el transito anormal de las heces y el gas, y el estrés, pueden
contribuir a los sintomas, al mismo tiempo que la hipersensibilidad visceral es una caracteristica clave en la mayor
parte de los pacientes. Los factores genéticos que afectan a la sefializacion del dolor y a las alteraciones en el
procesamiento central de las sefiales aferentes se piensa que predisponen a los individuos al Sl tras exposiciones
medioambientales especificas. Los estudios también han demostrado que las respuestas inflamatorias en el colon
pueden contribuir a un aumento de la sensibilidad del muasculo liso y de los nervios entéricos y, por lo tanto, a
perturbar las funciones motoras sensoriales en el intestino (Collins y col., 2001). Hay un solapamiento clinico entre el
Sll y la Ell, describiéndose con frecuencia unos sintomas de tipo SlI en los pacientes antes de diagnosticarles la Ell,
y unos sintomas de Sll mayores de lo esperado en los pacientes con remision de una Ell establecida. Por lo tanto,
estas afecciones pueden coexistir con una frecuencia mayor de la esperada, o pueden existir como un continuo, con
el Sll y la Ell en diferentes extremos del mismo espectro. Sin embargo, se debe destacar que, en la mayoria de los
pacientes con SlI, las muestras de biopsia de colon aparecen normales. No obstante, el Sll afecta significativamente
a un gran ndmero de personas (prevalencia en aproximadamente 16 millones de personas en el afio 2000 en los
EE.UU.), lo que da lugar a una carga de coste total de 1.700 millones de dodlares (afio 2000). Por lo tanto, entre las
enfermedades y los trastornos digestivos mas prevalentes y costosos, el Sll es la segunda solo después de la
enfermedad por reflujo gastroesofagico (ERGE). diferencia de la ERGE, el tratamiento para el Sl sigue siendo
insatisfactorio (Talley y col., 2002; Farhadi y col., 2001; Collins y col., 2001), lo que demuestra que el Sll constituye
claramente una necesidad médica insatisfecha.

Se han propuesto modelos de enfermedad coincidentes que proponen una mejora de la reactividad de los circuitos
neurales, inmunitarios o neuroinmunitarios en el sistema nervioso central (SNC) o en el intestino a las
perturbaciones centrales (psicosociales) o periféricas (irritacion, inflamacion o infeccion de los tejidos) de la
homeostasia normal (Talley y col., 2002). Esta capazidad de respuesta reforzada da lugar a una alteracion de la
regulacion de la motilidad intestinal, de la funcion epitelial (inmunitaria, permeabilidad), y una hipersensibilidad
visceral, que a su vez da lugar a sintomas de SlI.

Muchas moléculas diferentes pueden realizar una funcién en la patogenia del Sll, incluida una funcién para las
moléculas que estimulan las neuronas y las que estan implicadas en el inicio del proceso inflamatorio. Se sabe que
una serie de las moléculas estan relacionadas con una posible actividad sobre las neuronas debido a su expresién
directa en las neuronas o por la expresion de sus receptores en las neuronas, incluidas la IL-17D, la IL-17B y la IL-
31. Ademas, una serie de miembros de la familia de la IL-17 y moléculas relacionadas se han asociado a la
inflamacioén en el intestino, incluidas IL-17A, IL-17F, IL-23 e IL-31.

Se podria analizar la eficacia de los inhibidores/antagonistas de estas moléculas in vivo en modelos de animales de
la enfermedad. Se han sugerido varios modelos animales que imitan las caracteristicas principales del Sll y que
implican los estimulos centrales (estrés) o los estimulos periféricos (infeccion, inflamacién). Dos ejemplos de
modelos animales in vivo que se pueden utilizar para determinar la eficacia de los inhibidores en el tratamiento del
Sll son i) modelos que se centran en la patogenia del Sll dirigida por el SNC (modelos de estrés) y ii) modelos que
se centran en los inductores intestinales del estrés (es decir, inflamacion, infeccion o esfuerzo fisico del intestino).
Sin embargo, se debe destacar que los acontecimientos dentro del SNC o en el tracto gastrointstinal (Gl) no se
producen de forma aislada y que los sintomas del Sl mas probablemente sean resultado de una interaccion
compleja entre las sefiales del SNC sobre el tracto Gl y viceversa.

Para el uso farmacéutico, los anticuerpos de la presente invencién se formulan para liberacién para liberacion
parenteral, en particular intravenosa o subcutanea, de acuerdo con procedimientos convencionales. La
administracion intravenosa sera mediante inyeccion en bolo, liberacion controlada, usando, por ejemplo, mini
bombas u otra tecnologia adecuada, o mediante infusién en un periodo tipico de una a varias horas. En general, las
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formulaciones farmacéuticas incluiran una proteina hematopoyética en combinacién con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, tal como solucién salina, solucién salina tamponada, dextrosa al 5% en agua o
similares. Las formulaciones pueden incluir ademas uno o mas excipientes, conservantes, solubilizantes, agentes
tampodn, albumina, para prevenir la pérdida de proteinas en las superficies de los viales etc. Cuando se usa dicha
terapia de combinacion, las citocinas se pueden combinar en una formulaciéon Unica o se puede administrar en
formulaciones separadas. En la técnica se conocen bien procedimientos de formulaciéon y se divulgan en, por
ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton PA, 1990. EN general,
las dosis terape’suticas estaran en el intervalo de 0,1 a 100 mg/kg de peso del paciente al dia, preferentemente
0,520 mg/kg al dia, determinando la dosis exacta el médico de acuerdo con los patrones aceptados teniendo en
cuenta la naturaleza y la gravedad de la afeccion, las caracteristicas d elos pacientes etc. La determinacion de la
dosis esnta dentro del nivel del experto en la técnica. Normalmente, las proteinas se administraran durante un
periodo de hasta 28 dias tras la quimioterapia o transplante de médula ésea o hasta que se alcance un recuento de
plaguetas de >20.000/mm?®, preferentemente >50.000/mm?®. Con mas frecuencia, las proteinas se administraran en
una semana o menos, a menudo durante un periodo de uno a tres dias. En general, una cantidad terapéuticamente
eficaz de los anticuerpos de la presente invencién es una cantidad suficiente para producir un incremento
clinicamente significativo en la proliferacion y/o diferenciacion de células progenitoras linfoides o mieloides, que se
manifestara como un incremento de los niveles circulantes de las células maduras (p. €j., plaquetas o neutrdfilos).
Por tanto, el tratamiento de los trastornos de las plaquetas continuara hasya alcanzar un recuento de plaquetas de al
menos 20.000/mm?, preferentemente >50.000/mm?®. Los anticuerpos de la presente invencién también se pueden
administrar en combinacion con otras citocinas, tales como IL-3, IL-6 e IL-11, el factor de células madre,
eritropoyetina, G-CSF y GM-CSF. En los regimenes de las terapias de combinacion, las dosis diarias de otras
citocinas seran, en general: EPO, 150 U/kg; GM-CSF, 5 - 15 Ig/kg; IL-3, 1 - 5 Ig/kg; y G-CSF, 1 - 25 Ig/kg. . Por
ejemplo, la terapia de combinacion con EPO esta indicada en pacientes anémicos con niveles bajos de EPO.

En general, la dosis de los anticuerpos administrados variara en funcion de factores tales como la edad del paciente,
el peso, la latura, el sexo, el estado médico general y el historial médico anterior. Normalmente es deseable
proporcionar al receptor una dosis de los anticuerpos que esté en el intervalo de aproximadamente 1 pg/kg a 10
mg/kg (cantidad de agente/peso corporal del paciente), aunque segun lo dicten las circunstancias también se puede
administrar una dosis menor o mayor.

La administracion de los anticuerpos de la invencién a un sujeto puede ser intravenosa, intraarterial, intraperitoneal,
intramuscular, subcutanea, intrapleural, intratecal, mediante perfusion a través de un catéter regional o mediante
inyeccion intralesional directa. Cuando se administran proteinas terapéuticas mediante inyeccion, la administracion
puede ser mediante infusion continua o mediante uno o multiples bolos.

Vias de administracion adicionales incluyen oral, mucosa-membrana, pulmonar y transcutanea. La liberacion oral es
adecuada para microesferas de poliéster, microesferas de zeina, microesferas proteinoides, microesferas de
policianoacrilato y sistemas basados en lipidos (véase, por ejemplo, DiBase y Morrel, "Oral Delivery of
Microencapsulated Proteins," en Protein Delivery: Physical Systems, Sanders and Hendren (eds.), paginas 255288
(Plenum Press 1997)). La viabilidad de una liberacion intranasal se pone de manifiesto mediante un modo tal como
la administracion de insulina (véase, por ejemplo, Hinchcliffe y lllum, Adv. Drug Deliv. Rev. 35:199 (1999)). Se
pueden preparar particulas secas o liquidas que comprenden anticuerpos de la invencién y se inhalan con la ayuda
de dispensadores de polvo seco, generadores de aerosol liquido o nebulizadores (p. €j., Pettit y Gombotz, TIBTECH
16:343 (1998); Patton y col., Adv. Drug Deliv. Rev. 35:235 (1999)). Esta estrategia se ilustra con el sistema de
gestion de la diabetes AERZ, que es un inhalador electrénico manual que libera insulina en aerosol en los pulmones.
Los estudios han mostrado que las proteinas tan grandes como de 48.000 kDa se han liberado sobre la piel a
concentraciones terapéuticas con la ayuda de ultrasonidos de baja frecuencia, lo que ilustra la viabilidad de la
administracion transcutanea (Mitragotri y col., Science 269:850 (1995)). La liberacion transdérmica usando
electroporacién proporciona otro medio de administrar una molécula que tiene actividad de uniéna IL-17A e IL-17F
(Potts y col., Pharm. Biotechnol. 10:213 (1997)).

Se puede formular una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo de la invencién de acuerdo con
procedimientos conocidos para preparar composiciones farmacéuticamente utiles, de modo que las proteinas
terapéuticas se combinan en una mezcla con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Se dice que una
composicién es un “vehiculo farmacéuticamente aceptable” si su administracion puede ser tolerada por un paciente
receptor. La soluciéon salina tamponada con fosfato estéril es un ejemplo de un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Otros vehiculos adecuados son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Gennaro (ed.),
Remington’s Pharmaceutical Sciences, 19 Edicién (Mack Publishing Company 1995).

Para los fines de terapia, los anticuerpos de la invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable se administran
a un paciente en una cantidad terapéuticamente eficaz. Se dice que una combinacién de una molécula terapéutica
de la presente invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable se administra en una “cantidad
terapéuticamente eficaz" si la cantidad administrada es fisiolégicamente significativa. Un agente es fisiologicamente
significativo si su presencia tiene como resultado un cambio detectable en la fisiologia de un paciente receptor. Por
ejemplo, un agente usado para tratar la inflamacion es fisiolégicamente significativo si su presencia alivia la
respuesta inflamatoria. El tratamiento eficaz se puede evaluar de varios modos: En una realizacién, tratamiento
efizaz se determina por la inflamacion reducida. En otras realizaciones, el tratamiento eficaz estd marcado por la
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inhibicion de la inflamacion. En otras realizaciones, la terapia eficaz se mide por el aumento de bienestar del
paciente, incluyendo signos tales como aumento de peso, recuperacion de la fuerza, disminucion del dolor, progreso
y las indicaciones subjetivas del paciente de una salud mejor.

Una composicién farmacéutica que comprende los anticuerpos de la invencién se puede proporcionar en forma
liqguida, en un aerosol o en forma sodlida. Las formas liquidas se ilustran mediante soluciones inyectables y
suspensiones orales. Ejemplos de formas solidas incluyen capsulas, comprimidos y formas de liberacién controlada.
La ultima forma se ilustra mediante bombas miniosméticas e implantes (Bremer y col., Pharm. Biotechnol. 10:239
(1997); Ranade, "Implants in Drug Delivery," en Drug Delivery Systems, Ranade y Hollinger (eds.), paginas 95123
(CRC Press 1995); Bremer y col., "Protein Delivery with Infusion Pumps," en Protein Delivery: Physical Systems,
Sanders and Hendren (eds.), paginas 239254 (Plenum Press 1997)); Yewey y col., "Delivery of Proteins from a
Controlled Release Injectable Implant,” en Protein Delivery: Physical Systems, Sanders and Hendren (eds.), paginas
93 - 117 (Plenum Press 1997)).

Los liposomas proporcionan un medio para liberar polipéptidos terapéuticos a un sujeto mediante administracion
intravenosa, intraperitoneal, intratecal, intramuscular, subcutanea o administracién oral, inhalacién o intranasal. Los
liposomas son vesiculas microscépicas que consisten en una o mas bicapas lipidicas que rodean compartimentos
acuosos (véase en general, Bakker-Woudenberg y col., Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 12 (Suppl. 1):S61 (1993),
Kim, Drugs 46:618 (1993), and Ranade, "Site-Specific Drug Delivery Using Liposomes as Carriers," in Drug Delivery
Systems, Ranade y Hollinger (eds.), paginas 3 - 24 (CRC Press 1995)). Los liposomas tienen una composicion
similar a las membranas celulares y, como resultado, los liposomas se pueden administrar de forma segura y son
biodegradables. En funcion del procedimiento de preparacion, los liposomas pueden ser unilamelares o
multilamelares, y los lipposomas pueden variar de tamafio, con diametros que varian de 0,02 um a mas de 10 pm.
Diversos agentes se pueden encapsular en liposomas: Reparto de los agentes hidréfobos en las bicapas y reparto
de los agentes hidrofilos en el(los) espacio(s) acuoso(s) interno(s), (véase, por ejemplo Machy y col., Liposomes In
Cell Biology And Pharmacology (John Libbey 1987), y Ostro y col., American J. Hosp. Pharm. 46:1576 (1989)).
Ademas, es posible controlar la disponibilidad terapéutica del agente encapsulado variando el tamafio de los
liposomas, el numero de bicapas, la composicion lipidica, asi como las caracteristicas de carga y de superficie de los
liposomas.

Los liposomas se pueden adsorber en practicamente cualquier tipo de célula y liberar lentamente el agente
encapsulado. Como alternativa, un liposoma adsorbido se puede ser endocitado por las células fagociticas. Tras la
endocitosis se rpoduce la degradacion dentro de los lisosomas de los lipidos liposomales y la liberacion de los
agentes encapsulados (Scherphof y col., Ann. N. Y. Acad. Sci. 446:368 (1985)). Tras la administracion intravenosa,
normalmente, los liposomas pequefios (de 0,1 a 1,0 ym) son captados por las células del sistema reticulo-endotelial,
localizado principalmente en el higado y el bazo, mientras que los liposomas mayores de 3,0 ym se depositan en los
pulmones. Esta captacion preferencial de los liposomas mas pequefios por las células del sistema reticulo-endotelial
se ha usado para liberar agentes quimioterapéuticos a los macréfagos y a los tumores hepaticos.

El sistema reticulo-endotelial puede rodearse mediante varios procedimientos, incluidos saturacidon con dosis
grandes de particulas de liposomas o inactivacion selectiva de macréfagos por medios farmacologicos (Claassen y
col., Biochim. Biophys. Acta 802:428 (1984)). Ademas, se ha demostrado que la incorporacion de fosfolipidos
derivados con glicolipidos o polietilenglicol en las membranas de los liposomas tiene como resultado una captacion
significativamente reducida por el sistema reticulo-endotelial (Allen y col., Biochim. Biophys. Acta 1068:133 (1991);
Allen y col., Biochim. Biophys. Acta 1150:9 (1993)).

Los liposomas también se pueden preparar para apuntar a células u 6rganos concretos variando la composicion en
fosfolipidos o mediante la insercion de receptores o ligandos en los liposomas. Por ejemplo, los liposomas,
preparados con un contenido elevado de un tensioactivo no iénico, se han usado para dirigirse al higado (Hayakawa
y col., patente japonesa 04-244,018; Kato y col., Biol. Pharm. Bull. 16:960 (1993)). Estas formulaciones se
prepararon mezclando fosfatidilcolina de soja, a-tocoferol y aciete de ricino etoxilado hidrogenado (HCO-60) en
metanol, concentrando la mezcla al vacio y, después, reconstituyendo la mezcla con agua. También se ha
demostrado que una formulaciéon en liposomas de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) con una mezcla de
esterilglucdsido derivado de soja (SG) y colesterol (Ch) se puede dirigir al higado (Shimizu y col., Biol. Pharm. Bull.
20:881 (1997)).

Como alternativa, varios ligandos dirigidos se pueden unir a la superficie del liposoma, tal como anticuerpos,
fragmentos de anticuerpos, hidratos de carbono, vitaminas y proteinas de transporte. Por ejemplo, los liposomas se
pueden modificar con derivados de galactosilipido de tipo ramificado para apuntar a los receptores de
asialoglicoproteina (galactosa), que se expresan exclusivamente sobre la superficie de las células hepaticas (Kato y
Sugiyama, Crit. Rev. Ther. Drug. Carrier Syst. 14:287 (1997); Murahashi y col., Biol. Pharm. Bull.20:259 (1997)). De
forma similar, Wu y col., Hepatology 27:772(1998), han mostrado que marcando los liposomas con asialofetuina se
producia una semivida en plasma del liposoma mas corta y potenciaba considerablemente la captacion de
liposomas marcados con asialofetuina por los hepatocitos. Por otro lado, la acumulacién hepatica de liposomas que
comprenden derivados de galactosilipido de tipo ramificado se puede inhibir mediante preinyeccién de asialofetuina
(Murahashi y col., Biol. Pharm. Bull.20:259 (1997)). Los liposomas de seroalbumina poliaconitilada proporcionan otra
estrategia para dirigir liposomas a células hepaticas (Kamps y col., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 94:11681 (1997)).

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2463482 T3

Ademas, Geho, y col., patente de EE.UU. n°® 4.603.044, describen un sistema de liberacion de vesiculas liposomales
dirigidas a los hepatocitos que tiene especificidad por receptores hepatobiliares asociados con las células
metabdlicas especializadas del higado.

En una estrategia mas general para los tejidos, las células diana se marcan previamente con anticuerpos biotinilados
especificos de un ligando expresado por la célula diana (Harasym y col., Adv. Drug Deliv. Rev. 32:99 (1998)). Tras la
eliminacion del plasma de los anticuerpos libres se administran liposomas conjugados con estreptavidina. En otra
estrategia, los anticuerpos dirigidos estan unidos directamente en los liposomas (Harasym y col., Adv. Drug Deliv.
Rev. 32:99 (1998)).

Los polipéptidos y anticuerpos se pueden encapsular dentro de los liposomas usando técnicas estandar de
microencapsulacion de proteinas (véase, por ejemplo, Anderson y col., Infect. Immun. 31:1099 (1981), Anderson y
col., Cancer Res. 50: 1853 (1990), y Cohen y col., Biochim. Biophys. Acta 1063:95 (1991), Alving y col. "Preparation
and Use of Liposomes in Immunological Studies," in Liposome Technology. 22 Edicion, Vol. lll, Gregoriadis (ed.),
pagina 317 (CRC Press 1993), Wassef y col., Meth. Enzymol. 149:124 (1987)). Como se ha indicado anteriormente,
los liposomas terapéuticamente Utiles pueden contener diversos componentes. Por ejemplo, los liposomas pueden
comprender derivados lipidicos de poli(etilenglicol) (Allen y col., Biochim. Biophys. Acta 1150:9 (1993)).

Se han disefiado microesferas poliméricas degradables para mantener niveles sistémicos elevados de proteinas
terapéuticas. Ls microesferas se preparan a partir de polimeros degradables, tales como poli(lactida-co-glicolido)
(PLG), polianhidridos, poli(ortoésteres), polimeros de acetato de etilvinilo no biodegradables, en las que hay
proteinas atrapadas en el polimero (Gombotz y Pettit, Bioconjugate Chem. 6:332 (1995); Ranade, "Role of Polymers
in Drug Delivery," en Drug Delivery Systems, Ranade y Hollinger (eds.), paginas 5193 (CRC Press 1995); Roskos y
Maskiewicz, "Degradable Controlled Release Systems Useful for Protein Delivery," en Protein Delivery: Physical
Systems, Sanders y Hendren (eds.), paginas 4592 (Plenum Press 1997); Bartus y col., Science 281:1161 (1998);
Putney y Burke, Nature Biotechnology 16:153 (1998); Putney, Curr. Opin. Chem. Biol. 2:548 (1998)). Las
nanoesferas recubiertas con polietilenglicol (PEG) también pueden proporcionar vehiculos para administracion
intravenosa de proteinas terapéuticas (véase, por ejemplo, Gref y col., Pharm. Biotechnol. 10:167 (1997)).

La presente invencion también contempla polipéptidos quimicamente modificados que tienen actividad de unién a IL-
17Ay a IL-17F, tales como los anticuerpos anti-IL-17A e IL-17F, que un polipéptido esta unido a un polimero, como
se ha tratado en lo que antecede.

Los expertos en la técnica pueden concebir otras formas de dosificacion, como se muestra en, por ejemplo, Ansel y
Popovich, Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, 5% Edicion (Lea & Febiger 1990),
Gennaro(ed.), Remington’s Pharmaceutical Sciences, 19 Edicion (Mack Publishing Company 1995), y en Ranade y
Hollinger, Drug Delivery Systems (CRC Press 1996).

A modo de ilustracién, las composiciones farmacéuticas se pueden proporcionar como un kit que comprende un
contenedor que comprende un anticuerpo de la invencién. Se pueden proporcionar los anticuerpos de la invenciéon
en forma de una solucidn inyectable para una o multiples dosis o como un polvo estéril que se reconstituira antes de
la inyeccion. Como alternativa, dicho kit puede incluir un dispensador de polvo seco, un generador de aerosoles
liquidos o un nebulizador para la administracién de un polipéptido terapéutico. Dicho kit puede ademas comprender
informacion escrita sobre indicaciones y usos de la composicién farmacéutica. Ademas, dicha informacion puede
incluir una declaracion de que la composicién de anticuerpo esta contraindicada en pacientes con hipersensibilidad
conocida a IL-17A e IL-17F.

Una composicién farmacéutica que comprende los anticuerpos de la invencién se puede proporcionar en forma
liquida, en un aerosol o en forma sdlida. Las formas liquidas se ilustran mediante soluciones inyectables, aerosoles,
gotas, soluciones topoldgicas y suspensiones orales. Ejemplos de formas sélidas incluyen capsulas, comprimidos y
formas de liberacidon controlada. La ultima forma se ilustra mediante bombas miniosméticas e implantes (Bremer y
col., Pharm. Biotechnol. 10:239 (1997); Ranade, "Implants in Drug Delivery," en Drug Delivery Systems, Ranade y
Hollinger (eds.), paginas 95123 (CRC Press 1995); Bremer y col., "Protein Delivery with Infusion Pumps," en Protein
Delivery: Physical Systems, Sanders and Hendren (eds.), paginas 239254 (Plenum Press 1997)); Yewey y col.,
"Delivery of Proteins from a Controlled Release Injectable Implant,” en Protein Delivery: Physical Systems, Sanders
and Hendren (eds.), paginas 93 - 117 (Plenum Press 1997)). Otras formas sélidas incluyen cremas, pastas,, otras
aplicaciones topoldgicas y similares.

Los liposomas proporcionan un medio para liberar polipéptidos terapéuticos a un sujeto mediante administracion
intravenosa, intraperitoneal, intratecal, intramuscular, subcutanea o administracién oral, inhalacién o intranasal. Los
liposomas son vesiculas microscépicas que consisten en una o mas bicapas lipidicas que rodena compartimentos
acuosos (véase, en general, Bakker-Woudenberg y col., Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 12 (Suppl. 1):S61 (1993),
Kim, Drugs 46:618 (1993), y Ranade, "Site-Specific Drug Delivery Using Liposomes as Carriers," en Drug Delivery
Systems, Ranade and Hollinger (eds.), paginas 3 - 24 (CRC Press 1995)). Los liposomas tienen una composicion
similar a las membranas celulares y, como resultado, los liposomas se pueden administrar de forma segura y son
biodegradables. En funcion del procedimiento de preparacion, los liposomas pueden ser unilamelares o
multilamelares, y los lipposomas pueden variar de tamafio, con diametros que varian de 0,02 um a mas de 10 pm.
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Diversos agentes se pueden encapsular en liposomas: Reparto de los agentes hidréfobos en las bicapas y reparto
de los agentes hidrofilos en el(los) espacio(s) acuoso(s) interno(s), (véase, por ejemplo Machy y col., Liposomes In
Cell Biology And Pharmacology (John Libbey 1987), y Ostro y col., American J. Hosp. Pharm. 46:1576 (1989)).
Ademas, es posible controlar la disponibilidad terapéutica del agente encapsulado variando el tamafio de los
liposomas, el nimero de bicapas, la composicion lipidica, asi como las caracteristicas de carga y de superficie de los
liposomas.

Los liposomas se pueden adsorber en practicamente cualquier tipo de célula y liberar lentamente el agente
encapsulado. Como alternativa, un liposoma adsorbido se puede ser endocitado por las células fagociticas. Tras la
endocitosis se rpoduce la degradacion dentro de los lisosomas de los lipidos liposomales y la liberacion de los
agentes encapsulados (Scherphof y col., Ann. N. Y. Acad. Sci. 446:368 (1985)). Tras la administracion intravenosa,
normalmente, los liposomas pequefios (de 0,1 a 1,0 um) son captados por las células del sistema reticulo-endotelial,
localizado principalmente en el higado y el bazo, mientras que los liposomas mayores de 3,0 ym se depositan en los
pulmones. Esta captacion preferencial de los liposomas mas pequefios por las células del sistema reticulo-endotelial
se ha usado para liberar agentes quimioterapéuticos a los macréfagos y a los tumores hepaticos.

El sistema reticulo-endotelial puede rodearse mediante varios procedimientos, incluidos saturacion con dosis
grandes de particulas de liposomas o inactivacion selectiva de macréfagos por medios farmacologicos (Claassen y
col., Biochim. Biophys. Acta 802:428 (1984)). Ademas, se ha demostrado que la incorporacion de fosfolipidos
derivados con glicolipidos o polietilenglicol en las membranas de los liposomas tiene como resultado una captacion
significativamente reducida por el sistema reticulo-endotelial (Allen y col., Biochim. Biophys. Acta 1068:133 (1991);
Allen y col., Biochim. Biophys. Acta 1150:9 (1993)).

Los liposomas también se pueden preparar para apuntar a células u érganos concretos variando la composicion en
fosfolipidos o mediante la insercion de receptores o ligandos en los liposomas. Por ejemplo, los liposomas,
preparados con un contenido elevado de un tensioactivo no iénico, se han usado para dirigirse al higado (Hayakawa
y col., patente japonesa 04-244,018; Kato y col., Biol. Pharm. Bull. 16:960 (1993)). Estas formulaciones se
prepararon mezclando fosfatidilcolina de soja, a-tocoferol y aceite de ricino etoxilado hidrogenado (HCO-60) en
metanol, concentrando la mezcla al vacio y, después, reconstituyendo la mezcla con agua. También se ha
demostrado que una formulaciéon en liposomas de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) con una mezcla de
esterilglucdsido derivado de soja (SG) y colesterol (Ch) se puede dirigir al higado (Shimizu y col., Biol. Pharm. Bull.
20:881 (1997)).

Como alternativa, varios ligandos dirigidos se pueden unir a la superficie del liposoma, tales como anticuerpos, de la
presente invencion, fragmentos de anticuerpos, hidratos de carbono, vitaminas y proteinas de transporte. Por
ejemplo, los liposomas se pueden modificar con derivados de galactosilipido de tipo ramificado para apuntar a los
receptores de asialoglicoproteina (galactosa), que se expresan exclusivamente sobre la superficie de las células
hepaticas (Kato y Sugiyama, Crit. Rev. Ther. Drug. Carrier Syst. 14:287 (1997); Murahashi y col., Biol. Pharm.
Bull.20:259 (1997)). De forma similar, Wu y col., Hepatology 27:772(1998), han mostrado que marcando los
liposomas con asialofetuina se producia una semivida en plasma del liposoma mas corta y potenciaba
considerablemente la captacién de liposomas marcados con asialofetuina por los hepatocitos. Por otro lado, la
acumulacion hepatica de liposomas que comprenden derivados de galactosilipido de tipo ramificado se puede inhibir
mediante preinyeccion de asialofetuina (Murahashi y col., Biol. Pharm. Bull. 20:259 (1997)). Los liposomas de
seroalbumina poliaconitilada proporcionan otra estrategia para dirigir liposomas a células hepaticas (Kamps y col.,
Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 94:11681 (1997)). Ademas, Geho, y col., patente de EE.UU. n° 4.603.044, describen un
sistema de liberaciéon de vesiculas liposomales dirigidas a los hepatocitos que tiene especificidad por receptores
hepatobiliares asociados con las células metabdlicas especializadas del higado.

En una estrategia mas general para los tejidos, las células diana se marcan previamente con anticuerpos biotinilados
especificos de un ligando expresado por la célula diana (Harasym y col., Adv. Drug Deliv. Rev. 32:99 (1998)). Tras la
eliminacion del plasma de los anticuerpos libres se administran liposomas conjugados con estreptavidina. En otra
estrategia, los anticuerpos dirigidos estan unidos directamente en los liposomas (Harasym y col., Adv. Drug Deliv.
Rev. 32:99 (1998)).

Los anticuerpos de la invenciéon se pueden encapsular dentro de los liposomas usando técnicas estandar de
microencapsulacion de proteinas (véase, por ejemplo, Anderson y col., Infect. Immun. 31:1099

(1981), Anderson y col., Cancer Res. 50: 1853 (1990), y Cohen y col., Biochim. Biophys. Acta 1063:95 (1991), Alving
y col. "Preparation and Use of Liposomes in Immunological Studies," in Liposome Technology. 22 Edicion, Vol. IlI,
Gregoriadis (ed.), pagina 317 (CRC Press 1993), Wassef y col., Meth. Enzymol. 149:124 (1987)). Como se ha
indicado anteriormente, los liposomas terapéuticamente utiles pueden contener diversos componentes. Por ejemplo,
los liposomas pueden comprender derivados lipidicos de poli(etilenglicol) (Allen y col., Biochim. Biophys. Acta 1150:9
(1993)).

Se han disefiado microesferas poliméricas degradables para mantener niveles sistémicos elevados de proteinas
terapéuticas. Ls microesferas se preparan a partir de polimeros degradables, tales como poli(lactida-co-glicélido)
(PLG), polianhidridos, poli(ortoésteres), polimeros de acetato de etilvinilo no biodegradables, en las que hay
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proteinas atrapadas en el polimero (Gombotz y Pettit, Bioconjugate Chem. 6:332 (1995); Ranade, "Role of Polymers
in Drug Delivery," en Drug Delivery Systems, Ranade y Hollinger (eds.), paginas 5193 (CRC Press 1995); Roskos y
Maskiewicz, "Degradable Controlled Release Systems Useful for Protein Delivery," en Protein Delivery: Physical
Systems, Sanders y Hendren (eds.), paginas 4592 (Plenum Press 1997); Bartus y col., Science 281:1161 (1998);
Putney y Burke, Nature Biotechnology 16:153 (1998); Putney, Curr. Opin. Chem. Biol. 2:548 (1998)). Las
nanoesferas recubiertas con polietilenglicol (PEG) también pueden proporcionar vehiculos para administracion
intravenosa de proteinas terapéuticas (véase, por ejemplo, Gref y col., Pharm. Biotechnol. 10:167 (1997)).

Los expertos en la técnica pueden formular otras formas farmacéuticas, como se muestra, por ejemplo, en Ansel y
Popovich, Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems. 5% Edicion (Lea & Febiger 1990),
Gennaro(ed.), Remington’s Pharmaceutical Sciences, 19 Edicion (Mack Publishing Company 1995), y en Ranade y
Hollinger, Drug Delivery Systems (CRC Press 1996).

La presente invencién contempla composiciones de anticuerpos en las que dichos anticuerpos se unen a IL-17A e
IL-17F, y procedimientos y usos terapéuticos que comprenden un anticuerpo como se describe en el presente
documento. Dichas composiciones pueden comprender, ademas, un vehiculo. El vehiculo puede ser un vehiculo
organico o inorganico convencional. Ejemplos de vehiculos incluyen agua, solucién tampén, alcohol, propilenglicol,
macrogol, aceite de sésamo, aceite de maiz y similares.

La invencion se ilustra de forma adicional mediante los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplos

Ejemplo 1

El ARNm de IL-17F esta regulada por aumento en un modelo murino de asma

Los niveles de mRNA de IL-17F se midieron en un modelo de sensibilizacion y exposiciéon de las vias respiratorias
en ratones. Los grupos de ratones, de 8 a 10 semanas de edad, se sensibilizaron mediante inyeccion intraperitoneal
de 10 ug del alérgeno recombinante Dermatophagoides pteronyssinus 1 (DerP1) (Indoor biotechnologies, Cardiff, ,
Reino Unido) en 50% de alu. iny. (Pierce) en los dias 0 y 7. Siete dias mas tarde, los ratones fueron expuestos 3
dias consecutivos (dias 14, 15y 16) a 20 ug de DerP1 en 50 ul de PBS. Habia 4 ratones que representan a este
grupo. Los controles negativos incluyeron 5 ratones que recibieron sensibilizacion con solucién salina tamponada
con fosfato (PBS), seguida de exposicion a PBS Ademas de 3 ratones que recibieron sensibilizacion con DerP1,
seguida de exposicion a PBS. Cuarenta y ocho horas después de la exposicién al alérgeno o al control, s extrajo
todo de tejido pulmonar y se aisl6 el ARN total.

El ADNc de la primera hebra se preparo utilizando cantidades idénticas de ARN total de cada sujeto. Se realiz6 PCR
de la IL-17 usando el kit Qiagen hotstar polymerase (Qiagen, Valencia, CA) y siguiendo las recomendaciones del
fabricante. La PCR de la IL-17F utilizé 35 ciclos de amplificacion con cebador sentido, zc46098 (SEC ID N° 9) y el
cebador antisentido zc46099 (SEC ID N° 10). Con el fin de establecer que la calidad del molde era uniforme entre
todos los sujetos, se aplico PCR de la beta-actina a la misma cantidad de cada molde utilizado en la amplificaciéon de
IL-17F. La PCR de la beta-actina incuyo 25 ciclos de amplificacion por PCR con cebador sentido, zc46098 (SEC ID
N° 11) y el cebador antisentido zc46099 (SEC ID N° 12).

Los 4 ratones del grupo de tratamiento sensibilizado a DerP1, expuesto a DerP1 (la simulaciéon de asma) mostraron
una solida amplificacion de IL-17F. Por el contrario, se observd una débil amplificacion de IL-17F en los controles
negativos, incluidos 3 de 3 sujetos que representan el grupo de tratamiento sensibilizado a DerP1 /expuesto a PBS y
5 de 5 sujetos del grupo de tratamiento sensibilizado a PBS/expuesto a PBS. La amplificacion B actina fue al menos
tan solida para los controles negativos que para el sujeto con asma simulada, lo que demuestra que la débil
amplificacion del control negativo de IL-17F no se debid a problemas del molde.

Ejemplo 2

La IL-17A induce niveles elevados de IFN-gamma y TNF-alfa en células mononucleares de sangre periférica
humana

Las células mononucleares de la sangre periférica (PBMC) humana se purifican por centrifugacion en gradiente de
densidad de Ficoll y después se incuban durante la noche a 37 ° C solo en medio solo, 50 ng / mlanticuerpo anti-
CD3 humano, o la combinacion de 50 ng / ml del anticuerpo anti-CD3 humano ml mas 1 o g/ ml de anticuerpo anti-
CD28 humano. Se duplican los cultivos para cada una de estas condiciones y no se administra ninguna citoquina, 25
ng / ml de IL-17A o 25 ng / ml de IL-17F humana. Después de incubaciones de 24 horas, los sobrenadantes de cada
cultivo se recogieron y se analizé su contenido de citocinas usando citometria de bolas humana de BD Bioscience
(CBA). Los inventores han hallado que los cultivos que habian sido estimulados con los anticuerpos anti-CD3 o anti-
CD3 mas anti-CD28 y suplementados con IL-17A contenian niveles significativamente elevados de IFN-gamma y
TNF-alfa (se multiplican por 3-5-veces cada uno ) sobre los cultivos sin citocinas afiadidas o los que recibieron IL-
17F. Los cultivos en los que no se afadié la estimulacion anti-CD3 no mostraron cambios significativos en los
niveles de citocinas. Ademas, la adicion de IL-17A no indujo cambios significativos en otras citocinas analizadas con
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CBA, incluyendo IL-2, IL-4, IL-5 e IL-10.Estos datos indican que la IL-17A, pero no la IL-17F, puede aumentar la
produccion de IFN-gamma y de TNF-alfa en cultivos de PBMC estimulados con anti-CD3 o anti-CD3 mas anti-CD28.

Ejemplo 3

Un anticuerpo anti-IL-17A e IL-17F disminuye la incidencia y la progresion de la enfermedad en un modelo de
artritis inducida por colageno (AIC) en ratén

A) Modelo de artritis inducida por colageno (AIC) en ratones

Los ratones macho DBA/1J de 10 semanas de edad (Jackson Labs) se distribuyen en 3 grupos de 13 ratones/grupo.
El dia —21 se administro a los animales una inyeccién intradérmica en la cola de 50-100 ul de colageno de tipo Il de
pollo de 1 mg/ml formulado en adyuvante completo de Freund (preparado por Chondrex, Redmond, WA), y tres
semanas después, en el dia 0, se les administr6 la misma inyeccion salvo que preparada en el adyuvante
incompleto de Freund. Un anticuerpo de la invencion (p. €j., un anticuerpo con reactividad cruzada o anticuerpo
biespecifico) se administra como una inyeccién intraperitoneal 3 veces a la semana durante 4 semanas, en
diferentes momentos que van desde el dia 0 hasta el dia en el que la mayoria de los ratones muestran unos
sintomas moderados de la enfermedad. Los grupos reciben o bien 10 pg o bien 100 ug del anticuerpo por animal por
dosis, y los grupos de control reciben el control de vehiculo, PBS (Life Technologies, Rockville, MD). Los animales
comenzaron a mostrar sintomas de artritis después de la segunda inyeccidon de coageno, y la mayoria de los
animales sufrié una inflamacion en el plazo de 1,5-3 semanas. La magnitud de la enfermedad se evalla en cada
pata mediante un calibrador para medir el grosor de la pata, y asignando una puntuacion clinica (0-3) a cada pata: 0
= normal, 0,5 = dedo(s) inflamado(s), 1 = inflamacién leve de la pata, 2 = inflamacion moderada de la pata, y 3 =
inflamacién intensa de la pata como se detalla mas adelante.

B) Monitorizacién de la enfermedad

Los animales pueden comenzar a mostrar signos de inflamacién de la pata poco después de la segunda inyeccion
de colageno y algunos animales pueden incluso comenzar a tener signos de inflamacién de los dedos antes de la
segunda inyeccion. La mayoria de los animales desarrolla artritis en el plazo de 1,5 a 3 semanas desde la inyeccion
de refuerzo, pero algunos requieren mas tiempo. La incidencia de la enfermedad en este modelo es tipicamente del
95 al 100%, y en los estudios con 40 animales se observan tipicamente de 0 a 2 no respondedores (determinado
después de 6 semanas de observacion). Obsérvese que a medida que comienza la inflamacion, es frecuente que
aparezca una inflamacion transitoria de la pata o de algun dedo con intensidad baja variable. Por este motivo, no se
considera que un animal sufra la enfermedad establecida hasta que haya aparecido una hinchazén de la pata
persistente y marcada.

Los animales se observan a diario para valorar el estado de la enfermedad de sus patas, que se hace asignando
una puntuacion clinica cualitativa a cada pata. Cada dia se puntian las 4 patas de todos los animales segun el
estado clinico de la enfermedad. Para determinar la puntuacién clinica, se puede pensar que la pata tiene 3 zonas:
los dedos, la propia pata (delantera o trasera) y la articulacion de la mufieca o tobillo. La magnitud y la intensidad de
la inflamacion relativa a estas zonas se anota con: observacion de la inflamacion en cada dedo; desgarros o
enrojecimientos de las ufias de los dedos; indicacion de cualquier indicio de edema o enrojecimiento en alguna de
las patas; indicacién de cualquier pérdida de delimitacién anatémica fina de los tendones o los huesos; evaluacion
de la mufieca o el tobillo en busca de edema o enrojecimiento; e indicaciion de si la inflamacion se extiende hacia
arriba por la pata. Una puntuacion de pata de 1, 2 o 3 se basa primero en la impresion general de la intensidad y
después en cuantas zonas estan afectadas. La escala que se utiliza para la puntuaciéon clinica se muestra a
continuacion:

C) Puntuacién clinica

0 = Normal

0,5 = uno o mas dedos afectados, pero solo estan inflamados los dedos

1 = inflamacion leve que afecta a la pata (1 zona) y puede afectar a uno o mas dedos

2 = inflamaciéon moderada de la pata y puede afectar algunos de los dedos y la mufieca o tobillo (2 zonas)
3 = inflamacion intensa de la pata, mufieca o tobillo y parte o todos los dedos (3 zonas)

La enfermedad establecida se define como una puntuacion cualitativa de la inflamacion de la pata de categoria 2 o
mas que persiste durante dos dias seguidos. Una vez que la enfermedad establecida esta presente, se anota la
fecha y se designa como el primer dia del animal con “enfermedad establecida”.

Se recoge sangre a lo largo del experimento para vigilar la concentracion en el suero de los anticuerpos contra el
colageno, asi como la concentracion de citocinas e inmunoglobulinas. Los anticuerpos contra el colageno del suero
se correlacionan bien con la gravedad de la enfermedad. Se sacrifica a los animales el dia 21 y se extrae la sangre
para obtener el suero y el hemograma completo. De cada animal se extrae una pata en NBF al 10% para estudios
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histolégicos y otra se congela en nitrégeno liquido y se guarda a —80°C para analizar el ARNm. También se recogen
en RNAlater® medio bazo, medio timo, medio ganglio linfatico mesentérico, un Iébulo hepatico y el rifidn izquierdo
para el analisis del ARN, y se recogen medio bazo, medio timo, medio ganglio linfatico mesentérico, el resto del
higado y el rifidn derecho en NBF al 10% para el estudio histolégico. El suero se extrae y se congela a —80°C para
los ensayos de inmunoglobulinas y citocinas.

Los grupos de ratones que recibieron en anticuerpo de la invencidon en todos los puntos temporales se
caracterizaron por un retraso en el comienzo y/o la progresion de la inflamacién de la pata. Estos resultados indican
que un anticuerpo biespecifico y/o de reactividad cruzada anti IL-17A e IL-17F puede reducir la inflamacion, asi
como la incidencia y la progresion de la enfermedad asociada a este modelo. Estos resultados estan apoyados
ademas por la observacion de que la administracion de dicho anticuerpo dio lugar a una disminucién de los niveles
en suero de TNFa, IL-1b, y de los anticuerpos contra el colageno.

Ejemplo 4

Un anticuerpo anti-IL-17A e IL-17F disminuye la incidencia y la progresion de la enfermedad en un modelo de
enfermedad intestinal inflamatora (Ell) en ratén

Este modelo esta disefiado para mostrar que el tejido intestinal cultivado de los pacientes con Ell produce niveles
mas altos de mediadores inflamatorios en comparacion con los tejidos de los controles sanos. Este aumento de la
produccion de los mediadores inflamatorios (que incluyen, entre otros, IL-1b, IL4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-12, IL-13, IL-15,
IL-17A y F, IL-18, IL-23, TNF-a, IFN-g, miembros de la familia MIP, MCP-1, G-CSF, GM-CSF, etc.) contribuye a los
sintomas y a la patologia asociadas a las Ell, tales como la enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU)
mediante su(s) efecto(s) sobre la activacion de las vias inflamatorias y de las células efectoras posteriores. Estas
vias y componentes conducen entonces a la destruccion o el dafio de células y tejidos observada in vivo. Por lo
tanto, este modelo puede simular este aspecto potenciado de mediador inflamatorio de la Ell. Adicionalmente,
cuando el tejido intestinal de los controles sanos o de las estirpes de células epiteliales intestinales (CEIl) humanas
se cultiva en presencia de estos componentes inflamatorios, se puede observar la sefalizacion de las vias
inflamatorias, asi como indicios de dafios celulares y tisulares.

Los tratamientos que podrian resultar eficaces en las Ell humanas in vivo también servirian en los modelos de CEl o
ex vivo anteriores al inhibir y/o neutralizar la produccién y/o presencia de mediadores inflamatorios.

En este modelo, el tejido intestinal humano se recoge de pacientes con una Ell o de controles sanos sometidos a
una biopsia intestinal, a una reseccion o a la recoleccion del tejido en la autopsia, y se procesa con una modificacion
de Alexakis y col., (Gut 53: 85-90, 2004). En condiciones asépticas, las muestras se limpian cuidadosamente con
una cantidad generosa de PBS y luego se cultivan en pequefias secciones de tejido en presencia de medio de
cultivo tisular completo (mas antibidticos para evitar un crecimiento excesivo de bacterias). Las muestras del mismo
grupo de trocitos de tejido se tratan con uno de los siguientes: vehiculo (PBS): IL-17A humana recombinante (rh);
rhiL-17F; o rhIL-17A + rhIL-17F. Ademas, estas se tratan con o sin un anticuerpo de la invencion (p. €j., un
anticuerpo biespecifico o con reactividad cruzada). Este protocolo experimental va seguido de estudios con estirpes
de CEIl humanas, con la excepcién de que las células se cultivan a partir de las reservas existentes. Después de
varios tiempos de cultivo (de 1 hora a varios dias), se recogen los sobrenadantes y se analizan los niveles de
mediadores inflamatorios, incluidos los indicados en lo que antecede. En las muestras de los pacientes con Ell o en
las muestras tratadas con rhiL-17A y/o F, los niveles de citocinas y quimiocinas inflamatorias estan elevados en
comparacion con las muestras de tejido de controles sanos sin tratar. La adicién de un anticuerpo de la invencion
reduce marcadamente la produccion de mediadores inflamatorios y, por tanto, cabria esperar que fueran eficaces en
la Ell humana.

Ejemplo 5

Un anticuerpo anti-IL-17A e IL-17F disminuye la incidencia y la progresion de la enfermedad en un modelo de
esclerosis multiple (EM)

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad compleja que se cree que esta mediada por numerosos factores,
incluida la presencia de infiltrados inflamatorios de células mononucleares vy linfociticas, y la desmielinizacion del
SNC. Las células de microglia son células de tipo macréfago que pueblan el sistema nervioso central (SNC) y que
se activan por lesiones o infecciones. Se ha asignado a las células de microglia funciones importantes en diversas
enfermedades del SNC, incluida la EM, y se podrian utilizar para estudiar el(los) mecanismo(s) de inicio, progresion
y tratamiento de la enfermedad (Nagai y col., Neurobiol Dis 8:1057 - 1068; 2001; Olson y col., J Neurosci Methods
128:33 - 43; 2003). Por lo tanto, las estirpes de de células de microglia humanas inmortalizadas y/o las estirpes de
astrogliocitos humanos establecidos se pueden utilizar para estudiar algunos de los efectos de los mediadores
inflamatorios sobre estos tipos de células y su potencial para la neutralizacién. Los mediadores inflamatorios (que
incluyen, entre otros, IL-1b, IL4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17A y F, IL18, IL-23, TNF-a, IFN-g, miembros
de la familia MIP, RANTES, IP-10, MCP-1, G-CSF, GM-CSF, etc.) pueden contribuir a los sintomas y a la patologia
asociadas a la EM mediante su(s) efecto(s) sobre la activacion de las vias inflamatorias y de las células efectoras
posteriores.
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Para evaluar las acciones proinflamatorias de la IL-17A y la IL-17F, y la capacidad de un anticuerpo de la invencion
para neutralizar o disminuir estos efectos, se tratan las células de la glia con uno de los siguientes: vehiculo; rhiL-
17A; rhiL-17F; rhIL-17A + IL-17F. Ademas, se tratan con o sin un anticuerpo de la invencion. Después de varios
tiempos de cultivo (de 1 hora a varios dias), se recogen los sobrenadantes y las células y se analizan los niveles y/o
la expresion de mediadores inflamatorios, incluidos los indicados en lo que antecede. Los niveles de las citocinas y
quimiocinas inflamatorias estan elevados en presencia de la rhiL-17A y/o la IL-17F en comparacioén con los cultivos
tratados solo con vehiculo. La adicién de anticuerpos de la presente invencion reduce marcadamente la produccién
y la expresion de mediadores inflamatorios y, por tanto, cabria esperar que fueran eficaces en los aspectos
inflamatorios asociados a la EM humana.

Ejemplo 6

Un anticuerpo anti-IL-17A e IL-17F disminuye la incidencia y la progresion de la enfermedad en un modelo de
artritis reumatoide (AR) y de artrosis

Este modelo esta disefiado para demostrar que los cultivos sinoviales humanos (que incluyen macréfagos
sinoviales, fibroblastos sinoviales y condrocitos articulares) y explantes de pacientes con AR y artrosis producen
niveles mas altos de mediadores inflamatorios en comparacién con los cultivos/explantes de los controles sanos..
Esta produccion reforzada de mediadores inflamatorios (incluidos, pero sin limitarse a ellos, oncostatina M, IL-1b, IL-
6, IL-8, IL-12, IL-15, IL-17A y F, IL-18, IL-23, TNF-a, IFN-g, IP10, RANTES, RANKL, miembros de la familia MIP,
MCP-1, G-CSF, GM-CSF, 6xido nitrico, etc.,) contribuye a los sintomas y la patologia asociada a la AR y a la artrosis
por medio de su(s) efecto(s) sobre la activacion de las vias inflamatorias y de las células efectoras posteriores. A
continuacion, estos componentes y vias producen infiltrados inflamatorios, pérdida o destruccion del cartilago y de la
matriz, disminucion de la masa 6sea e induccion de las prostaglandinas y las ciclooxigenasas. Por lo tanto, este
modelo puede simular los aspectos inflamatorios destructivos de la AR y la artrosis en experimentos in vitro y ex
vivo. Ademas, cuando los cultivos sinoviales y de explantes de controles sanos se hacen crecer en presencia de
varios de estos compuestos inflamatorios (por ejemplo, oncostatina M, TNF-a, IL-1b, IL-6, IL-17A y F, IL-15, efc), se
puede observar una transduccién de sefiales a través de las vias inflamatorias. Los tratamientos que podrian
resultar eficaces en la AR humana in vivo también servirian en los modelos in vitro y ex vivo anteriores al inhibir y/o
neutralizar la produccion y/o presencia de mediadores inflamatorios.

En este modelo, se recogen explantes sinoviales humanos de pacientes con AR, artrosis o de controles sanos que
se someten a una artroplastia o de tejidos procedentes de autopsias y se procesan mediante una modificacion de
Wooley y Tetlow (Arthritis Res. 65 - 70; 2000) y van 't Hof y col., (Rheumatology 39:1004 - 1008; 2000). También se
estudian cultivos de fibroblastos sinoviales, macréfagos sinoviales y condrocitos articulares. Las muestras
duplicadas se tratan con uno de los siguientes: vehiculo (PBS); IL-17A recombinante humana (rh); rhiL-17F; o rhiL-
17A + rhlL-17F y algunas muestras contienen varias combinaciones de oncostatina M, TNF-a, IL-1b, IL-6, IL-17A, IL-
17F e IL-15. Ademas, se tratan con o sin un anticuerpo de la invencién. Después de varios tiempos de cultivo (de 1
hora a varios dias), se recogen los sobrenadantes y se analizan los niveles de mediadores inflamatorios, incluidos
los indicados en lo que antecede. En las muestras de los pacientes con AR o artrosis o en las muestras tratadas con
rhiL-17A y/o F (solas o junto a otras citocinas inflamatorias), aumenta la cantidad de citocinas y quimiocinas
inflamatorias en comparacion con explantes de control sanos sin tratar o con cultivos de células sin tratar. La adicion
de anticuerpos de la invencion reduce marcadamente la produccion de mediadores inflamatorios y, por tanto, cabria
esperar que fueran eficaces en la AR y la atrosis humanas.

Ejemplo 7
Expresion de IL-17A e IL-17F en modelos murinos de enfermedad

Se analizaron cuatro modelos de enfermedad murinos (asma, colitis inducida por DDS, dermatitis atopica y
encefalomielitis alérgica experimental) mediante las técnicas conocidas para expresar IL-17A e IL-17F.

En el modelo de asma, la IL-17A y la IL-17F se expresan a unos niveles muy bajos o incluso indetectables en los
pulmones, el bazo, los ganglios linfaticos drenantes pulmonares y las células infiltrantes pulmonares en los ratones
enfermos y los sanos.

A diferencia de lo que ocurre en el modelo de asma, en el modelo de colitis inducida por DDS la IL-17A y la IL-17F
estaban considerablemente reguladas por incremento en los ratones enfermos, pero no en los ratones normales en
el colon proximal y en el distal. Ninguna citocina estaba considerablemente regulada por aumento en los ganglios
linfaticos mesentéricos. Ademas, se encontré que ambas citocinas esraban reguladas por aumento en el contexto de
la colitis aguda inducida por DDS y no en la colitis crénica inducida por DDS.

En la dermatitis atopica no se detectaba el ARNm de la IL-17A. Se encontré que la IL-17F se expresaba en la piel y
en los ganglios linfaticos drenantes de la piel, pero no parecia estar regulada significativamente por la enfermedad.

En la encefalomielitis alérgica experimental, la IL-17A y la IL-17F parecian estar reguladas por aumento en la
médula espinal en los ratones enfermos pero no en los ratones sanos. La IL-17F podria expresarse
considerablemente mas en los ganglios linfaticos en comparacion con la médula espinal, pero la expresion en los
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ganglios linfaticos no estaba regulada por la enfermedad. Sin embargo, el nivel global de la expresion en estos
tejidos fue bastante bajo.

En pocas palabras, la expresion de la IL-17A y la IL-17F parece estar regulada por la enfermedad en el contexto de
la colitis inducida por la DDS y en los modelos de encefalomielitis alérgica experimental, pero aparentemente no en
el asma ni en la dermatitis atépica.

Ejemplo 8

Construccion de vectores de expresion en E. coli para IL-17A y F humana
IL-17A

Construccién de pCHAN28

La construccion de expresion de IL-17A humana se generd del siguiente modo. La secuencia nativa de IL-17A se
generd mediante amplificacion por PCR con dos cebadores oligonucleétidos zc48.686 (SEC ID NO: 13) y zc48.685
(SEC ID NO: 14). Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 25 ciclos de 94 °C durante 30 segundos, 50 °C
durante 30 segundos y 72 °C durante 1 minuto; seguido por empapado a 4 °C. El fragmento de ADN se precipitd con
2 volumenes de etanol absoluto. El sedimento se resuspendio en 10 ul de H20 y se utilizé para la recombinacion en
el vector receptor cortado con Smal, pTAP238, para producir las construcciones que codifican la IL-17A humana.
Los clones resultantes se designados pCHAN28. Se digirieron con Notl (10 yl de ADN, 5 | de tampdn 3 New England
Biolabs, 2 pl de Not I, 33 pl de H20 durante 1 hora a 37 ° C) y se volvi6 a ligar con tampon de ligasa de ADN de T4 (7
I del digesto anterior, 2 pl de tampon 5X, 1 ul de ADN ligasa de T4). Esta etapa elimind la secuencia de la levadura,
el CEN-ARS, para agilizar el vector. Se digirieron alicuotas de ADN con Pvu2 y Pstl para confirmar la ausencia de la
secuencia de la levadura. Las construcciones de expresion de IL-17A humanos se transformaron en E. coli, cepa
W3110. La secuencia de polinucleétidos para IL-17A humana se muestra en la SEC ID N° 5 y el correspondiente
polipéptido de IL-17A codificado se muestra en la SEC ID N° 6.

IL-17F
Construcciéon de pTAP419

La construccién de expresion de IL-17F humana se generd del siguiente modo. La secuencia nativa de IL-17F se
generd mediante amplificacion por PCR con dos cebadores oligonucleétidos zc42.852 (SEC ID NO: 15) y zc42.854
(SEC ID NO: 16). Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 25 ciclos de 94 °C durante 30 segundos, 50 °C
durante 30 segundos y 72 °C durante 1 minuto; seguido por empapado a 4 °C. El fragmento de ADN se precipitd con
2 volumenes de etanol absoluto. El sedimento se resuspendio en 10 ul de H20 y se utilizé para la recombinacion en
el vector receptor cortado con Smal, pTAP238, para producir las construcciones que codifican la IL-17F humana.
Los clones resultantes se designados pTAP419. Se difirieron con Notl (10 yl de ADN, 5 ul de tampén 3 New England
Biolabs, 2 pl de Not I, 33 pl de H20 durante 1 hora a 37 ° C) y se volvio a ligar con tampén de ligasa de ADN de T4 (7
I del digesto anterior, 2 pl de tampon 5X, 1 ul de ADN ligasa de T4). Esta etapa eliminé la secuencia de la levadura,
el CEN-ARS, para agilizar el vector. Se digirieron alicuotas de ADN con Pvu2 y Pstl para confirmar la ausencia de la
secuencia de la levadura. Las construcciones de expresion de IL-17F humanos se transformaron en E. coli, cepa
W3110. La secuencia de polinucleétidos para IL-17F humana se muestra en la SEC ID N° 7 y el correspondiente
polipéptido de IL-17F codificado se muestra en la SEC ID N° 8.

Ejemplo 9
Expresion de IL-17A en E.coli

Un plasmido de expresion que contiene plL17A CH6 se construyé mediante recombinacion homéloga usando la IL
17A CHB6 y el vector de expresion pZMP20. El fragmento fue generado mediante amplificacion por PCR usando los
cebadores zc48895 (SEQ ID NO: 17) y zc48893 (SEC ID NO: 18). El fragmento de PCR IL17A CH6 contiene la
region de codificacion de IL17A fusionada a un marcador 6xHis en el extremo C, que se hizo usando IL17A humana
como molde. El fragmento incluye un 'superposicion con la secuencia del vector pZMP20, asi como un 3' 5
solapamiento con el vector pZMP20 en el punto de insercion. Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 1
ciclo a 94°C durante 5 minutos; 35 ciclos de 94 °C durante 1 minuto, seguido de 55°C, 1 minutos, seguido de 72 °C
durante 3 minutos; 1 ciclo a 72 °C durante 10 minutos. La mezcla de reaccion de PCR se paso por un gel de agarosa
al 1% y una banda correspondiente al tamafio del inserto era se extrajo en gel usando un kit de extraccion
QIAquick™ Gel Extraction Kit (Qiagen, N° Cat. 28.704).

El plasmido pZMP20 es un vector de expresidon de mamifero que contiene un casete de expresiéon que tiene el
promotor CM V, multiples sitios de restriccién para la insercion de secuencias de codificacion, una secuencia de
péptido sefial otPA (eliminado a través de recombinacién en este caso); un sitio interno de entrada al ribosoma
(IRES) elemento de puliovirus, y el dominio extracelular de CD8 truncado en el extremo C-terminal del dominio
transmembrana; un origen de replicacion de E. coli; una unidad de expresién de marcador seleccionable de
mamifero que comprende un promotor de SV40, potenciador y origen de replicacion, un gen DHFR, y el terminador
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de SV40; y URA3 y CEN-ARS secuencias requeridas para la seleccion y replicacion en De S. cerevisiae.El plasmido
pZMP20 se cortd con Bglll (creando el punto de insercion) antes de la recombinacion en la levadura con el
fragmento de PCR. Cien microlitros de células de levadura competente (S. cerevisiae) se combinaron
independientemente con 10 pl del ADN inserto y 100 ng de vector de corte pZMP20, y la mezcla se transfirié a una
cubeta de electroporacion de 0,2 cm. La mezcla de levadura/ADN se sometié ea lectropulsaron utilizando la fuente
de alimentacion (BioRad Laboratories, Hercules, CA) ajustes de 0,75 kV (5 kV / cm), « ohmios y 25 pF. A cada
cubeta se afnadieron 600 pl de sorbitol 1,2M afiadido y la levadura se sembré en un alicuota de 100 pl y un alicuota
de 300 pl sobre dos placas de URA-D y se incubaron a 30 °C. Después de aproximadamente 72 horas, los
transformantes de levadura Ura+ de una uUnica placa se resuspendieron en 1 ml de H,O y se agitaron brevemente
para sedimentar las células de levadura. El sedimento celular se resuspendié en 0,5 ml de tampén de lisis ( Triton X-
100 al 2 %, SDS al 1 %, NaCl 100 mM, tris 10 mM, a pH, EDTA 1 mM). Los 500 pl de la mezcla de lisis se afiadieron
a un tubo Eppendorf que contiene 250 pl de perlas de vidrio de 600 uym lavadas con acido y 300 ul de fenol-
cloroformo, se agitaron durante 3 minuto y se centrifugaron durante 5 minutos en una centrifuga de Eppendorf a
velocidad maxima. Trescientos microlitros de la fase acuosa se transfirieron a un tubo nuevo, y el ADN se precipitd
con 600 pl de etanol (EtOH), seguido por centrifugacion durante 30 minutos a velocidad maxima. El tubo se decanté
y el sedimento se lavé con 1 ml de etanol al 70%. El tubo se decanto y el sedimento de ADN se resuspendio en 30
de TE.

La transformacion de las células electrocompetentes de células huésped de E. coli (DH12S) se realiz6 con 5 pl de la
preparacion de ADN de levadura y 50 pl de células. Las células se sometieron a electropulsacion a 2,0 kV, 25 yF y
400 ohmios. Tras la electroporacion, se afiadieron 1 ml de SOC (Bacto’ Triptona al 2% (Difco, Detroit, MlI), extracto
de levadura al 0,5% (Difco), NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO4 10 mM, glucosa 20 mM) y a
continuacion, las células se sembraron en un alicuota de 50 pl y de 200 yl en dos placas LB AMP (caldo LB
(Lennox), 1,8% de Bacto ™ Agar (Difco), 100 mg / | de ampicilina).

Los insertos de tres clones de la construccion se sometieron a analisis de secuencia y se seleccioné un clon para
cada construccion, que contenia la secuencia correcta. Se aisldé el ADN plasmido a mayor escala usando un kit
comercialmente disponible (QIAGEN plasmido Mega Kit, Qiagen, Valencia, CA) segun las instrucciones del
fabricante.

La expresion de plL17A CH6 se logra a través de la transfeccion transitoria. Seis matraces de 1.000 ml se
sembraron con 250 ml de células 293F en 1E6 c / ml y se apartaron. 20 ml de OptiMEM (Invitrogen, n°® cat. 31985-
070) se colocaron en cada uno de dos tubos conicos de 50 ml. 2 ml de Lipofectamina 2000 (Invtirogen, Cat # 11668-
019) se mezcld en una de los tubos cénicos de 50 ml con OptiMEM y 1,5 mg del plasmido de expresion IL17A CH6
pZMP20 se colocé en el otro tubo. Los tubos se invirtieron varias veces y se dejaron incubar durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Los dos tubos se mezclaronn entre si, se invirtieron varias veces, y se dejaron incubar
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después, la mezcla de ADN-lipofectamina 2000 se distribuyd
uniformemente en cada uno de los seis matraces mientras se agita los cultivos de células. Los matraces se
colocaron en una incubadora sobre un agitador a 37 ° C, 6% de CO, y agitacion a 120 RPM. Los cultivos se
recogieron 96 horas mas tarde.

Ejemplo 10
Expresion de IL-17F en E.coli

Un plasmido de expresion que contiene plL17F CH6 se construyé mediante recombinacion homadloga usando la IL
17F CHG6 y el vector de expresion pZMP20. El fragmento fue generado mediante amplificacion por PCR usando los
cebadores zc48894(SEQ ID NO: 19) y zc48892 (SEC ID NO: 20). La IL17F CH6 humana contiene una region de
codificacion de IL17A fusionada a un marcador 6xHis en el extremo C, que se hizo usando un clon generado
previamente de la IL17F humana como molde. El fragmento incluye un 'superposicion con la secuencia del vector
pZMP20, asi como un 3' 5 solapamiento con el vector pZMP20 en el punto de insercion. Las condiciones de la PCR
fueron las siguientes: 1 ciclo a 94°C durante 5 minutos; 35 ciclos de 94 °C durante 1 minuto, seguido de 55°C, 1
minutos, seguido de 72 °C durante 3 minutos; 1 ciclo a 72 °C durante 10 minutos. La mezcla de reacciéon de PCR se
paso por un gel de agarosa al 1% y una banda correspondiente al tamafio del inserto era se extrajo en gel usando
un kit de extraccion QIAquick™ Gel Extraction Kit (Qiagen, N° Cat. 28.704).

El plasmido pZMP20 es un vector de expresidon de mamifero que contiene un casete de expresiéon que tiene el
promotor CM V, multiples sitios de restriccién para la insercion de secuencias de codificaciéon, una secuencia de
péptido sefial otPA (eliminado a través de recombinacién en este caso); un sitio interno de entrada al ribosoma
(IRES) elemento de puliovirus, y el dominio extracelular de CD8 truncado en el extremo C-terminal del dominio
transmembrana; un origen de replicacion de E. coli; una unidad de expresién de marcador seleccionable de
mamifero que comprende un promotor de SV40, potenciador y origen de replicacion, un gen DHFR, y el terminador
de SV40; y URA3 y CEN-ARS secuencias requeridas para la seleccion y replicacion en De S. cerevisiae.

El plasmido pZMP20 se corté con Bglll (creando el punto de insercion) antes de la recombinacion en la levadura con
el fragmento de PCR. Cien microlitros de células de levadura competente (S. cerevisiae) se combinaron
independientemente con 10 pl del ADN inserto y 100 ng de vector de corte pZMP20, y la mezcla se transfirié a una
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cubeta de electroporacion de 0,2 cm. La mezcla de levadura/ADN se sometié ea lectropulsaron utilizando la fuente
de alimentacion (BioRad Laboratories, Hercules, CA) ajustes de 0,75 kV (5 kV / cm), « ohmios y 25 pF. A cada
cubeta se afiadieron 600 pl de sorbitol 1,2 M afiadido y la levadura se sembré en un alicuota de 100 pl y un alicuota
de 300 pl sobre dos placas de URA-D y se incubaron a 30 °C. Después de aproximadamente 72 horas, los
transformantes de levadura Ura+ de una Unica placa se resuspendieron en 1 ml de H,O y se agitaron brevemente
para sedimentar las células de levadura. El sedimento celular se resuspendi6 en 0,5 ml de tampdn de lisis ( Triton X-
100 al 2 %, SDS al 1 %, NaCl 100 mM, tris 10 mM, a pH, EDTA 1 mM). Los 500 pl de la mezcla de lisis se afiadieron
a un tubo Eppendorf que contiene 250 pl de perlas de vidrio de 600 uym lavadas con acido y 300 ul de fenol-
cloroformo, se agitaron durante 3 minuto y se centrifugaron durante 5 minutos en una centrifuga de Eppendorf a
velocidad maxima. Trescientos microlitros de la fase acuosa se transfirieron a un tubo nuevo, y el ADN se precipitd
con 600 pl de etanol (EtOH), seguido por centrifugacion durante 30 minutos a velocidad maxima. El tubo se decanté
y el sedimento se lavo con 1 ml de etanol al 70%.. El tubo se decanté y el sedimento de ADN se resuspendi6 en 30
ul de TE.

La transformacion de las células electrocompetentes de células huésped de E. coli (DH12S) se realizé con 5 pl de la
preparacion de ADN de levadura y 50 pl de células. Las células se sometieron a electropulsacion a 2,0 kV, 25 yF y
400 ohmios. Tras la electroporacion, se afiadieron 1 ml de SOC (Bacto’ Triptona al 2% (Difco, Detroit, MI), extracto
de levadura al 0,5% (Difco), NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO4 10 mM, glucosa 20 mM) y a
continuacion, las células se sembraron en un alicuota de 50 pl y de 200 yl en dos placas LB AMP (caldo LB
(Lennox), 1,8% de Bacto ™ Agar (Difco), 100 mg / | de ampicilina).

Los insertos de tres clones de la construccion se sometieron a analisis de secuencia y se seleccioné un clon para
cada construccion, que contenia la secuencia correcta. Se aisldé el ADN plasmido a mayor escala usando un kit
comercialmente disponible (QIAGEN plasmido Mega Kit, Qiagen, Valencia, CA) segun las instrucciones del
fabricante.

La expresion de IL17F CH6 humana se logra a través de la transfeccion transitoria. Seis matraces de 1.000 ml se
sembraron con 250 ml de células 293F en 1E6 c / ml y se apartaron. 20 ml de OptiMEM (Invitrogen, n°® cat. 31985-
070) se colocaron en cada uno de dos tubos conicos de 50 ml. 2 ml de Lipofectamina 2000 (Invtirogen, Cat # 11668-
019) se mezcld en una de los tubos coénicos de 50 ml con OptiMEM y 1,5 mg del plasmido de expresion IL17F CH6
pZMP20 se colocé en el otro tubo. Los tubos se invirtieron varias veces y se dejaron incubar durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Los dos tubos se mezclaronn entre si, se invirtieron varias veces, y se dejaron incubar
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después, la mezcla de ADN-lipofectamina 2000 se distribuyd
uniformemente en cada uno de los seis matraces mientras se agita los cultivos de células. Los matraces se
colocaron en una incubadora sobre un agitador a 37 ° C, 6% de CO, y agitacion a 120 RPM. Los cultivos se
recogieron 96 horas mas tarde.

Ejemplo 11
Caracterizacion de los anticuerpos monoclonales que se unen a IL-17A y IL-17F

Dos ensayos se realizan con los sobrenadantes que contienen el anticuerpo de los mejores clones de primera ronda
en cada conjunto. En primer lugar, la concentracion de IgG en cada sobrenadante usado en el ensayo de
neutralizacion se determind usando el kit de ELISA de IgG de ratdon-(n © de catalogo 1 333 151 (Roche Applied
Science). Esto permite activar una determinacion de la actividad neutralizante especifico para cada sobrenadante y,
por tanto, hibridomas identificados que fueron produciendo los mAb anti-IL17A y la IL-17F e IL-17A mas IL-17F
neutralizantes mas potentes. De este analisis se seleccionan los mAbs mas potentes para una caracterizacion
adicional. En segundo lugar, estudios de especificidad epitopo (“binning”)preliminar se realizan con los
sobrenadantes utilizando el instrumento de resonancia en plasmén superficial Biacore 1000.

Unidn competitiva al epitopo

Se realizaron experimentos de especifidad epitopo y transferencia de Western para evaluar las caracteristicas de
unién funcionales de los anticuerpos monoclonales para IL-17A e IL-17F. Estos estudios se completan para
determinar anticuerpos que se unen a diferentes epitopos, o determinantes antigénicos, en la IL-17A o IL-17F. Los
anticuerpos monoclonales que se unen a la misma, o una parecida, epitopo en la IL-17A o IL-17F, respectivly, no
son capaces de unirse simultaneamente y estan funcionalmente agrupados en una sola familia o “bin”. Los
anticuerpos monoclonales que se unen a diferentes epitopos en la IL-17A o IL-17F, son capaces de unirse
simultaneamente y se agrupan en familias separadas o "bins"™. Los experimentos se realizaron usando un
instrumento Biacore 1000 ™. Biacore es s6lo uno de una variedad de formatos de ensayo que se utilizan de forma
rutinaria paneles contenedores de epitopos de anticuerpos monoclonales. Muchas referencias (por ejemplo,El
epitopo Mapping Protocols, Methods in Molecular Biology, volumen 6,6 Glenn E. Morris ed.) Describen
procedimientos alternativos que pueden ser utilizados (por los expertos en la técnica) a "bin" los anticuerpos
monoclonales, y se espera que proporcione informacion coherente relativa a las caracteristicas de unién de los
anticuerpos monoclonales para IL-17A e IL-17F. Los experimentos de agrupacion de epitopos se realizan con IL-17A
e IL-17F soluble, de antigeno nativo, derivado de E. coli derivadas de IL-17A e IL-17F recombinante de mamifero.
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Transferencia de tipo western

La capacidad de los anticuerpos monoclonales a partir de los hibridomas para unir y detectar IL-17A and/or IL-17F
desnaturalizadas y reducidas también se evalla utilizando un formato de transferencia de Western.

Especifidad epitopo

A) Materiales y procedimientos

Los estudios de especifidad epitopo se realizaron en un sistema Biacore1000 ™ (Biacore, Uppsalla Suecia). Los
procedimientos se programan utilizando el Procedimiento de Lenguaje de definiciéon (MDL) y de ejecucién mediante
el software de control Biacore, v 1.2. El anticuerpo policlonal de cabra anti-ratén de Fc de IgG (Jackson
ImmunoRescarch Laboratories, West Grove, PA) se inmoviliza covalentemente a un chip sensor CM5 Biacore y se
utiliza para unir (captura) el anticuerpo monoclonal primario de la serie de prueba para el chip. Los sisitos de unién
de Fc desocupados en el chip se bloquean utilizando un fragmento Fc de IgG policlonal (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, PA). Posteriormente, la IL-17A o IL-17F se inyecta y se dejaron unirse especificamente al
anticuerpo monoclonal primario capturado. El instrumento Biacore mide la masa de proteina unida a la superficie del
chip sensor, y por lo tanto, la unién de tanto el anticuerpo primario como el antigeno IL-17A o la IL-17F, se verifican
para cada ciclo Después de la unién del anticuerpo primario y el antigeno para el chip, un anticuerpo monoclonal de
la serie de ensayos se inyecta como el anticuerpo secundario, y deja que se una al antigeno de pre-unién. Si el
anticuerpo monoclonal secundario es capaz de unirse al antigeno de IL-17A o IL-17F simultaneamente con el
anticuerpo monoclonal primario, un aumento de masa en la superficie del chip, o de unién, se detecta. Si el
anticuerpo monoclonal secundario es capaz de unirse al antigeno de IL-17A o IL-17F simultaneamente con el
anticuerpo monoclonal primario, no se detecta masa adicional ni unién. Cada anticuerpo monoclonal se prueba
contra si mismo y se utiliza como control negativo para establecer el nivel de la sefial de fondo (sin union).

Cada anticuerpo monoclonal purificado se prueba como el anticuerpo primario en combinacién con todo el panel de
anticuerpos monoclonales seleccionados. .Todos los anticuerpos monoclonales purificados se ensayaron a
concentraciones iguales. Entre los ciclos, el anticuerpo de cabra anti-raton IgG Fc de anticuerpo de captura en el
chip se regenerd con HCI 20 mM. Ciclos de control se ejecutan para demostrar la falta de respuesta del anticuerpo
secundario en la ausencia de anticuerpo primario o antigeno. Los datos se recopilan utilizando BioEvaluation 3.2
software de RCI, y luego se cargan en Excel ™ para el procesamiento de datos.

B) Transferencia de tipo western

La capacidad de los anticuerpos monoclonales a partir de cada clon para detectar IL-17A o IL-17F
reducidas/desnaturalizadas también se evalua utilizando un formato de transferencia de Western. Un anticuerpo
policlonal de conejo conocido para detectar la IL-17A y / o IL-17F en un formato de transferencia de Western se
utiliza como control positivo.

Materiales y procedimientos

El antigeno de IL-17A e IL-17F se obtiene a partir de dos fuentes: la IL-17A e IL-17F es ya sea producida en E. coli o
en células de mamifero tales como células 293 (como se describe en el presente documento) y se purificd. Alicuotas
de cada antigeno (100 ng / carril) se cargan en 4-12% de geles de NUPAGE Bis-Tris (Invitrogen, Carlsbad, CA) en
tampon de muestra no reductor o reductor (Invitrogen) junto con patrones de peso molecular (SeeBlue; Invitrogen ) y
la electroforesis se llevdo a cabo en MES 1x tampdn de ejecucion (Invitrogen). Después de la electroforesis, la
proteina se transfirid desde el gel a 0,2 micrémetros membranas de nitrocelulosa (Invitrogen). Las transferencias de
nitrocelulosa se bloquean durante la noche en 2,5% sin grasa leche en polvo en tampon Western A (ZymoGenetics,
Tris 50 mM pH 7,4, EDTA 5 mM, NaCl 150 mM, 0,05% de Igepal, 0,25% de gelatina) luego se corta en secciones y
expuestos a cada anticuerpo (0,2 ug / ml de cada anticuerpo monoclonal o 0,5 pg / ml del anticuerpo policlonal de
conejo en tampon Western A. Las transferencias se sondan continuacion con un anticuerpo secundario conjugado
con peroxidasa de rabano picante; de oveja anti-IgG de raton-HRP (Amersham: Piscataway, NJ) para los
anticuerpos monoclonales e Ig-HRP de burro anti-conejo(Amersham) para los anticuerpos policlonales. Se detecta el
anticuerpo unido usando un reactivo quimioluminiscente (Lumi-Light Plus reactivo: Roche, Mannheim, Alemania) y
las imagenes de las manchas estan grabados en un Lumi-lmager (Mannheim-Boehringer) o pelicula de rayos X .

Ejemplo 12
Purificacion de la proteina IL17A marcada con His en el extremo C del Sistema Celular Transitorio 293
IL-17A murina

Los medios liberados se ajustaron a 25 mM de imidazol, 500 mM de NaCl pH 7,5, mediante la adicion de solido
(Fluka y JT Baker, respectivamente) (volumen total 1,41l). La expresidon de su diana marcada con His a través de
western blot mediante RP-HPLC (1,11mg / ). Los medios ajustados se cargaron en una columna Ni NTA Su Bind
Superflow (Novagen) (5 ml, diametro de 1 cm, Millipore) durante la noche a 4 ° C. El flujo continuo se comprobo
mediante RP-HPLC vy transferencia Western blot que carecia de IL17A diana. La columna de Ni NTA se lavé con
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NaPO, 50 mM, imidazol 25 mM, NaCl 0,5 M a pH 7,5 hasta que se estabilizd la A280nm UV basal. La columna eluy6
en dos etapas: tampoén que antes se ajustd a 45 mM y 500 mM de imidazol imidazol utilizando la reserva. Las
fracciones de elucion verificaron por analisis de tincion de plata, con los que contienen el conjunto diana(500 mM
etapa de elucion). El conjunto de de Ni NTA se analiz6 mediante RP-HPLC. El conjunto de Ni NTA se concentrd
hasta 2 ml contra la membrana 10 kD MWCO Ultracel (Millipore) y se inyecté sobre columna Superdex ® 75 (GE
Healthcare, 12/60mm) en NaPO4 50 mM, NaCl 109 mM, pH 7,3 a 1.02 ml/min .Dos picos se resolvieron y se
analizaron mediante tincion de plata. La IL17A murina se resolvi6 muy bien de las proteinas contaminantes
restantes. Las fracciones que contenian el conjunto diana se concentraron de nuevo hasta 2,0 ml utilizando
membrana de MWCO de 10 kDa Ultracel (Millipore), se filtraron con un filtro de 0,22 um y se alicuotaron,

IL-17A humana

Los medios liberados se ajustaron a 25 mM de imidazol, 500 mM de NaCl pH 7,5, mediante la adicion de solido
(Fluka y JT Baker, respectivamente) (volumen total 1,41l). La expresion de su diana marcada con His a través de
western blot usando A1022G como patron y también mediante RP-HPLC (3,19 mg / ). Los medios ajustados se
cargaron en una columna Ni NTA Su Bind Superflow (Novagen) (5 ml, diametro de 1 cm, Millipore) durante la noche
a 4 ° C. El flujo continuo se comprobé mediante RP-HPLC y transferencia Western blot que carecia de IL17A diana.
La columna de Ni NTA se lavé con NaPO4 50 mM, imidazol 25 mM, NaCl 0,5 M a pH 7,5 hasta que se estabilizé la
A280nm UV basal. La columna eluyd en dos etapas: tampon que antes se ajusté a 45 mM y 500 mM de imidazol
imidazol utilizando la reserva. Las fracciones de elucion verificaron por analisis de tinciéon de plata, con los que
contienen el conjunto diana(500 mM etapa de elucién). El conjunto de de Ni NTA se analiz6 mediante RP-HPLC
usando A1022F como patrén. El conjunto de Ni NTA se concentré hasta 5 ml contra la membrana 10 kD MWCO
Ultracel (Millipore) y se inyect6é sobre columna Superdex ® 75 (GE Healthcare, 26/60mm) en NaPO4 50 mM, NaCl
109 mM, pH 7,3 a 2,71 mil/min .Dos picos se resolvieron y se analizaron mediante tincion de plata. La IL17A murina
se resolvid muy bien de las proteinas contaminantes restantes. Las fracciones que contenian el conjunto diana se
concentraron de nuevo hasta 9,0 ml utilizando membrana de MWCO de 10 kDa Ultracel (Millipore), se filtraron con
un filtro de 0,22 um y se alicuotaron,

Ejemplo 13
Purificacion de la proteina IL17F marcada con His en el extremo C del Sistema Celular Transitorio 293

Medios IMAC de captura de afinidad en 293F de expresion transitoria. Los medios se ajustaron a imidazol 25 mM;
NaPhos 25 mM; NaCl 400 mM y pH 7,5. Por lo tanto los medios de comunicacion ajustada se cargaron a 1ml/min
sobre un lecho de 5 ml de Qiagen NTA Superflow (1 cm de diametro) equilibrada en NaPhos 25 mM ; imidazol 25
mM;NaCl 500 mM a pH 7,5. Al completar la carga, la columna se lavé con tampoén de equilibrio antes de 20CV
eluyendo con un gradiente de 10 CV de tampdn de elucién formado entre y NaPhos 25 mM ; imidazol 500 mM; NaCl
500 mM a pH 7,5. Las fracciones se analizaron por RP-HPLC para el producto, reunieron y se concentraron para la
etapa SEC. El conjunto concentrado de la etapa de IMAC se inyectd en una columna Pharmacia Superdex 75 SEC
equilibrada en NaPhos 50 mM; NaCl 109 mM de a pH 7,2.Un pico simétrico principal que eluyé a ~ 0,5 CV contiene
el producto. Las muestras se agruparon y se filtraron de forma estéril a 0,2 micrémetros en preparacion para la
division en alicuotas.

Ejemplo 14

Eficacia de un anticuerpo que se une tanto a IL-17A como a IL-17F en muestras de Ell humana a través de la
funcion de barrera epitelial

El mantenimiento de la integridad de la barrera epitelial es un factor decisivo para que el tubo digestivo se conserve
sano. Las pruebas experimentales sugieren que las fugas a través de la barrera epitelial del intestino podrian
contribuir al desarrollo de las enteropatias inflamatorias. Las células inmunitarias ubicadas en la lamina propria
intestinal interaccionan generalmente con las células epiteliales intestinales a través del contacto intercelular o la
sintesis de factores solubles para mantener la supervivencia inmunitaria y contribuir a la integridad de la barrera
epitelial. Sin embargo, la inflamacién con mediacién inmunitaria prolongada o desregulada puede contribuir a
provocar deficiencias en la integridad y la funcién de las células de la barrera epitelial. El siguiente estudio esta
disefiado para medir el o los efectos directos sobre la integridad de la barrera epitelial que ejercen la IL-17A y/o la IL-
17F sintetizadas por los linfocitos T.

En este ejemplo, las estirpes de las células epiteliales intestinales, como las células Caco-2, se diferencian en
membranas semipermeables y se co cultivan en el lado basolateral con linfocitos T o con monocitos derivados de
biopsias de pacientes con una enteropatia inflamatoria o de individuos normales. La integridad de la monocapa
epitelial se vigila en el tiempo utilizando la evaluacion de la resistencia eléctrica transepitelial o la resistencia que
pone la monocapa a la difusién del colorante. Las disminuciones en la resistencia transepitelial de las monocapas en
los cocultivos sugeriria una alteracion en la monocapa inducida por la actividad de los linfocitos T o los monocitos en
el cocultivo. Los inhibidores de la IL-17A y la IL-17F tal como los anticuerpos de la presente invencion, se podrian
utilizar para determinar la contribucion relativa de la IL-17A y de la IL-17F a la alteracién de la monocapa epitelial y
analizar si los inhibidores de las IL-17A e IL-17F serian eficaces a la hora de mantener la integridad de la barrera
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epitelial. La prevencion de la alteraciéon de la monocapa epitelial inducida por los linfocitos T activados mediante
tales moléculas sugeriria que los anticuerpos de la presente invencion serian eficaces para el tratamiento
terapéutico de las Ell en los humanos.

También se podrian generar los sistemas de cocultivo utilizando monocapas formadas por el epitelio primario de
pacientes con enteropatia inflamatoria para determinar si estas células son mas sensibles a la IL-17Ay a la IL-17F
en comparacion con las células epiteliales obtenidas de individuos sanos. Si es asi, estos datos sugeririan que
inhibir la IL-17A y la IL-17F seria una estrategia adecuada para el tratamiento terapéutico de las ElI.

Ejemplo 15

Efectos de la IL-17A y la IL-17F sobre los linfocitos T y los monocitos/macréfagos de la lamina propia de
muestras humanas normales y de Ell

La inflamaciéon con mediacion inmunitaria prolongada o con alteracion de la regulacion puede contribuir a los
sintomas o a la enfermedad asociada a las enteropatias inflamatorias a través de dafos al tejido o a la asimetria
permanente de las respuestas inmunitarias prolongadas o inadecuadas. Este modelo puede determinar las posibles
consecuencias posteriores de que los linfocitos T y los monocitos asociados a la enfermedad se expongan a la IL-
17Ay ala IL-17F, que pueden estar presentes en el medio de citocinas del entorno inmediato del tejido intestinal.

Los medicamentos que serian eficaces contra las enteropatias inflamatorias humanas in vivo funcionarian en los
modelos ex vivo anteriores al inhibir y/o neutralizar la produccion y/o presencia de mediadores inflamatorios
(incluidos, pero sin limitarse a ellos, IL-1b, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17A y F, IL-18, IL-23, TNF-a,
IFN-g, miembros de la familia MIP, MCP-1, G-F y GM-CSF, etc.).

En este modelo se aislan los linfocitos T y los monocitos/macrofagos a partir de muestras de biopsia cortando
cuidadosamente con una tijera trozos en HBSS, tratandolos con colagenasa y dispasa Il e incubandolos durante 1
hora a 37°C en un agitador. Se filtra la suspension celular a través de una malla de nylon para retirar los desechos y
los agregados celulares y se lavan varias veces en HBSS. Se pueden aislar los linfocitos T y los
macrofagos/monocitos mediante la clasificacion directa de las células o mediante protocolos de
enriquecimiento/agotamiento de perlas. Se incuban las células aisladas en presencia de la IL-17A y de la IL-17F.
Esto induce la produccion de los mediadores inflamatorios desde los linfocitos T y los monocitos/macrofagos o da
lugar a la asimetria de las respuestas posteriores de los linfocitos T a respuestas altamente proinflamatorias. Las
comparaciones entre los tipos de mediadores inflamatorios producidos por las células de pacientes con enteropatias
inflamatorias y los de las células de individuos normales, y se podria sugerir que los linfocitos T y los
monocitos/macréfagos de los pacientes con enteropatias inflamatorias producen un perfil mas proinflamatorio en
presencia de IL-17A y de IL-17F. La adicion de anticuerpos de la presente invenciéon para neutralizar la produccion
posterior de los mediadores inflamatorios inducidos por la IL-17A y la IL17F sugiere que los anticuerpos pueden ser
eficaces para el tratamiento terapéutico de los pacientes con Ell.

Ejemplo 16

Eficacia de los anticuerpos que se unen a IL-17A y a IL-17F en sindrome del intestino irritable (Sll):
patogenia dirigida por el SNC

Un modelo que se centra en la patogenia del Sll dirigida por el SNC que utiliza estimulos de estrés para inducir los
sintomas caracteristicos del Sll. El modelo de estrés psicosocial neonatal imita algunas caracteristicas clinicas
asociadas a los pacientes que padecen SlI, incluidas la hiperalgesia, la diarrea y la sensibilidad al estrés. La
separacion de la cria de su madre todos los dias durante 180 minutos entre los dias 4 a 18 después del nacimiento
dara lugar a la alteracién del comportamiento materno y reducira significativamente las veces que se manifiesta el
comportamiento de cuidado o aseo. El estrés de los recién nacidos da lugar a cambios permanentes en el SNC que
da lugar a una alteracion de la sensibilidad al dolor somatico y visceral inducido por el estrés. La funcidon motora
coldnica en respuesta al estrés mejora en estos animales y los datos preliminares muestran indicios de un aumento
de la permeabilidad intestinal (Mayer y col., 2002). El tratamiento con un polipéptido soluble de la presente
invencion, tal como un polipéptido IL-17RC soluble o un polipéptido IL17RC/IL-17RA soluble (SEQ ID n.° 158) y el
analisis posterior de la funcion motora coldnica, de la permeabilidad epitelial y de la respuesta a estimulos de estrés
podria determinar la eficacia en este modelo animal de SllI. La disminucién de la incidencia de los sintomas después
del tratamiento con estos inhibidores sugeriria la posible eficacia del tratamiento del SlI.

Ejemplo 17

Eficacia de los anticuerpos que se unen alL-17A y a IL-17F en muestras de sindrome del intestino irritable
(Sll): inductores del estrés dirigidos principalmente al intestino

Se trata de un modelo que se centra en los inductores del estrés dirigidos principalmente al intestino (a saber,
inflamacion del intestino, infeccion o estrés fisico). Los estudios en animales han indicado que la inflamacién leve o
la activacion inmunitaria puede ser una base para que se altere la motilidad y/o la funcién aferente y epitelial del
intestino (Mayer y col., 2002). En este modelo se produce la irritacion diaria del colon en los animales recién nacidos
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(dias 8 a 21) en forma de inyeccion intracolénica diaria de aceite de mostaza. El aceite de mostaza es un
estimulador neural y se ha demostrado que induce la hiperalgesia visceral después de la administracion
intracolénica. Este modelo imita las caracteristicas clave del Sll incluidas la hipersensibilidad visceral y la alteracion
de los habitos intestinales. Los animales también presentan diarrea y estrefiimiento, una caracteristica clave de los
pacientes con Sll (Mayer y col., 2002; Kimball y col., 2005). Se podria administrar un anticuerpo de la presente
invencion para determinar los cambios en la aparicién de los sintomas asociados a este modelo. La disminucién de
la incidencia o la magnitud de la hipersensibilidad visceral y la alteracion de la movilidad del intestino después del
tratamiento terapéutico con nuestros inhibidores sugeriria que es posible que estas moléculas resulten eficaces para
el tratamiento del SlI.

Ejemplo 18
Generacion de los anticuerpos IL-17A / F
A) Ensayo de captura

La capacidad de los anticuerpos anti-IL-17A o anti-IL-17F humana o en los antisueros para unirse a la IL-17F y / o
IL-17A se evalud usando un ensayo de ELISA de captura. En este ensayo, las placas de 96 pocillos de ELISA de
poliestireno se recubrieron primero con 100 pl / pocillo de anticuerpo de cabra anti-lgG de ratén, anticuerpo
especifico de Fc (Jackson Immunoresearch) a una concentracion de 1000 ng / ml en tampdn de revestimiento (0,1 M
de NayCoOs, pH 9,6). Se prepard una placa para cada ligando Las placas se incubaron durante la noche a 4 ° C
después de lo cual el anticuerpo no unido se aspird y las placas se lavé dos veces con 300 pl / pocillo de tampoén de
lavado (PBS-Tween definido como NaCl 0,137M, KCI 0,0027M, Na,HPO,4 0.0072M,KH,CO4 0,0015M, 0,05% v / v de
polisorbato 20, pH 7,2). Los pocillos se bloquearon con 200 ul / pocillo de tampén de bloqueo (PBS-Tween, mas 1%
w / v de albumina de suero bovino (BSA)) durante 1 hora, después de lo cual las placas se lavaron dos veces con
tampon de lavado. Se prepararon diluciones en serie por 10 (en tampdn de bloqueo) de los sueros comenzando con
una dilucién inicial de 1:1000 y se extendieron a 1:1.000.000. Las muestras duplicadas de cada dilucion se
transfirieron después a la placa de ensayo, 100 ul / pocillo, con el fin de unir la IgG de ratén en el suero a la placa de
ensayo a través de la porcion Fc de la molécula. Los sueros de ratones normales sirvieron como control negativo, se
afadié proteina IL7RC-Fc humana como un control positivo del ensayo. NOTA: El revestimiento para este control
fue de IgG anti-humana de cabra, anticuerpo especifico de Fc (Jackson Immunoresearch). Después de una
incubacion de 1 hora a temperatura ambiente, los pocillos se aspiraron y las placas se lavaron dos veces como se
describié anteriormente. IL17F Biotinilada (proporcion molar 6:01 de biotina: proteina) o IL17F biotinilada (proporciéon
molar 10:1 de biotina: proteina) a concentraciones de 500 ng / ml se afadieron después a los pocillos (placas
separadas), 100 pl /pocillo. Después de una incubacion de 1 hora a temperatura ambiente, el ligando biotinilado no
unido se aspird de los pocillos y las placas se lavaron dos veces. Después, a cada pocillo se afiadié estreptavidina
marcada con peroxidasa de rabano (Pierce, Rockford, IL) a una concentracion de 500 ng / ml, 100 pl / pocillo, y las
placas se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de la eliminacion del HRP-SA no unido, las
placas se lavaron 2 veces, a cada pocillo se afiadieron 100 pl / pocillo de tetra metil bencidina (TMB) (BioFX
Laboratories, Owings Mills, MD) y las placas se incubaron durante 2 minutos a TA. El desarrollo de color se detuvo
mediante la adicion de 100 pl / pocillo de reactivo de detenciéon TMB 450 nm (BioFX laboratorios, Owings Mills, MD)
y los valores de absorbancia de los pocillso se leyeron en un instrumento Molecular Devices Spectra MAX 340 a 450
nm.

B) Ensayo directo

La capacidad de los anticuerpos anti-IL-17A o anti-IL-17F humana o en los antisueros para unirse a la IL-17F y / o
IL-17A se evalud usando un ensayo de ELISA directo. En este ensayo, las placas de 96 pocillos de ELISA de
poliestireno se recubrieron primero con 100 pl / pocillo de IL-17F or IL-17A a concentraciones de 1000 ng / ml en
tampon de revestimiento (0,1 M de Na»CoOs, pH 9,6). Se preparé una placa para cada ligando Las placas se
incubaron durante la noche a 4 ° C después de lo cual la proteina no unida se aspird y las placas se lavo dos veces
con 300 pl / pocillo de tampoén de lavado (PBS-Tween definido como NaCl 0,137M, KCI 0,0027M, Na;HPO4
0.0072M,KH2CO4 0,0015M, 0,05% v / v de polisorbato 20, pH 7,2). Los pocillos se bloquearon con 200 pl / pocillo de
tampon de bloqueo (PBS-Tween, mas 1% w / v de albumina de suero bovino (BSA)) durante 1 hora, después de lo
cual las placas se lavaron dos veces con tampoén de lavado. Se prepararon diluciones en serie por 10 (en tampén de
bloqueo) de los sueros comenzando con una dilucion inicial de 1:1000 y se extendieron a 1:1.000.000. Las muestras
duplicadas de cada dilucion se transfirieron después a la placa de ensayo, 100 pl / pocillo, con el fin de unir la
proteina especifica en el suero a la placa de ensayo. Los sueros de ratones normales sirvieron como control
negativo, zcytor14 (lot A1034F) se afiadio proteina IL7RC-Fc humana como un control positivo del ensayo. Después
de una incubacién de 1 hora a temperatura ambiente, los pocillos se aspiraron y las placas se lavaron dos veces
como se describio anteriormente. Después, a los pocillos de ambas placas se afiadio IgG anti-ratén de cabra
marcada con peroxidasa de rabano (Jackson Immunoresearch) a una concentracion de 1:5000, 100 pl / pocillo.
Después de una incubacion de 1 hora a temperatura ambiente, el anticuerpo no unido se aspiré de los pocillos y las
placas se lavaron dos veces. A cada pocillo se afiadieron 100 pl / pocillo de tetra metil bencidina (TMB) (BioFX
Laboratories, Owings Mills, MD) a y las placas se incubaron durante 2 minutos a RT. El desarrollo de color se detuvo
mediante la adicion de 100 pl / pocillo de reactivo de detencion TMB 450 nm (BioFX laboratorios, Owings Mills, MD)
y los valores de absorbancia de los pocillso se leyeron en un instrumento Molecular Devices Spectra MAX 340 a 450
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nm.
C) Ensayo de neutralizacion

La capacidad de los anticuerpos anti-IL-17A o anti-IL-17F humana o en los antisueros para inhibir (neutralizar) la
actividad estimiladora de IL-17F y / o IL-17A a través de su receptor afin se evalué usando un ensayo de
neutralizacion en placa. En este ensayo, las placas de 96 pocillos de ELISA de poliestireno se recubrieron primero
con 100 pl / pocillo de proteina IL17RC-Fc IL a una concentracion de 1000 ng / ml en tampon de revestimiento (0,1
M de Na;CoOs, pH 9,6). Se prepar6 una placa para cada ligando Las placas se incubaron durante la noche a4 ° C
después de lo cual el receptor no unido se aspird y las placas se lavo dos veces con 300 pl / pocillo de tampdn de
lavado (PBS-Tween definido como NaCl 0,137M, KCI 0,0027M, Na,HPO, 0.0072M,KH,CO4 0,0015M, 0,05% v / v de
polisorbato 20, pH 7,2). Los pocillos se bloquearon con 200 ul / pocillo de tampén de bloqueo (PBS-Tween, mas 1%
w / v de albumina de suero bovino (BSA)) durante 1 hora, después de lo cual las placas se lavaron dos veces con
tampodn de lavado. Se realizaron diluciones en serie por 10 (en tampdn de bloqueo) de los sueros comenzando con
una dilucion inicial de 1:500 y oscilaron a 1:500.000.Biotinilado IL-17F (proporcién molar 6:01 de biotina: proteina) o
IL17A biotinilada (proporcion molar 10:1 de biotina: proteina) a una concentracion de 200 ng / ml se afhadieron
después a los pocillos de las placas de dilucion ( placas separadas), 100 pl / pocillo, se mezclé bien pipeteando
arriba y abajo varias veces y se incubaron 1 hora a TA. NOTA: La mezcla de las diluciones de suero y los ligandos
biotinilados en volumenes iguales resultados en la serie de dilucion 1:1000 convertirse a través de 1:1.000.000 y las
concentraciones de ligando convertirse en 100 ng / ml. .Las muestras duplicadas de cada solucion de ligando sueros
de dilucion / biotinilado se transfirieron entonces a la placa de ensayo, 100 ul / pocillo Los sueros de ratones
normales sirvieron como control negativo, se afiadié proteina IL-17RC-Fe humana como un control positivo del
ensayo. Después de una incubacién de 1 hora a temperatura ambiente, los pocillos se aspiraron y las placas se
lavaron dos veces como se describié anteriormente. Después, a cada pocillo se afiadié estreptavidina marcada con
peroxidasa de rabano (Pierce, Rockford, IL) a una concentracion de 500 ng / ml, 100 pl / pocillo, y las placas se
incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de la eliminaciéon del HRP-SA no unido, las placas se
lavaron 2 veces, a cada pocillo se afiadieron 100 pl / pocillo de tetra metil bencidina (TMB) (BioFX Laboratories,
Owings Mills, MD) a y las placas se incubaron durante 3 minutos a RT. El desarrollo de color se detuvo mediante la
adicién de 100 pLl / pocillo de reactivo de detencion TMB 450 nm (BioFX laboratorios, Owings Mills, MD) y los
valores de absorbancia de los pocillso se leyeron en un instrumento Molecular Devices Spectra MAX 340 a 450 nm.

D) Esquema de inmunizacion

Se inmunizaron cinco ratones hembra balb/C con IL-17F-BSA (50 yg cada una) cada dos semanas durante 6
semanas (3 inmunizaciones) mediante inyeccion interperitoneal. Dos semanas mas tarde, estos ratones fueron
reforzados con IL17A-BSA (50 pg cada una) a través de la inyeccion interperitoneal. Se extrajo sangre cada semana
después de los ultimos 3 refuerzos para la evaluacion de los sueros. Aproximadamente dos meses después del
ultimo refuerzo, los 5 animales se reforzaron con IL-17A-BSA (50 pug cada una) a través de la inyeccién subcutanea
y se extrajo una ultima muestra para la evaluacion de los sueros.

E) Conclusion de la evaluacion sérica mediante ELISA

Tanto el ensayo de ELISA de captura, asi como el ensayo de ELISA directo indican que los cinco ratones
desarrollaron una respuesta de anticuerpos significativa a la IL-17F. El ensayo directo indica que cuatro de los cinco
ratones también se une moderadamente la IL-17A y un ratdon débilmente se une a IL-17A. El ensayo de
neutralizacion indica que dos de los cinco ratones inhiben moderadamente la union de la IL-17F y otros dos inhiben
débilmente inhibir la unién de la IL-17F. Un ratén no inhibe la unién de la IL-17F en absoluto. También se indica por
este ensayo es que dos de los cinco ratones inhiben débilmente la union de la IL-17A, mientras que los otros tres no
inhiben la unién. ratén inhibe la unidon de ambos ligandos a diferentes grados.

F) Procedimiento de Fusion

Después de un minimo de cuatro semanas después de la inmunizacién final, el ratén con el titulo de neutralizacion
de IL-17F e IL-17A mas significativo se inmuniz6 un tiempo final con aproximadamente 50 ug g de IL-17A-BSA en
PBS a través de inyeccion subcutanea En condiciones normales, cinco dias después de la extraccion del bazo y los
ganglios linfaticos de este ratéon, se prepard en una suspension de células individuales y se fusionaron con la linea
celular de mieloma de ratén Ag8 en una célula linfoide 2:1. célula de mieloma con PEG 1500 usando el protocolo
interno estandar. En este ejemplo, el raton murié después de la inyeccion y se extrajo el bazo, preparado en una
Unica suspension de células y se congelé a -80 ° C durante 5 dias, Después de descongelar rapidamente la
suspension de células del bazo, se completé la fusion como se ha indicado anteriormente. La mezcla de fusion se
distribuye en una serie de placas de 96 pocillos de fondo plano Los pocillos de las placas de fusion fueron
alimentados a los 4-7 dias (minimo de dos veces, maximo de 3 veces). Los pocillos se ensayaron ocho dias
después de galvanoplastia de la fusion.

G) Deteccion selectiva de la fusion

El ELISA de captura y neutralizacién de ELISA para IL-17F e IL-17A como se describe anteriormente se utilizaron
para la deteccion selectiva, salvo que los sobrenadantes de los hibridomas se ensayaron sin diluir de las placas de
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cultivo. Todos los clones positivos '(descritos en detalle en el Ejemplo 19) se verificaron mediante la repeticion de los
dos ensayos con las muestras en duplicado. Todos los clones "positivos" se ampliaron en la cultura, en placas de 24
pocillos. .Cuando la densidad de los cultivos de 24 pocillos fue de aproximadamente 4-6 x 10°células / ml, los
sobrenadantes (aproximadamente 1,8 ml) se recogieron y se almacenaron para cada clon y las células de cada
pocillo criopreservado individualmente. .Los sobrenadantes recogidos se utilizaron para evaluar ain mas que los
clones de satisfacer las necesidades de reactivos solicitados. Los clones apropiados se sometieron a 1°'y 2 ronda
de clonacién previa de ampliar para la purificacion

Los hibridomas que expresan anticuerpos monoclonales frente a IL-17A e IL-17F se depositaron en la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (ATCC; Manassas VA) de deposito de la patente como depositos originales en virtud del
Tratado de Budapest y se les dio los siguientes n° de acceso: clon 339,15,5.3 (Designacion en el depésito de
patentes de la ATCC PTA-7987, depositada el 7 de noviembre de 2006); clon 339,15,3.6 (Designacion en el
depdsito de patentes de la ATCC PTA-7988, depositada el 7 de noviembre de 2006); y clon 339,15,6.16
(Designacion en el deposito de patentes de la ATCC PTA-7989, depositada el 7 de noviembre de 2006.

Ejemplo 19
Protocolo del ensayo de union competitiva IL-17A/F mAb

Para evaluar la capacidad de anticuerpos IL-17A/F de la presente invencion (como se divulga en el ejemplo 18) para
unirse a los ligandos IL-17A e IL-17F, se utilizd un ensayo de unién competitivo basado en citometria de flujo. La
incubacién de una estirpe de células BHK transfectada establemente con el IL-17RC completo en presencia de los
ligandos IL-17A o IL-17F, y el anticuerpo IL-17A/F de la presente invencioén dirigido a unirse selectivamente a los
ligandos permite detectar el ligando unido a la superficie celular (y por lo tanto, sin unir al anticuerpo). La biotinilacion
del ligando permite detectarlo por FACS mediante un fluoréforo secundario conjugado a estreptavidina. Una
reduccion del ligando unido a la célula sobre una valoracién del receptor soluble se registra como una reduccion de
la fluorescencia media de las células.

Los ligandos biotinilados se mezclan de antemano por separado a 1 ug/ml con cantidades valorables del receptor
soluble en medio de tincion (HBSS + SAB al 1% + NaAzida al 0,1% + HEPES a 10 mM) en voliumenes de 100 ul y se
incuban a TA durante 15 minutos. Se prepara una estirpe de células BHK transfectada establemente con el IL17RC
completo para teir el ligando mediante la resuspension con Versene (Invitrogen, n.° de catalogo 15040 - 066), el
equilibrado a 2 x 105 células/100 ul, la sedimentacion y la resuspension en la premezcla ligando/anticuerpo. Se
incuban las células tefiidas a 4°C durante 30 minutos, se lavan 1x en medio de tincion y se tifien con estreptavidina-
PE (BD Pharmingen, n.° de catalogo 554061) en una proporcion 1:100. Se incuban las células a 4°C en la oscuridad
durante 30 minutos, se lavan 2x en medio de tincién y se resuspenden en medio de tincion y Cytofix® (BD
Bioscience 554655). Se utiliza un citémetro de flujo LSRII de BD o un instrumento similar para recoger los datos y
realizar el andlisis. La figura describe un grafico estandar. Se genera el grafico utilizando el del protocolo. Se genera
el grafico utilizando el programa informatico Prizm. Los valores en Y representan la IMF normalizada por el maximo y
el minimo (100% y 0%) en base Unicamente al ligando y no a los pocillos de control que contienen solo el ligando y
sin ligando ni receptor soluble y, por lo tanto, el porcentaje de unién del ligando a las células. El programa
informatico calcula la Clso de cada curva

La Tabla 1 contiene los valores de ICsp obtenidos para cada anticuerpo de IL-17A / F.

Tabla 1

Unién competitiva de Clso (ug/ml)

Clon Reactividad IL17A IL17F
339,15,3.6 IL17A & F 38,0 3,5
339,15,5.3 IL17A & F 35,0 3,6
339,15,6.16 IL17A & F 28,0 3,5

A partir de lo anterior se apreciara que, aunque en el presente documento se han descrito realizaciones de la
invencion a efectos ilustrativos, se pueden realizar varias modificaciones sin desviarse del alcance de la invencion.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> ZymoGenetics, Inc.
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<210> 1
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<212> ADN
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<400> 1
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<210> 2

<211> 155
<212> PRT

gaattccgge
ctgggaagac
caggaatcac
ggactgtgat
cetcagatta
agagatatcec
atgggaacgt
gcagggagee
gctgeaccty
ctccoeccaaay
aaagacagec
agcttcagag
gaaggaaggt
tatttatgta
ttacctactt
attatttaaa
gtatttagaa
aattaaatgg
tctttgtttt
attaatttaa
tgttccatta
tttattrgtt
atgcaaattc
cccaaaatte
catactatta
atggccecctga
caaaatacaa
cctagactca
tctettecte
ccagaaagga
aaataaaaac
ttcgcceogga

<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Thr

Leu Glu

Cys Pro
Asn
50
Tyr

Leu

Asp
65
Asp Pre

Leu Gly

Val Pro

Pro
130
Cys

Cys

Thr
145

aggcacaaac
ctcattggtg
aatcccacga
ggtcaacctyg
ctacaacecga
ctctgtgate
ggactaccac
tccacactge
tgtcacceceg
cagttagact
tcatttegga
gtaacacttg
ttgactgagt
tttaatatgc
tattttgttt
aggtaaaacc
aaaggtgaaa
cagtgcaaaa
taaaagttat
attttgcaat
aacccttata
ctcattaaat
tcctataage
caagttctecg
gccaatgetyg
ggaatggcat
gaagtictgyg
gygcttecectet
aagcaacact
gctgatgggg
tcaatcacat
attc

Pro Gly
Ile
20
Ser

Ala

Asn
35
Tle His

Tyr Asn

Glu Arg
Ile
100
Gin

Cys

Ile
115
Asn Ser

Val Thr

Lys
Val
Glu
Asn
Arg
Tyxr
85

Asn
Gln

Phe

Pro

ES 2463482 T3

tcatececatec
tcactgctac
aatccaggat
aacatccata
tccacctecac
tgggaggcaa
atgaactctg
cccaactect
attgtccacce
atggagagcc
ctaaactcat
gccaagatat
accaatttgc
cctgagataa
gtctttttaa
tgtatttatt
aagcactatt
tttctgagtc
aacatggctg
ttgttgaggt
ataaaatcct
gtattttage
zsaaacaaagc
atttcacatg
tagacagaag
gtcattatta
gaggagacat
ggagattaag
cctagggect
cagaatgaac
tcaattccag

Thr Ser

Lys Ala

Asp Lys

Leu
Gly

Asn

ccagttgatt
tgctgctgag
gcccaaattc
accggaatac
cttggaatct
agtgeegeca
tceeccatceca
tccggetgga
atgtggccta
gacccagece
tagagttctt
gagatctgaa
ttcttgttta
ctttggggta
agaagataag
tgagctattt
atcagttctyg
tttacaacat
aaaagaaaga
tttacaagag
tctgtaataa
aaactcaget
atgtctttga
cettcaagac
cattttgata
aagatcatat
tgtcttcaga
gccectcaga
ggcttctgte
tttaagtatg
agtagtttca

Val Ser
10
Ile Thr
25

Phe Pro

40

Asn
55
Thr

Arg

Ser
70
Pro Ser

Ala Asp

Glu Ile

Thr
Ser
Val
Gly

Leu

Asn Thr

Pro Trp

Ile Trp
90
Asn Val
105

Val Leu

120

Leu
135
Val

Arg

Ile
150

Glu

His

Lys Ile

His Val

44

ggaagaaaca
cctggaggec
tgaggacaag
caataccaat
ccacegcaat
cttygygetge
gcaagagatc
gaagatactg
agagctectygg
ctcaggaace
aaggcagttt
ttacctttec
cttttttaag
taagattcca
attctgggcect
aaggatctat
cctaggtaaa
acggatatag
ttaaacctac
atacagcaag
taaagtttca
ctrecectatt
gtaacaatga
tgaacaccga
ggaatagagc
ggggaaaatqg
ctacaatgtc
gatcaacaga
tgatcaaggc
agaaaagttc
agtttcacat

Leu Leu Leu

Ile Pro Arg

Thr Val
45

Lys

Arg

Pro
60

Leu

Asn
Asn His
15
Glu

Ala Lys

Asp Tyr His
Glu
125

Ser

Arg Arg
Val
140
Ala
155

Leu

acgatgactc
atagtgaagg
aacttcccce
cccaaaaggt
gaggaccectg
atcaacgcectg
ctggrectgce
gtgtccgtgg
ggagcccaca
ctcatcette
gtccaattaa
ctctttccaa
ggctttaagt
ttttaatgaa
tgggaatttt
ttatgtttaa
tgtaagatag
tatttcctee
tttcatatgt
tctaactetc
aaagaaaatg
gggaagagtt
cctggaaata
ctaaggtttt
aaataagata
aaaccctceee
cagtttctce
ccaacatttt
accacacaac
agcccaagta
cgtaaccatt

Leu
15
Pro

Leu

Asn
30
Met Val

Arg Ser

Arg Asn

Cys Arg
95
Met Asn
110
Pro Pro

Val Gly

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
17490
1800
1860
1874

Ser
Gly
Asn
Ser
Glu
80

His
Ser
His

Cys
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<210> 3
<211> 923
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

<210> 4
<211> 153
<212> PRT

ggcttcagtt
aggtgtgagt
ataaaaggac
gagtctctaa
attggggctt
Ltttttccaa
tggcatcatc
ctceccecctgg
ggcccagtgt
ttcecgtteece
ttectttccag
ccaccatgtyg
ccttacceag
ctcttaataa
ctacacttta
ataataaagt

<213> Homo sapiens

<400> 4

Met Val

Glu Ala

Lys Pra

Ile Gly
50
Glu Ser
65
Asn Arg

Cys Ile

Ile Gln

Val Ser
130
Val Thr

145

actagctagyg
gtteccecattt
aggaatgctg
ctgattgcag
gccttictga
aagcctgaga
aatgaaaacc
aattacactyg
aggaacttygyg
atccagcaag
ttggagaagg
cagtaagaqgg
tgctctgcaa
gacctgcacy
tatttgatat
attaataatg

Lys Tyr Leu

Ala Ala Arg
20

Glu Ser

35

Ile

Cys

Ile Asn

Arg Ser Thr

Tyr Pro Ser
Ala
100

Glu

Asn Gin

Gln Thr

115

Phe GLn Leu

Pro Val Ile

ES 2463482 T3

ctactgagtt
ccaggtgagyg
agttcegeea
cgtcttctat
gtgaggecgge
gttgcecegce
agcgegttte
tcacttggga
gctgcatcaa
agaccctggt
tgctggtgac
tgcatatececa
caagtcctgt
gatggaaaca
ctaaaatgtt
tta

Leu Leu

Lys Ile

Pro Pro

Glu Asn
55
Ser Pro
70
Glu Val

Gly Lys

Leu Val

Ser

Pro

Val
40

Gln
Trp
val
Glu

Val

tagttctcag
aactgaggtg
gaccatgeat
tttccaggte
agctcggaaa
tgtgccagga
catgtcacgt
ccccaacedyg
tgctcaagga
cgteecggagg
tgttggctge
¢ctcagcetgaa
ctgacccccea
taaaatattc
aggagaaaaa

Ile Leu
19

Lys Val

23
Pro Gly

Arg Val

Asn Tyr

Gln Ala

Asp Ile
105

Arg Arg

120

Glu Lys
135
His His
150

Val

Val

Leu Val

Gln

45

tttggcacct
caaagagaag
ctcttgctag
aagtacttgc
atceccaaaqg
ggtagtatga
aacatcgaga
taccectegg
aaggaagaca
aagcaccaag
acctgcgtca
gaagcetgtag
attcecteca
acaatgtatg
ttaatatatt

Gly Leu Ala

Gly His Thr

Met
45
Serx

Gly Ser
Met
el
Val

Ser

Thr
75
Gln

Thr

Cys Arg

Ser Met Asn
Gln
125

Gly

Lys His

Thr Val

140

tgataccttt
ccctgatcec
taggtgagge
tgctgtegat
taggacatac
agcttgacat
geccgoctocac
aagttgtaca
tctccatgaa
gctgctoctgt
ccecctgtecat
aaatgccact
cttcacagga
tgtgtatgta
cagtgctaat

Phe Leu Ser

Phe Phe Gln

3¢

Lys Leu Asp

Arg Asn Ile
Pro
80

Gly

Trp Asp

Asn Leu

Ser Val Pro

110

Gly Cys Ser

Cys Thr Cys

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
923
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<210> 5
<211> 393
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

<210> 6
<211> 130
<212> PRT

atgatcccecac
atggtcaacc
tactacaacc
ccctetgtga
gtggactacc
cetecacact
tgtgtcacce

<213> Homo sapiens

<400> 6

<210>7
<211> 405
<212> ADN

Met Ile

Pro Arg

Thr Asn
Asn
50
Glu

Trp

Trp
65
vVal Asp

Leu Arg

Ile Leu

Val Ala

130

<213> Homo sapiens

<400> 7

gaaatccagg
tgaacatcca
gateccaccte
t ctgggagge
acatgaactc
gccccaacte
cgatitgtcca

Pro Arg Asn

Thx Val
20

Lys

Mat

Pro
35
Leu

Arg

His Arg

Ala Lys Cys
Met
85

Pro

Tyr His
Glu
100
Val Ser
115 .

Arg

val

ES 2463482 T3

atgcccaaat
taaccggaat
accttggaat
aaagtgccgeo
tgtccceatce
ctteeggetg

ccatgtggee

Pro Gly

Val Asn

Ser Ser

Glu
53
His

Asn

Arg.
70
Asn Ser

Pro His

Gly Cys

Cys
Leu
Asp
40

Asp
Leu
val
Cys

Thr

tctgaggaca
accaatacca
ctccaccgca
cacttgggcet
cagcaagaga
gagaagatac
taa

Asn
10
Ile

Pro

Asn
25
Tyr Tyr

Pro Glu

Gly Cys
Ile
90
Asn

Preo

Pro
105

Cys Val

120

46

agaacttecece
atcccaaaaqg
atgaggaccc
gcatcaacgce
tcctggtcet
tggtgtccgt

Ser Glu Asp

His Asn Arg
Ser
45

Pro

Asn Arg

Arg Tyr

60
Ile Asn Ala
75
Gln

Gln Glu

Ser Phe Arg

Thr Ile

125

Pro

ccggactgtg
gtecctcagat
tgagagatat
tgatgggaac
gcgcagggag
gggctgcacc

Asn Phe
15

Thr

Lys
Asn Asn
30

Thr

Ser Pro

Ser Val Ile
Asn

80
vVal

Asp Gly

Ile Leu
95
Leu Glu
110

Val

Lys

His His

&80

120
180
240
300
360
393
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<210> 8
<211> 134
<212> PRT

atgcggaaaa
gtgccaggag
atgtcacgta
cccaaccggt
gctcaaggaa
gtccggagga
gttggcetgcea

<213> Homo sapiens

<400> 8

<210>9
<211> 24
<212> ADN

Meat Arg

Ser Cys

Ile Asn

Thr
50
Ser

Ser

Pro
65
Ala Gln

Glu Thr

Gln Leu

val Ile

130

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador zc46098

<400> 9

tccccaaagt

gtagtatgaa
acatcgagag
accectegga
aggaagacat
agcaccaagqg
cctgcgtcac

Lys Ile

Pro
20
Asn

Pro

Glu
35
Ser Pro

Glu val

Gly Lys
Val
100
Lys

Leu

Glu
115

His His

acttgccatt ctgagggagg tagc 24

<210> 10
<211> 24

Pro
vVal
Gln
Trp
Val
Glu
85

Val

Val

Val

ES 2463482 T3

aggacatact
gcttgacatt
ccgctecace
agttgtacag
ctccatgaat
ctgctetgtt
ccctgtecatce

Lygs Val

Pro Gly

Arg Val

Asn Tyr
55
Gln Ala
70
Asp Ile

Arg Arg

Leu val

Gly
Gly
Ser
40

Thr
Gln
Ser
Lys

Thr

tttttccaaa
ggcatcatca
tcecceectgga
gceccagtgta
tcegttecca
tctttccagt
caccatgtgce

Thr
10
Met

His

Ser
25
Met Ser

Val Thr

Cys Arg

Met Asn
90
His Gln
105

Val Gly

120

Gln

47

agcctgagag
atgaaaacca
attacactgt
ggaacttggg
tcecageaaga
tggagaaggt
agtaa

Phe Phe Gln

Lys Leu Asp
Ile
45

Pro

Arg Asn

Trp Asp

60

Asn Leu

15

Ser Val Pro

Gly Cys Ser

Cys Thr Cys

125

Gly Cys

ttgcecegect
gcgegtttec
cacttgggac
ctgcatcaat
gaccectggte
gctggtgact

Pro Glu
15

Gly.

Lys

Ile Ile

Glu Ser Arg

Asn Arg Tyr

Ile Asn
80
Gln

Ile Gln

Val Phe
110
val

Ser

Thr Pro

60

120
180
240
300
360
405
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador zc46099

<400> 10

cacaggtgca gccaactttt agga 24
<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador zc44779

<400> 11

gtgggccgct ctaggcacca 20

<210> 12
<211> 25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador zc44776

<400> 12

cggttggcect tagggttcag ggggg 25

<210> 13
<211> 64
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
48
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<220>

<223>cebador zc48686

<400> 13
tagaaataat tttgtttaac tttaagaagg agatatatat atgatcccac gaaatccagg 60
atgec o 64

<210> 14

<211> 67

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador zc48685

<400> 14
tctgtatcag gctgaaaatc ttatctcatc cgccaaaaca ttaggccaca tggtggacaa 60
tcggggt 67
<210> 15
<211> 66
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador zc42852

<400> 15
ctagaaataa ttttgtttaa ctttaagaag gagatatata tatgcggaaa atccccaaag 60
taggac 66
<210> 16
<211>48
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> cebador zc42854

<400> 16

tctgtatcag gctgaaaatc ttatctcatc cgccaaaaca ttactgca 48
<210> 17

<211>59

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador zc48895

<400> 17

acaggtgtcc agggaattca tataggccgg ccaccatgac tcctgggaag acctcattg 59

<210> 18

<211> 88

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador zc48893

<400> 18
gtacaacccc agagctgttt taaggcgcgc ctctagatta atgatgatgg tgatggtgtc 60
cggaggccac atggtggaca atcggggt 88
<210>19
<211> 63
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> cebador zc48894

<400> 19

ctccacaggt gtccagggaa ttcatatagg ccggcocacca tgacagtgaa gaccctgcat 690

ggc

<210> 20
<211> 90
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador zc48892

<400> 20

63

gggtacaacc ccagagctgt tttaaggocgc gcctctagat taatgatgat ggtgatggtg 60

tccggactge acatggtgga tgacaggggt

51
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal de reactividad cruzada aislado que se une a IL-17A (SECID N° 2) y IL-
17F (SEC ID N° 4), en el que dicho anticuerpo es producido por el hibridoma depositado en la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo que tiene la designacion de deposito de patentes de la ATCC PTA-7988.

2. Una version humanizada del anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1.

3. El anticuerpo aislado de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que dicho anticuerpo tiene una
region constante humana.

4. Un kit de diagnéstico que comprende el anticuerpo aislado de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 y medios para detectar la unién por dicho anticuerpo.

5. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un compuesto de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y un vehiculo, soporte y/o excipiente farmacéuticamente
aceptable.

6. El anticuerpo aislado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para su uso en el
tratamiento de inflamacion seleccionado entre el grupo que consiste en: enfermedad intestinal inflamatoria,
colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, artritis, artritis reumatoide, psoriasis, artritis psoriasica y esclerosis
multiple.

7. El hibridoma depositado en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo que tiene la designacion de
deposito de patentes de la ATCC PTA-7988.
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Porcentaje de unién

110+
100+
90+
80+
70+
604
504
40+
304
204
104

ES 2463482 T3

Unién competitiva estandar de
referencia de hiL-17F alas células

.. a A1417

CI50'= 20ug/ml

Oedmyi T 4 A

0 .

¥ L
1 10 100 sin ligando
ug/mk peceptor sol

Figura
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