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DESCRIPCION
Anticuerpos contra IL-25
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a anticuerpos, que incluyen fragmentos de unién de los mismos, dirigidos a
interleucina 25 (IL-25).

Antecedentes de la invencion
Asma

El asma es un trastorno inflamatorio crénico comdn de las vias respiratorias. El niUmero de pacientes ha aumentado
espectacularmente durante las ultimas décadas y la Organizacién Mundial de la Salud estima que del orden de 300
millones de personas en el mundo padecen asma. El asma alérgica se caracteriza por hipersensibilidad de las vias
respiratorias (HVR) incontrolable inducida por varios estimulos provocativos y esta asociada a infiltrados
inflamatorios del tipo 2 en los pulmones.

Las citocinas de tipo 2 desempefian una funcién importante en mediar en la inmunidad protectora a infeccion
parasitica por helmintos, regular funciones efectoras tales como el crecimiento de linfocitos B y secrecién de IgE,
inducir hiperplasia de células caliciformes y produccion de moco asociada, eosinofilia, mastocitosis y fibrosis (/). Es
las principales funciones desempefnadas por estas citocinas en la regulacion de estas funciones efectoras las que
las han hecho dianas terapéuticas clave en el asma. De hecho, los modelos de ratén en los que estas citocinas se
expresan en exceso muestran caracteristicas significativas del asma. Sorprendentemente entonces, los esfuerzos
para mejorar el asma experimental bloqueando citocinas de tipo 2 especificas han demostrado ser insatisfactorios,
con la excepcion de inhibir IL-13.

La inhibicion de IL-13 suprime tanto HVR como la inflamacién de las vias respiratorias, aunque el mecanismo sigue
sin estar claro (2, 3). Sin embargo, dada la compleja patofisiologia y la poco entendida etiologia del asma, es incierto
si las rutas individuales que eligen diana demostraran por Ultimo lugar ser terapéuticamente satisfactorias.

Recientemente, se ha mostrado que la expresion en exceso de IL-25/IL-17E, un miembro de la familia de citocinas
IL-17 estructuralmente relacionada (8), induce respuesta de tipo 2 in vivo (4-6) y aumenta la sensibilidad a los
agonistas de las vias respiratorias (7). Ratones 125" dejaron de expulsar parasitos helminticos eficazmente; un
indicador clave de una respuesta de tipo 2 inefectiva (9, 10). También se ha mostrado que IL-25 se regula por
incremento en muestras de pacientes con asma.

Enfermedad inflamatoria del intestino

La enfermedad inflamatoria del intestino (Ell) es una inflamacién crénica que afecta la capa mucosa del intestino
grueso o colon, que normalmente comprende una o mas condiciones de enfermedad seleccionadas del grupo que
consiste en colitis ulcerosa (CU) y enfermedad de Crohn (EC). Se cree que la CU es una enfermedad mediada por
Th2, mostrando un modelo de raton representativo la participacién de citocinas de tipo 2 en el desarrollo de
inflamacién del intestino (16). Se ha observado produccion de IL-25 en un modelo de ratén de colitis crénica, en
asociacion con un cambio de respuesta de tipo Th1 a Th2 (17) y se ha informado de alta expresion de ARNm de IL-
25 a lo largo del tubo gastrointestinal en ratones (18). Ademas, el gen IL-25 esta localizado dentro de una region de
susceptibilidad a enfermedad de Crohn en el cromosoma 14, aunque queda por investigar su posible asociacion con
la enfermedad (19). Ademas, la Ell puede comprender una o mas condiciones de enfermedad seleccionadas del
grupo que consiste en colitis colagenosa, colitis linfocitica, colitis isquémica, colitis por desviacién, sindrome de
Behcet, colitis infecciosa y colitis indeterminada.

Las terapias convencionales para el tratamiento de EIl implican tanto antibiéticos como farmacos derivados de
esteroides; sin embargo, estos no son actualmente satisfactorios en inducir o mantener la remisién clinica en
pacientes (20). También esta actualmente disponible una terapia que implica agentes anti-TNF-o, a pesar de que
muestra mala eficacia (21, 22). Esto muestra que hay una clara necesidad de terapias nuevas y mas eficaces en el
tratamiento de enfermedades inflamatorias del intestino.

Anticuerpos

La estructura basica de un anticuerpo es muy conocida en la técnica. Un anticuerpo que se produce naturalmente
normalmente tiene cuatro cadenas de polipéptidos: dos cadenas pesadas idénticas y dos cadenas ligeras idénticas
conectadas por enlaces disulfuro. Las cadenas pesadas (VH) y ligeras (VL) tienen cada una una regién constante y
una region variable (o dominio). Las regiones variables son principalmente responsables de la unién al antigeno.
Dentro de cada region variable, tres subregiones, conocidas como las regiones determinantes de la
complementariedad (CDR), hacen contacto con el antigeno. Las CDR de cada dominio variable se numeran, del
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extremo N al extremo C, CDR1, CDR2 y CDRS. Entre el extremo N y C de las CDR estan las cuatro denominadas
regiones estructurales, que hacen algunos contactos, si los hacen, con el antigeno. Mas detalles referentes a las
estructuras de anticuerpos se ilustran en muchos de los documentos citados mas adelante, que se incorporan en el
presente documento por referencia.

Hay varias formas en las que pueden producirse los anticuerpos contra un antigeno diana. La generacion de
anticuerpos monoclonales usando tecnologia de hibridomas es un método tal. Los anticuerpos se generan
normalmente en ratones u otros roedores. Esto puede ser una forma util de generar anticuerpos de alta afinidad. Sin
embargo, para que tales anticuerpos sean entonces utiles en terapia humana, es normalmente necesario transferir
las CDR de los anticuerpos a una region estructural humana. Es decir, intentar evitar una respuesta de anticuerpos
humanos anti-ratén en un paciente.

El principio general del injerto de CDR lo describieron Jones et al. y Riechman et al. (11, 12). Es decir, las CDR de
un anticuerpo de ratén se trasplantan en las regiones estructurales de un anticuerpo humano receptor. En la
practica, aunque el anticuerpo resultante se unira al mismo antigeno diana que el anticuerpo de ratén donante
original, la afinidad del anticuerpo injertado es normalmente muy reducida.

Ademas, la termoestabilidad de los anticuerpos injertados puede comprometerse frecuentemente.

Se conocen en la técnica diversas formas para intentar recuperar y optimizar las propiedades del anticuerpo original.
Por ejemplo, dentro de las regiones estructurales hay ciertos restos “de estructura canédnica” Chotia & Lesk (713) que
estan asociados a ciertas CDR de la linea germinal. Ademas, Foote & Winter (74) han identificado restos de “zona
Vernier” (algunos de los cuales también son restos de estructura candnica) que soportan las conformaciones de
bucle de unién al antigeno y sus disposiciones relativas y, por tanto, se ha sugerido que desempefan una funcién
importante en sintonizar el ajuste de un anticuerpo al antigeno. Ademas, se cree que restos adicionales dentro de la
regién estructural estabilizan y mantienen la superficie de separacion de VH/VL. Por consiguiente, aquellos expertos
en la materia que buscan humanizar un anticuerpo frecuentemente buscan regiones estructurales humanas en las
que los restos de la zona de Vernier, canénicos y de la superficie de separacién (“VCI”) se correspondan tan
estrechamente como sea posible con aquellos del anticuerpo donante original.

Sin embargo, cada anticuerpo representa un desafio Unico para aquellos expertos en la materia y no hay certeza en
que cualquier metodologia generalmente conocida para el injerto de CDR sea directamente aplicable en cada caso.

Los presentes inventores y colaboradores (Ballantyne et al. (75)) informan de la produccién de un anticuerpo
monoclonal de ratén, 2C3, que se une a IL-25 e in vivo puede bloquear la hipersensibilidad de las vias respiratorias
en asma alérgica. Hasta la fecha, la secuencia del anticuerpo no ha estado disponible para el publico.

El documento PCT/GB2008/001365, publicado el 30 de octubre de 2008 como el documento W0O2008/129263,
informa de la secuencia del anticuerpo 2C3 y su uso en bloquear la hipersensibilidad de las vias respiratorias.

Divulgacion de la invencion

La presente invencion se refiere a un anticuerpo humanizado (injertado con CDR) que se basa en la secuencia de
2C3. En la produccién de este anticuerpo tuvieron que superarse varios retos.

Los inventores seleccionaron en primer lugar una cadena de VH de anticuerpo humano receptor con homologia
maxima por VCI, concretamente 20 de los 22 restos de VCI. Sin embargo, se encontré que el anticuerpo resultante
(“RHA”) se uni6 a IL-25 a un grado significativamente menor que el propio 2C3. A pesar de varias modificaciones
adicionales al anticuerpo, que incluyen cambios a los aminoacidos designados VCI y restos que parecié que
representaban mutaciones somaticas raras, se logroé poca mejora de la unién al anticuerpo.

En un intento por vencer el fallo del enfoque de homologia de VCI con la humanizaciéon de anticuerpos, se
seleccion6 una region estructural de VH humana diferente con una menor coincidencia de restos de VCI (17/22),
pero homologia global muy ligeramente mayor. El anticuerpo resultante proporcion6 mayor uniéon que el anticuerpo
“RHA”, aunque esto no fue todavia tan grande como el anticuerpo 2C3 parental.

Con el fin de maximizar la unién y minimizar los restos no humanos que tienen el riesgo de provocar una respuesta
de anticuerpos, se hicieron cambios en la region estructural y CDR adicionales. Se encontré que el anticuerpo
resultante tenia uniéon potenciada en comparacion con 2C3 y en una prueba in vivo de inhibicion de la
hipersensibilidad de las vias respiratorias se encontrd que era significativamente méas potente que 2C3. El anticuerpo
también present6 buena termoestabilidad.

El alcance de la presente invencion se define por las reivindicaciones y cualquier informacién que no se encuentre
dentro de las reivindicaciones se proporciona para informacion solo.

La presente invencion se refiere a la cadena de VH humanizada derivada de 2C3 para un anticuerpo que comprende



10

15

20

25

30

35

40

ES 2537226 T3

esta cadena. El anticuerpo puede comprender una cadena de VL humanizada que comprende las CDR VL de 2C3.
Asi, en un aspecto, la invencién proporciona un dominio VH de anticuerpo que comprende SEC ID N 1:

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro
Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser
Phe Xal Xa2 Tyr Thr Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
Gln Arg Leu Glu Trp Xa3 Gly Leu Ile Asn Pro Tyr Asn Gly
Gly Thr Ser Tyr Asn Gln Asn Phe Lys Gly Arg Val Thr Leu
Thr Xa4 Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr Leu Glu Leu Asn
Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Gly Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
Glu Xa5 Tyr Asp Gly Tyr Leu Tyr Phe Ala Met Asp Tyr Trp
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr vVal Ser Ser

en la que:

Xa1l es Sero Thr;

Xa2 es Gly, Asp, Ala, Ser, Val, Asn, Lys, Tyr o Met;

Xa3 es Met o lle;

Xa4 es Val o Arg; y

Xa5 es Asp, Asn o Gly, combinado con una cadena de VL que comprende las CDR VL de 2C3.

En un aspecto, los restos Xa1 - Xa5 pueden seleccionarse de las siguientes combinaciones:

Xa1l es Sero Thr;

Xa2 es Gly o Asp;

Xa3 es Met o lle;

Xa4 es Val o Arg; y
Xa5 es Asp, Asn o Gly.

En algunas realizaciones, Xa2 es Gly y Xa5 es Asp o Asn, preferentemente Asp.

En algunas realizaciones (incluyendo aquellas en las que Xa2 es Gly y Xa5 es Asp o Asn, preferentemente Asp),
Xal es Ser.

En algunas realizaciones (incluyendo aquellas en las que Xa2 es Gly y Xa5 es Asp o Asn, preferentemente Asp),
Xa1l es Thr.

En algunas realizaciones, que incluyen todas las combinaciones anteriormente descritas de Xa2, Xa5 y Xal, Xa3 es
Met.

En algunas realizaciones, que incluyen todas las combinaciones anteriormente descritas de Xa2, Xa5 y Xa1, Xa3 es
lle.

Todas las realizaciones anteriormente descritas pueden combinarse con cualquiera de los valores de Xa4, es decir,
Val o Arg.

Combinaciones particulares de los restos anteriores se exponen en la siguiente tabla. Por comodidad del lector
experto y por coherencia con los ejemplos adjuntos, la tabla enumera la numeracion de Kabat de los restos. En
algunos casos, ésta se diferencia de la numeracion del listado de secuencias.

Res de Kabat: 30 31 48 71 96
Posicion en SEC ID N®: 1: 30 31 48 72 100
Res de la lista de sec: Xai Xa2 Xa3 Xa4 Xa5
SECID N%: 2 Ser Gly Met Val Asp
SEC ID N%: 3 Thr Gly Met Arg Asp
SECID N%: 4 Ser Gly Met Arg Asp
SECID N%: 5 Thr Gly Met Val Asp
SECID N%: 6 Ser Asp Met Val Asp
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SECID N%: 7 Thr Asp Met Arg Asp
SECID N%: 8 Thr Asp Met Val Asp
SECID N2%: 9 Ser Gly lle Val Asp
SEC ID N%: 10 Thr Gly lle Arg Asp
SEC ID N2: 11 Thr Gly lle Val Asp
SEC ID N%: 12 Ser Asp lle Val Asp
SEC ID N2: 13 Thr Asp lle Arg Asp
SEC ID N%: 14 Thr Asp lle Val Asp

El dominio VH puede combinarse con un dominio variable de la cadena ligera para proporcionar un miembro de
union a diana especifico que se une a IL-25.

Un dominio de la cadena ligera adecuado es uno que comprende los restos de CDR del anticuerpo 2C3.
Preferentemente, la cadena ligera es una cadena ligera humanizada, es decir, comprende secuencias de la region
estructural humana y las regiones CDR de 2C3. El dominio de la cadena ligera de 2C3 se muestra como SEC ID N¢:
15. Las regiones CDR 1-3 pueden comprender restos 30-34, por ejemplo, pueden comprender restos 24-34 (SEC ID
Ne: 29); 50-56 (SEC ID N¢: 30) y 89-97 (SEC ID N®: 31), respectivamente.

Los restos de CDR pueden estar en la cadena ligera del anticuerpo 2C3 nativo o pueden transferirse a una molécula
de cadena ligera humanizada.

Los restos 35-38, aunque no comprenden la CDR, estan muy conservados entre secuencias de cadena ligera de
raton y humana y también pueden transferirse.

Un ejemplo de una cadena de VL humanizada comprende los restos 21-127 de SEC ID N 25. Sin embargo,
también pueden usarse otras regiones estructurales humanas que comprenden las tres regiones CDR de la SEC ID
N2: 15. Ademas, como se indica mas adelante, pueden usarse secuencias conductoras de anticuerpos diferentes a
la secuencia conductora de anticuerpo no nativo de una cadena de VL. Por tanto, en una realizacién, la cadena de
VL comprende la SEC ID N2: 25. En otra realizacion, la cadena de VL puede comprender una secuencia conductora
de anticuerpo tal como la descrita en el presente documento mas adelante fusionada a los restos 21-127 de la SEC
ID N¢: 25.

La invencion proporciona ademas el uso de miembros de unién a diana de la invencion, por ejemplo, en forma de
una composicion farmacéutica, para el tratamiento de enfermedades, incluyendo afecciones inflamatorias tales como
asma (incluyendo asma alérgica), enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa.

Estos y otros aspectos adicionales de la invencién se describen con mayor detalle mas adelante y con referencia a
los ejemplos adjuntos.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la secuencia de nucle6tidos de la cadena ligera kappa (SEC ID N2 16) y de aminoacidos
(SEC ID N®: 15) del anticuerpo de raton 2¢3. El sombreado indica las CDR.

La Figura 2 muestra la secuencia de nucleétidos de la cadena pesada (SEC ID N2 18) y de aminoacidos (SEC
ID N®: 17) del anticuerpo de ratén 2¢3. El sombreado indica las CDR.

La Figura 3 muestra la secuencia de ADN (SEC ID N¢: 20) y de aminoacidos (SEC ID N2: 19) de AY393094.

La Figura 4 muestra la secuencia de ADN (SEC ID N¢: 22) y de aminoacidos (SEC ID N2 21) de RHA de 2¢c3
humanizado.

La Figura 5 muestra la secuencia de ADN (SEC ID N°: 24) y de aminoacidos (SEC ID N¢: 23) de AY510106.

La Figura 6 muestra la secuencia de ADN (SEC ID N2 26) y de aminoacidos (SEC ID N 25) de la cadena
ligera kappa humanizada de RKA de 2c3.

Las Figuras 7A-C muestran una comparacion de la actividad de unién del anticuerpo humanizado RHA/RKA
2c3 y variantes con 2¢3 quimérico.

La Figura 8 muestra la secuencia de ADN (SEC ID N2 28) y de aminoacidos (SEC ID N¢: 27) de la region
estructural AJ399823 usada en el disefio de 2¢3-RH2 humanizado.

Las Figuras 9A y B muestran el efecto de mutaciones de CDR especificas a RH2bcdef de 2¢3 que se une a IL-
25.

La Figura 10 muestra el efecto de la union de IL-25 combinando mutaciones de CDR D31G y G96D.

La Figura 11 muestra la comparacién de la unién de RH2.5_S30T de 2¢3 y RH2.5 R71V de 2¢3 a IL-25.

La Figura 12 es el protocolo para el modelo de ratén in vivo de HVR.

Las Figuras 13A y B muestran el efecto de administrar RH2.5_R71V de 2c3 sobre la resistencia pulmonar en
respuesta a metacolina.

Las Figuras 14A y B muestran la longitud del colon y peso corporal de ratones en un modelo de colitis.

Descripcion detallada de la invencion
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Miembro de union a diana

Este describe un miembro de un par de moléculas que tienen especifidad de unién entre si. Los miembros de un par
de unién especifico pueden derivarse naturalmente o producirse sintéticamente completa o parcialmente. Un
miembro del par de moléculas tiene una zona sobre su superficie, o una cavidad, que se une especificamente a y,
por tanto, es complementaria a una organizacién espacial y polar particular del otro miembro del par de moléculas.
Por tanto, los miembros del par tienen la propiedad de unirse especificamente entre si. Ejemplos de tipos de pares
de unién especificos son antigeno-anticuerpo, biotina-avidina, hormona-receptor de hormona, receptor-ligando y
enzima-sustrato.

La presente solicitud se refiere a las reacciones de tipo antigeno-anticuerpo. Por consiguiente, un miembro de union
a diana de la invencion comprendera al menos una parte de una molécula de anticuerpo, més particularmente al
menos una parte del dominio de unién al antigeno de una molécula tal.

En general, la regién variable de la cadena pesada (dominio VH) de un anticuerpo desempena una funcion
significativa en la unién de un anticuerpo a un antigeno. Por tanto, los miembros de unién a diana de la invencién se
basan, por lo tanto, en aquellos que comprenden el dominio VH que incluye SEC ID N2%: 1.

Para preparar los dominios de VH de la presente invencién, se encontré que las regiones CDR del anticuerpo 2C3
mejoraban alterando las secuencias de CDR1 y CDR3. Por consiguiente, aunque las realizaciones preferidas de la
invencion descritas en el presente documento contemplan dominios de VH de la SEC ID N%: 1 en los que Xa2 es Gly
y Xab es Asp, la invencion también contempla dominios de VH humanizados que tienen regiones estructurales
humanas que incluyen las regiones CDR1-3 de SEC ID N?: 34, SEC ID N%: 35 y SEC ID N°: 36 respectivamente.

Asi, en otros aspectos adicionales, la invencién proporciona un miembro de unién a diana que se une a IL-25 en la
que la region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada H1 tiene una secuencia de
aminoacidos de SEC ID N¢: 34. En otro aspecto, la invencion proporciona un miembro de union a diana que se une a
IL-25 en la que la region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada H2 tiene una secuencia
de aminodacidos de SEC ID N¢: 35. En otro aspecto, la invencién proporciona un miembro de union a diana que se
une a IL-25 en la que la regién determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada H3 tiene una
secuencia de aminoacidos de SEC ID N¢: 36.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona un miembro de unién a diana que se une a IL-25 en la que la
region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena ligera L1 tiene una secuencia de aminodacidos de
SEC ID N2 29. En otro aspecto, la invencion proporciona un miembro de unién a diana que se une a IL-25 en la que
la regién determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena ligera L2 tiene una secuencia de aminoacidos
de SEC ID N2 30. En otro aspecto, la invencion proporciona un miembro de unién a diana que se une a IL-25 en la
que la regién determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena ligera L3 tiene una secuencia de
aminoacidos de SEC ID N¢: 31.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona un miembro de unién a diana que se une a IL-25 en la que la
region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada H1 tiene una secuencia de aminoacidos
de SEC ID N2 34, la CDR de la cadena pesada H2 tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N2: 35y la CDR
de la cadena pesada H3 tiene una secuencia de aminoacidos de SEC ID N¢: 36. En una realizacion, un miembro de
unién a diana tal tiene una CDR de la cadena ligera L1 con una secuencia de aminoacidos de SEC ID N¢: 29, una
CDR de la cadena ligera L2 de SEC ID N°: 30 y una CDR de la cadena ligera L3 de SEC ID N¢: 31.

La regidon estructural de tales miembros de unién a diana puede ser Unicamente humana, Unicamente murina o,
segun la presente invencion, una regién estructural que es principalmente humana, pero que retiene uno o mas
restos murinos de manera que se potencie la afinidad de unién.

Asi, los miembros de unién a diana que comprenden dichas CDR forman un aspecto adicional de la invencion y
pueden usarse como se describe en el presente documento para miembros de unién a diana con un dominio VH que
comprende SEC ID N2: 1.

Generalmente, un miembro de unién a diana comprende un dominio VH emparejado con un dominio VL para
proporcionar un dominio de unién anticuerpo-antigeno. En una realizacion, el dominio VH esta emparejado con un
dominio VL cuyas CDR vy, opcionalmente cualquier resto de la region estructural conservado entre humano y raton,
son los del anticuerpo 2C83.

Sin embargo, la promiscuidad de la cadena ligera esta bien establecida en la técnica, como se ha descrito
adicionalmente en el presente documento y, por tanto, VH puede emparejarse con un dominio VL diferente al VL
derivado de 2C3. Un VL tal puede seleccionarse como se trata mas adelante en el presente documento.

Las estructuras y localizaciones de los dominios variables de inmunoglobulina pueden determinarse por referencia a
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Kabat, E.A. et al, Sequences of Proteins of Immunological Interest. 42 edicion. US Department of Health and Human
Services. 1987, y actualizaciones de la misma. En linea se dispone de varias fuentes académicas y comerciales
para consultar esta base de datos. Por ejemplo, véase A.C.R. Accessing the Kabat Antibody Sequence Database by
Computer PROTEINS: Structure, Function and Genetics, 25 (1996), 130-133.

Un miembro de union a diana segun la presente invencion puede unirse a IL-25 con una afinidad sustancialmente
similar a la del anticuerpo RHA2.5 R71V2 descrito mas adelante, por ejemplo + 10 %. Un miembro de unién a diana
generalmente sera especifico para IL-25. Por tanto, el miembro de uniéon a diana no mostrara ninguna unién
significativa a moléculas distintas de su(s) componente(s) de union especifica. Por ejemplo, se ha encontrado que el
anticuerpo 2C3, del cual se derivan los anticuerpos de la invencién, no reacciona de manera cruzada con IL-4, IL-5 e
IL-13 y, por tanto, la anulacion de tal reactividad cruzada con otras citocinas implicadas en el asma y procesos
similares es una caracteristica deseable de los miembros de union a diana de la invencion.

Normalmente, la especifidad puede determinarse mediante un ensayo de unién tal como ELISA que emplea un
panel de antigenos. Un miembro de unién a diana segun la presente invencién puede reconocer IL-25 y ningln otro
miembro de la familia IL-17, particularmente ninguno de IL-17A, IL-17B e IL-17C; mas preferentemente los tres IL-
17A, IL-17B e IL-17C. La unién de un miembro de unién a diana segun la invencion con IL-25 puede anularse por
competicién con IL-25 recombinante.

La afinidad de union y la fuerza de neutralizacién de diferentes miembros de unién a diana pueden compararse en
condiciones apropiadas.

Molécula de anticuerpo

Este describe una inmunoglobulina tanto natural como producida parcial o completamente sintética. Se ha mostrado
que los fragmentos de un anticuerpo completo pueden realizar la funcion de antigenos de unién. Por tanto, la
referencia a un anticuerpo también engloba cualquier polipéptido o proteina que comprenda un fragmento de unién a
anticuerpo.

Ejemplos de fragmentos de unién son (i) el fragmento Fab que consiste en los dominios VL, VH, CL y CH1; (ii) el
fragmento Fd que consiste en los dominios VH y CH1; (iii) el fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH de
un anticuerpo unico; (iv) el fragmento dAb (Ward, E.S. et al., Nature 341, 544-546 (1989)) que consiste en un
dominio VH; (v) fragmentos F(ab’)2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos; (vi)
moléculas Fv monocatenarias (scFv), en las que un dominio VH y un dominio VL estan unidos por un conector de
péptidos que permite que los dos dominios se asocien para formar un sitio de union a antigeno (Bird et al, Science,
242, 423-426, 1988; Huston et al, PNAS USA, 85, 5879-5883, 1988); (vii) dimeros Fv monocatenarios biespecificos
(documento PCT/US92/09965) y (viii) “diacuerpos”, fragmentos multivalentes o multiespecificos construidos por
fusién génica (documento W094/13804; P. Holliger et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 6444-6448, 1993). Las
moléculas de Fv, scFv o diacuerpo pueden establecerse por la incorporacién de puentes disulfuro que unen los
dominios VH y VL (Y. Reiter et al, Nature Biotech, 14, 1239-1245, 1996). También pueden prepararse minicuerpos
que comprenden un scFv unido a un dominio CH3 (S. Hu et al, Cancer Res., 56, 3055-3061, 1996).

Cuando se usan anticuerpos biespecificos, éstos pueden ser anticuerpos biespecificos convencionales, que pueden
prepararse de diversas maneras (Holliger, P. y Winter G. Current Opinion Biotechnol. 4, 446-449 (1993)), por
ejemplo, prepararse quimicamente o a partir de hibridomas hibridos o pueden ser cualquiera de los fragmentos de
anticuerpo biespecificos mencionados anteriormente. Los diacuerpos y scFv pueden construirse sin ninguna regién
Fc, usando Unicamente dominios variables, reduciendo posiblemente los efectos de reaccion anti-idiotipica.

Los diacuerpos biespecificos, a diferencia de los anticuerpos completos biespecificos, también pueden ser
particularmente Utiles debido a que pueden construirse facilmente y expresarse en E. coli. Los diacuerpos (y muchos
otros polipéptidos tales como fragmentos de anticuerpos) de especificidades de uniéon apropiadas pueden
seleccionarse facilmente usando expresion en fago (documento W094/13804) a partir de bibliotecas. Si un brazo del
anticuerpo se mantiene constante, por ejemplo, con una especifidad dirigida contra IL-25, entonces puede
prepararse una biblioteca en la que se varia el otro brazo y se selecciona un anticuerpo de especifidad apropiada.
Pueden prepararse anticuerpos completos biespecificos por ingenieria de boton en ojal (J. B. B. Ridgeway et al,
Protein Eng., 9, 616-621, 1996).

Es posible tomar anticuerpos monoclonales y otros y usar técnicas de tecnologia de ADN recombinante para
producir otros anticuerpos 0 moléculas quiméricas que retienen la especifidad del anticuerpo original. Tales técnicas
pueden implicar introducir ADN que codifica la regién variable de inmunoglobulina, o las regiones determinantes de
la complementariedad (CDR), de un anticuerpo en las regiones constantes o regiones constantes mas regiones
estructurales, de una inmunoglobulina diferente. Véanse, por ejemplo, los documentos EP-A-184187, GB 2188638A
o EP-A-239400.

Preferentemente, las regiones CDR de la cadena de VL de 2C3 se injertan en una regién estructural humana. La
region estructural humana puede seleccionarse por diversos métodos, por ejemplo, comparando las secuencias de
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la region estructural de raton o de la regién VL de ratdén con secuencias de la region estructural humana o de la
region VL conocidas y seleccionando una regién estructural humana que tenga el mayor grado de similitud o de
identidad de aminoacidos o uno de los mayores. Pueden hacerse modificaciones en las regiones estructurales de
secuencias humanas nativas con el fin de optimizar adicionalmente los anticuerpos con CDR injertada resultantes.

Aunque en un aspecto preferido de la invencién se prefieren moléculas de anticuerpo que comprendan un par de
dominios VH y VL, los dominios de unién Unicos basados en secuencias de dominio VH o VL forman aspectos
adicionales de la invencion. Se sabe que los dominios de inmunoglobulina Unicos, especialmente dominios VH,
pueden unir antigenos diana de una manera especifica.

En el caso de cualquiera de los dominios de unién de cadena Unica, estos dominios pueden usarse para cribar
dominios complementarios capaces de formar un miembro de unién a diana de dos dominios capaz de unirse a IL-
25, como se trata adicionalmente en el presente documento mas adelante.

Las moléculas de anticuerpo de la presente invencién pueden comprender adicionalmente regiones constantes de
anticuerpo o partes de las mismas. Por ejemplo, un dominio VL puede unirse en su extremo C a los dominios
constantes de la cadena ligera de anticuerpo incluyendo cadenas Cx o CA humanas, preferentemente Cx.
Similarmente, un miembro de unién a diana basado en un dominio VH puede unirse en su extremo C a toda o parte
de una cadena pesada de inmunoglobulina derivada de cualquier isotipo de anticuerpo, por ejemplo, IgG, IgA, IgE e
IgM y cualquiera de las subclases de isotipo, particularmente IgG1 e IgG4. Se prefiere IgG4. Pueden emplearse
regiones Fc tales como Anab y Anac, como se desvela en el documento W099/58572.

Por tanto, se incluyen moléculas quiméricas que comprenden un dominio de unién a diana, o equivalente, fusionado
a otro polipéptido. La clonacion y expresion de anticuerpos quiméricos se describen en los documentos EP-A-
0120694 y EP-A-0125023.

Las regiones estructurales de las moléculas de anticuerpo de la invencién también pueden incluir secuencias de
glucosilacién que incluyen uno o mas sitios de glucosilaciéon. Dependiendo de la célula huésped en la que se
expresa el miembro de unién a diana, puede variar el patrén de glucosilaciéon. Por tanto, las construcciones de acido
nucleico que codifican sitios de glucosilacion pueden modificarse para eliminar el sitio o alternativamente tales sitios
pueden introducirse en la proteina. Por ejemplo, los sitios de N-glucosilacién en proteinas eucariotas se caracterizan
por un triplete de aminoacidos Asn-X-Y, en el que X es cualquier aminoacido, excepto Pro e Y es Ser o Thr.
Sustituciones, adiciones o deleciones apropiadas de la secuencia de nucleétidos que codifica estos tripletes dara
como resultado la prevencién de la unién de restos de hidratos de carbono en la cadena lateral de Asn. La alteracién
de un Unico nucleétido, seleccionado de manera que Asn se sustituya con un aminoacido diferente, por ejemplo, es
suficiente para inactivar un sitio de N-glucosilacién. Procedimientos conocidos para inactivar sitios de N-glucosilacién
en proteinas incluyen aquellos descritos en la patente de EE.UU. n® 5.071.972 y en el documento EP 276.846.

Dominio de unién a antigeno.

Esta describe la parte de una molécula de anticuerpo que comprende el drea que se une especificamente a y es
complementaria a parte o todo un antigeno. Cuando el antigeno es grande, un anticuerpo puede unirse Unicamente
a una parte particular del antigeno, parte que se denomina un epitope. Puede proporcionarse un dominio de union a
antigeno mediante uno o mas dominios variables de anticuerpo (por ejemplo, un fragmento de anticuerpo
denominado Fd que consiste en un dominio VH). Preferentemente, un dominio de unién a antigeno comprende al
menos una porcién sustancial de una regién variable de la cadena ligera de anticuerpo (VL) y al menos una porcion
sustancial de una regién variable de la cadena pesada de anticuerpo (VH).

Una porcién sustancial de un dominio variable de inmunoglobulina comprendera al menos las tres regiones CDR,
junto con sus regiones estructurales intermedias. Preferentemente, la porcién también incluira al menos
aproximadamente el 50 % de una o ambas de las primera y cuarta regiones estructurales, siendo el 50 % el 50 %
del extremo C de la primera regién estructural y el 50 % del extremo N de la cuarta regiéon estructural. Restos
adicionales en el extremo N o C de la parte sustancial del dominio variable pueden ser aquellos que no estan
normalmente asociados con regiones de dominio variable que se producen naturalmente. Por ejemplo, la
construccion de miembros de unién a diana de la presente invencion preparados mediante técnicas de ADN
recombinante puede dar como resultado la introduccion de restos del extremo N o C codificados por conectores
introducidos para facilitar la clonacién u otras etapas de manipulaciéon. Otras etapas de manipulacion incluyen la
introduccion de conectores para unir dominios variables de la invencién a secuencias de proteinas adicionales que
incluyen cadenas pesadas de inmunoglobulina, otros dominios variables (por ejemplo, en la produccion de
diacuerpos) o marcadores de proteina como se trata con mas detalle mas adelante.

Comprende

Este se usa generalmente en el sentido de incluir, es decir, permitir la presencia de una o mas caracteristicas o
componentes.
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Aislado

Este se refiere al estado en el que los dominios VH, miembros de unién a diana de la invencién o 4cidos nucleicos
que codifican tales miembros de union, estaran generalmente segun la presente invencion. Los miembros y acido
nucleico estaran libres o sustancialmente libres de material con el que estan naturalmente asociados tales como
otros polipéptidos o &acidos nucleicos con los que se encuentran en su entorno natural o el entorno en el que se
preparan (por ejemplo, cultivo celular) cuando tal preparacion es por tecnologia de ADN recombinante realizada in
vitro o in vivo.

Los miembros de unién a diana y acido nucleico pueden formularse con diluyentes o adyuvantes y aun aislarse con
fines practicos - por ejemplo, los miembros se mezclaran normalmente con gelatina u otros vehiculos si se usan para
recubrir placas de microtitulacion para uso en inmunoensayos o se mezclaran con vehiculos o diluyentes
farmacéuticamente aceptables cuando se usen en diagnostico o terapia. Los miembros de unién a diana pueden
estar glucosilados, tanto naturalmente como mediante sistemas de células eucariotas heterélogas (por ejemplo,
células CHO o NSO (ECACC 85110503) o pueden estar sin glucosilar (por ejemplo, si se producen por expresion en
una célula procariota).

Caracteristicas adicionales de miembros de unién a diana.

Ademas de las secuencias de anticuerpos, un miembro de unién a diana segun la presente invenciéon puede
comprender otros aminoacidos, por ejemplo, formando un péptido o polipéptido, tal como un dominio plegado o para
impartir a la molécula otra caracteristica funcional adicional a la capacidad de unirse a antigeno. Los miembros de
unién a diana de la invencién pueden llevar un marcador detectable o pueden conjugarse con una toxina o enzima
(por ejemplo, mediante un enlace o conector peptidilo).

Marcadores detectables incluyen radiomarcadores tales como 1311 0 99Tc, que pueden unirse a los anticuerpos de
la invencion usando quimica convencional conocida en la técnica de obtencién de imagenes de anticuerpos. Los
marcadores también incluyen marcadores enzimaticos tales como peroxidasa de rabano picante. Los marcadores
también incluyen restos quimicos tales como biotina que pueden detectarse a través de la uniéon a un resto
detectable analogo especifico, por ejemplo, avidina marcada.

Cuando la caracteristica adicional es un dominio polipeptidico o marcador, el miembro de unién a diana puede
producirse por técnicas recombinantes, es decir, por la expresion de un acido nucleico que codifica una fusion del
miembro de unién a diana y el dominio adicional.

Barajado de cadenas

Un aspecto adicional de la invencion proporciona un método para obtener un dominio de unién anticuerpo-antigeno
para IL-25, comprendiendo el método proporcionar la combinacién de un dominio VH de un miembro de unién a
diana de la invencion con uno o mas dominios VL y probar la combinacién o combinaciones de VH/VL para el
dominio de unién anticuerpo-antigeno para IL-25.

Dicho dominio VL puede tener una secuencia de aminoacidos que es sustancialmente como se ha expuesto en el
presente documento.

Puede emplearse un método analogo en el que una o mas variantes de secuencia de un dominio VL desvelado en el
presente documento se combinan con uno o mas dominios VH.

Esto puede conseguirse por métodos de cribado por expresién en fago usando el denominado enfoque combinatorio
doble jerarquico como se desvela en el documento W092/01047 en el que se usa una colonia individual que
contiene tanto un clon de la cadena H como L para infectar una biblioteca completa de clones que codifican la otra
cadena (L o H) y el miembro de unién a diana de dos cadenas resultante se selecciona segun técnicas de expresion
en fago tales como las descritas en esa referencia.

Por tanto, la presente invencién proporciona un método para seleccionar una molécula de anticuerpo para IL-25,
comprendiendo el método:

(a) proporcionar un dominio VH que comprende un miembro de unién a diana que se une a IL-25 y que
comprende un dominio VH de anticuerpo de la presente invencion;

(b) combinar dicho dominio VH con una pluralidad de dominios VL de anticuerpo para proporcionar moléculas
de anticuerpo;

(c) cribar dichas moléculas de anticuerpo para la union a IL-25; y

(d) seleccionar una molécula de anticuerpo que se une a IL-25.

En tal método, los dominios VH y VL pueden proporcionarse en forma de proteinas expresadas por ADN
recombinante, particularmente mediante un ADN de fago o fagémido.
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La pluralidad de dominios VL puede ser cualquiera de 104 dominios individuales hacia arriba, por ejemplo, de 106 a
108 6 1010 dominios.

Las moléculas de anticuerpo, y acido nucleico que codifica dichas moléculas, pueden formar una parte adicional de
la presente invencion.

IL-25

IL-25, también denominado en la técnica IL-17E, esta disponible de fuentes comerciales (por ejemplo R&D Systems,
MN, EEUU) o puede clonarse o sintetizarse por referencia a las secuencias de IL-25 disponibles en la técnica. La IL-
25 murina (proteina NCBI NP_542767) se describe por Hurst et al, 2002 (Ref. 7 mas adelante). La IL-25 humana
(proteina NCBI Q9H293) se describe por Fort et al. (Ref. 4 mas adelante). Para la producciéon de anticuerpos o uso
en inmunoensayos, pueden usarse fragmentos de IL-25 recombinante, particularmente los truncados en el extremo
N. Por ejemplo, la IL-25 humana recombinante comercialmente disponible (IL-17E) comprende la secuencia de
proteina madura de Tyr 33 - Gly 177 de n® de acceso Q9H293) y la IL-25 murina comercialmente disponible
comprende los restos Val 17 - Ala 169 de IL-17E de ratén (n® de Acceso NP_542767).

Acidos nucleicos y vectores

En aspectos adicionales, la invencién proporciona un acido nucleico aislado que comprende una secuencia que
codifica un miembro de unién a diana, un dominio VH o un dominio VL segun la presente invencién, y métodos para
preparar un miembro de unién a diana, un dominio VH o un dominio VL de la invencién, que comprende expresar
dicho acido nucleico en condiciones para provocar la producciéon de dicho miembro de unién a diana, dominio VH o
dominio VL y recuperarlo.

Los acidos nucleicos de la invencion pueden comprender las secuencias o porciones relevantes de las mismas (por
ejemplo, regiones que codifican CDR) de SEC ID N®: 40 (para cadenas pesadas) o SEC ID N%: 26 (para cadenas
ligeras), o variantes de estas secuencias modificadas mediante, por ejemplo, mutagénesis dirigida al sitio para
codificar otros dominios VH y VL de la invencion. Adicionalmente, puede variarse el uso de codén, por ejemplo, para
optimizar la expresién de la secuencia en una célula huésped deseada.

La presente invencion proporciona ademas un acido nucleico aislado que codifica un miembro de unién a diana de la
presente invencién. El acido nucleico incluye ADN y ARN.

El acido nucleico segun la presente invenciéon puede comprender ADN o ARN y puede ser completa o parcialmente
sintético. Referencia a una secuencia de nucle6tidos, como se expone en el presente documento, incluye una
molécula de ADN con la secuencia especificada y engloba una molécula de ARN con la secuencia especificada en
la que U se sustituye por T, a menos que el contexto requiera otra cosa.

La presente invencién también proporciona vectores, por ejemplo, en forma de plasmidos, virus, por ejemplo, fago o
fagémido, cdsmidos, casetes de transcripcion o expresiéon que comprenden al menos un acido nucleico como antes.

Pueden elegirse o construirse vectores adecuados que contengan secuencias reguladoras apropiadas, incluyendo
secuencias promotoras, secuencias terminadoras, secuencias de poliadenilacion, secuencias potenciadoras, genes
marcadores y otras secuencias segin sea apropiado. Para detalles adicionales véase, por ejemplo, Molecular
Cloning: a Laboratory Manual: 22 edicién, Sambrook et al., 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Los vectores de la invencién también incluyen vectores virales que pueden infectar células humanas in vivo, por
ejemplo, vectores adenovirales, retrovirales o de virus adeno-asociados. Tales vectores pueden ser Utiles para la
expresion de un miembro de unién a diana de la invencién en las células de un sujeto humano o animal, para
proporcionar la produccién y administracion del miembro de unién a diana a dicho sujeto.

Una secuencia de acido nucleico que codifica un miembro de unién a diana de la invencién, en un aspecto, estara
operativamente ligada a un promotor para efectuar la expresion del miembro de unién a diana en una célula
huésped. La secuencia puede incluir en su extremo 5' una secuencia conductora para facilitar la expresién y/o
secreciéon del miembro de unién a diana en y/o a partir de una célula huésped. Se conocen numerosas secuencias
conductoras adecuadas como tales en la técnica y pueden seleccionarse por un experto en la materia teniendo en
cuenta la célula huésped.

Secuencias conductoras adecuadas incluyen cualquier secuencia conductora de inmunoglobulina humana o de otro
mamifero, aunque en su lugar podria usarse una secuencia conductora de mamifero de no inmunoglobulina o una
secuencia conductora sintética. Preferentemente para la expresion de una cadena de VH se usa una secuencia
conductora VH humana. Preferentemente para la expresion de una cadena de VL se usa una secuencia conductora
VL humana.

Una secuencia conductora adecuada para la expresién de un dominio VH de la invencién es:

10
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MGSTAILGLLLAVLQGVCA (SEC ID N2: 37).

Una secuencia conductora adecuada para la expresién de un dominio VL de la invencidon es una secuencia
conductora VK humana o murina. Una secuencia tal puede ser la secuencia conductora de 2C3:

MRVPAQLLGLLLLWLPDTRC (SEC ID N% 38) o un homologo humano, tal como
MDMRVPAQLLGLLLLWLPDTRC (SEC ID N¢: 39).

En los ejemplos adjuntos los presentes inventores han usado construcciones de expresion que incluyen un sitio
Hindlll y una secuencia de Kozak consenso (AAGCTTGCCGCCACC, SEC ID N2 41) que precede a la secuencia
codificante que comienza con una secuencia conductora de anticuerpo. Esto es adecuado para la expresion de
dominios de anticuerpo en células huésped de mamiferos. Sin embargo, pueden usarse otras construcciones
dependiendo de la preferencia de quien realiza el experimento y de la célula huésped en la que va a expresarse el
dominio de anticuerpo.

Muchas técnicas y protocolos conocidos de manipulacién de acidos nucleicos, por ejemplo, en la preparaciéon de
construcciones de acido nucleico, mutagénesis, secuenciacion, introduccién de ADN en células y expresion génica,
y analisis de proteinas, se describen con detalle en Current Protocols in Molecular Biology, segunda edicion,
Ausubel et al. eds., John Wiley & Sons, 1992. Las divulgaciones de Sambrook et al. y Ausubel et al. se incorporan
en el presente documento por referencia.

Células huésped y produccion de miembros de union a diana

Un aspecto adicional proporciona una célula huésped transformada con un acido nucleico (por ejemplo, una
secuencia de acido nucleico en forma de un vector) de la invencién.

En una realizacion, el acido nucleico de la invencion se integra en el genoma (por ejemplo, cromosoma) de la célula
huésped. La integracion puede promoverse por la inclusion de secuencias que promueven la recombinacién con el
genoma, segun técnicas convencionales.

Otro aspecto adicional proporciona un método de produccién de un miembro de union a diana de la invencién,
incluyendo el método provocar la expresion del acido nucleico codificante. Un método tal puede comprender cultivar
células huésped en condiciones para la produccion de dicho miembro de unién a diana.

Tras la produccién mediante expresién puede aislarse y/o purificarse un dominio VH o VL o miembros de union a
diana usando cualquier técnica adecuada, usandose entonces segun sea apropiado. Un método de produccion
puede comprender una etapa de aislamiento y/o de purificacion del producto.

Tras la purificacion del producto, el miembro de unién a diana puede modificarse por medios fisicos o quimicos, por
ejemplo, para introducir grupos protectores que alteren, por ejemplo que aumenten, la estabilidad o semivida
biolégica de la proteina. Por ejemplo, la PEGilacién de proteinas para conseguir tales efectos se conoce como tal en
la técnica y los miembros de union a diana de la invencion pueden estar en forma PEGilada.

Un método de produccion puede comprender formular el producto en una composicién que incluye al menos un
componente adicional, tal como un excipiente farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion también proporciona una célula huésped recombinante que comprende uno o mas acidos
nucleicos o vectores como antes. Un acido nucleico que codifica cualquier CDR, dominio VH o VL o miembro de
unioén a diana como se proporciona por si mismo forma un aspecto de la presente invencién al igual que un método
de produccién del producto codificado, cuyo método comprende la expresion a partir de acido nucleico codificante
para esto.

Se conocen bien sistemas para la clonacién y expresiéon de un polipéptido en diversas células huésped diferentes.
Células huésped adecuadas incluyen bacterias, células de mamifero, levadura y sistemas de baculovirus. Las lineas
de células de mamifero disponibles en la técnica para la expresion de un polipéptido heterélogo incluyen células de
ovario de hamster Chino, células Hela, células de rifiédn de hamster recién nacido, células de melanoma de ratén
NSO, células de mieloma de rata YB2/0 y muchas otras. Un huésped bacteriano preferido comun es E. coli.

La expresion de anticuerpos y fragmentos de anticuerpo en células procariotas tales como E. coli esta bien
establecida en la técnica. Para una revision véase, por ejemplo, Plickthun, A. Bio/Technology 9: 545-551 (1991). La
expresion en células eucariotas en cultivo también esta disponible para los expertos en la materia como una opcién
para la produccién de un miembro de unién a diana, véanse para revisiones recientes, por ejemplo, Ref, M.E. (1993)
Curr. Opinion Biotech. 4: 573-576; Trill J.J. et al. (1995) Curr. Opinion Biotech 6: 553-560.

Composiciones
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Asi, las composiciones farmacéuticas segun la presente invencion y para su uso segun la presente invencion
pueden comprender, ademas del principio activo, un excipiente, vehiculo, tampén, estabilizador farmacéuticamente
aceptable u otros materiales bien conocidos por los expertos en la materia. Tales materiales deben ser no téxicos y
no deben interferir con la eficacia del principio activo. La naturaleza exacta del vehiculo u otro material dependera de
la via de administracion, que puede ser oral, 0 mediante inyeccion, por ejemplo, intravenosa.

Pueden prepararse formulaciones terapéuticas del miembro de unién a diana para almacenamiento mezclando el
miembro de unién a diana, que tiene el grado deseado de pureza, con vehiculos, excipientes o estabilizadores
fisiolégicamente aceptables opcionales (véase, por ejemplo, “Remington: The Science and Practice of Pharmacy”,
20? Edition, 2000, pub. Lippincott, Williams & Wilkins), en forma de polvo liofilizado o soluciones acuosas. Vehiculos,
excipientes o estabilizadores aceptables son no tdxicos para los receptores a las dosis y concentraciones empleadas
e incluyen tampones tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos; antioxidantes que incluyen acido ascorbico;
polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10 restos); proteinas, tales como albimina de
suero, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como
glicina, glutamina, asparagina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros hidratos de carbono que
incluyen glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; alcoholes de azucar tales como manitol
o sorbitol; contraiones formadores de sal tales como sodio; y/o tensioactivos no iénicos tales como Tween, Pluronics
o polietilenglicol (PEG).

Para usar el miembro de unién a diana para la administracién in vivo éste debe ser estéril. Esto se consigue
facilmente por filtracion a través de membranas de filtracion estériles, antes de o tras la liofilizacion y reconstitucion.
El miembro de unién a diana normalmente se almacenara en forma liofilizada o en solucion.

Las composiciones farmacéuticas para administracion por via oral pueden estar en forma de comprimido, capsula,
polvo o liquido. Un comprimido puede comprender un vehiculo sélido tal como gelatina o un adyuvante. Las
composiciones farmacéuticas liquidas generalmente comprenden un vehiculo liquido tal como agua, vaselina,
aceites animales o vegetales, aceite mineral o aceite sintético. Pueden incluirse solucién salina fisiologica, dextrosa
u otra solucion de sacaridos o glicoles tales como etilenglicol, polipropilenglicol o polietilenglicol.

Para inyeccién intravenosa o inyeccion en el sitio de afliccion, el principio activo estara en forma de una solucién
acuosa parenteralmente aceptable que esta libre de pirégenos y tiene pH, isotonicidad y estabilidad adecuados. Los
expertos en la materia pueden preparar soluciones adecuadas usando, por ejemplo, vehiculos isotonicos tales como
inyeccion de cloruro de Sodio, inyeccion de solucion de Ringer e inyeccién de Ringer con lactato. Pueden incluirse,
segun se requiera, conservantes, estabilizadores, tampones, antioxidantes y/u otros aditivos.

Usos terapéuticos de la invencion

La presente invenciéon proporciona por primera vez una demostraciéon de que los anticuerpos contra IL-25 son
eficaces para prevenir o reducir la hipersensibilidad de las vias respiratorias in vivo, un sintoma clave del asma. Asi,
se desvela un método para prevenir o reducir la hipersensibilidad de las vias respiratorias en un sujeto (por ejemplo,
un ser humano) en necesidad de tratamiento que comprende administrar al sujeto un miembro de unién a diana,
particularmente una molécula de anticuerpo, que se une a IL-25. Ademas, se desvela un método para prevenir,
reducir o tratar asma en un sujeto en necesidad de tratamiento que comprende administrar al sujeto un miembro de
unién a diana, particularmente una molécula de anticuerpo, que se une a IL-25. El asma incluye asma alérgica.

Los métodos anteriores pueden ponerse en practica con miembros de unién a diana (incluyendo composiciones de
los mismos) segun la presente invencién, que son Utiles para unirse a y preferentemente antagonizar la accion de IL-
25, con potencial terapéutico en diversas enfermedades y trastornos en los que IL-25 desempefia una funcién.
Ademas del asma, tales enfermedades incluyen otras afecciones asociadas a la inflamacién, tales como enfermedad
de Crohn y colitis ulcerosa. Los métodos también pueden ponerse en practica con otros miembros de unioén a diana
(incluyendo composiciones de los mismos) que se unen a IL-25 que pueden obtenerse como se ha descrito mas
adelante en los ejemplos adjuntos.

Los miembros de unién a diana (incluyendo composiciones de los mismos) segun la invencion pueden usarse en un
método de tratamiento (incluyendo tratamiento profilactico) o diagnéstico en un sujeto humano o animal. Un método
de tratamiento tal o diagnéstico (que puede incluir tratamiento profilactico) puede comprender administrar a dicho
sujeto una cantidad eficaz de un miembro de unioén a diana de la invencién. Enfermedades y trastornos a modo de
ejemplo se tratan adicionalmente mas adelante.

También se proporciona el uso de un miembro de unién a diana (incluyendo una composicion del mismo) de la
invencion en la fabricacion de un medicamento para administracion a un sujeto humano o animal.

Las indicaciones clinicas en las que puede usarse un miembro de unién a diana anti-IL25 para proporcionar
beneficio terapéutico incluyen cualquier afeccién en la que IL-25 tenga consecuencias patoldgicas. Asi, en general,
el miembro de unién a diana de la invencién puede usarse en el tratamiento de cualquier afecciéon asociada a una
respuesta Th2 no deseada o respuestas de tipo 2. Por ejemplo, el miembro de unién a diana de la invencién puede
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usarse para el tratamiento de alergia y asma, particularmente asma.

El tratamiento anti-IL-25 puede administrarse mediante inyeccion (por ejemplo, intravenosamente) o mediante
métodos de administracion local. Anti-IL25 puede administrarse mediante tecnologias mediadas por genes.
Estrategias de formulacion alternativas pueden proporcionar preparaciones adecuadas para la via oral o de
supositorio. La via de administracién puede determinarse por las caracteristicas fisicoquimicas del tratamiento,
mediante consideraciones especiales para la enfermedad, para optimizar la eficacia o para minimizar los efectos
secundarios.

Segun la presente invencién, las composiciones proporcionadas pueden administrarse a individuos. La
administracion es preferentemente en una “cantidad terapéuticamente eficaz”, siendo ésta suficiente para mostrar
beneficio a un paciente. Tal beneficio puede ser al menos la mejora de al menos un sintoma. La cantidad real
administrada y la tasa y el transcurso de tiempo de administracién dependeran de la naturaleza y gravedad de lo que
se esté tratando. La prescripcion del tratamiento, por ejemplo, decisiones sobre la dosificacién, etc., esta dentro de
la responsabilidad de los médicos generales y otros doctores en medicina. Las dosis apropiadas de anticuerpo se
conocen bien en la técnica; véanse Ledermann J.A. et al. (1991) Int. J. Cancer 47: 659-664; Bagshawe K.D. et al.
(1991) Antibody, Immunoconjugates and Radiopharmaceuticals 4: 915-922.

La dosis exacta dependera de varios factores, incluyendo si el anticuerpo es para diagnéstico o para tratamiento, el
tamafo y la localizaciéon del area que va a tratarse, la naturaleza exacta del anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo
completo, fragmento o diacuerpo) y la naturaleza de cualquier marcador detectable u otra molécula unida al
anticuerpo. Una dosis de anticuerpo tipica estara en el intervalo 0,5 mg - 1,0 g y ésta puede administrarse
intravenosamente como un bolo o como una infusién a lo largo de varias horas segun sea apropiado para conseguir
la dosis necesaria. Otros modos de administracion incluyen infusion intravenosa durante varias horas, para
conseguir una dosis acumulada total similar. Esta es una dosis para un Unico tratamiento de un paciente adulto, que
puede ajustarse proporcionalmente para nifios y lactantes y también ajustarse para otros formatos de anticuerpo en
proporcion al peso molecular. Los tratamientos pueden repetirse diariamente, dos veces a la semana,
semanalmente o a intervalos mensuales, segun el criterio del médico.

Un modo de administracion adicional emplea el recubrimiento previo de, o de otra manera, la incorporacion en,
dispositivos permanentes, para los que la cantidad éptima de anticuerpo se determinara por medio de experimentos
apropiados.

En algunas realizaciones preferidas de la invencién, una molécula de anticuerpo es un fragmento monomeérico, tal
como F(ab) o scFv. Tales fragmentos de anticuerpo pueden tener la ventaja de una semivida relativamente corta y
menos riesgo de activacién plaquetaria, lo cual puede producirse por la agregacion de receptor. La agregacién que
da lugar a la activacién plaquetaria podria ser tanto de moléculas IL-25 como de moléculas IL-25 con FcyRIl, por
ejemplo.

Si se usa un anticuerpo completo, éste esta preferentemente en una forma que es incapaz de activar y/o destruir
plaquetas. El isotipo 1gG4 o alternativamente los isotipos de “disefiador” derivados del esqueleto de IgG1
(construcciones génicas de Fc novedosas del documento W099/58572, Clark, Armour, Williamson) son opciones
preferidas. Pueden usarse fragmentos de anticuerpos mas pequefos, tales como F(ab’)2. Adicionalmente, pueden
usarse anticuerpos completos o fragmentos (por ejemplo, F(ab’)2 o diacuerpos) con doble especifidad epitopica (por
ejemplo, por los epitopes reconocidos por scFv 2C3). Aunque una realizacion tal puede promover la agregacion de
receptor, una alta tasa de asociacion con respecto a los receptores individuales puede descartar este problema.

Los miembros de unién a diana de la presente invencion normalmente se administraran en forma de una
composicién farmacéutica, que puede comprender al menos un componente ademas del miembro de unién a diana.

Un miembro de unién a diana de la invencién puede administrarse solo o en combinacién con otros tratamientos,
tanto simultaneamente como secuencialmente dependiendo de la afeccién que va a tratarse. Otros tratamientos
pueden incluir la administracion de dosis adecuadas de farmacos analgésicos tales como farmacos antiinflamatorios
no esteroideos (por ejemplo, aspirina, paracetamol, ibuprofeno o ketoprofeno) u opiaceos tales como morfina; la
administracion de anti-eméticos; o la administracion de al menos otro compuesto activo contra el asma,
generalmente un agente broncodilatador que produce relajacion de las vias respiratorias o potencia la eliminacion de
moco, por ejemplo, un beta-agonista (por ejemplo, salbutamol, salmeterol), cromoglicato disodico, esteroides o un
inhibidor de PDEIV.

Métodos de ensayo

La presente invencion proporciona un método que comprende provocar o permitir la unién de un miembro de unién a
diana como se proporciona en el presente documento a IL-25. Como se ha indicado, tal unién puede tener lugar in
vivo, por ejemplo, tras la administraciéon de un miembro de unién a diana o &cido nucleico que codifica un miembro
de unién a diana, o puede tener lugar in vitro, por ejemplo, en ELISA, transferencia Western, inmuno-citoquimica,
inmunoprecipitacién o cromatografia de afinidad.
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Puede determinarse la cantidad de unién del miembro de unién a diana a IL-25. La cuantificacion puede relacionarse
con la cantidad del antigeno en una muestra de ensayo, que puede ser de interés diagnostico.

Pueden determinarse las reactividades de los anticuerpos en una muestra mediante cualquier medio apropiado. El
radioinmunoensayo (RIA) es una posibilidad. El antigeno radiactivo marcado se mezcla con antigeno no marcado (la
muestra de prueba) y se permite que se una al anticuerpo. El antigeno unido se separa fisicamente del antigeno no
unido y se determina la cantidad de antigeno radiactivo unido al anticuerpo. Cuanto mas antigeno haya en la
muestra de prueba, menos antigeno radiactivo se unira al anticuerpo. También puede usarse un ensayo de union
competitiva con antigeno no radiactivo, usando antigeno o un analogo ligado a una molécula indicadora. La
molécula indicadora puede ser un fluorocromo, fésforo o colorante laser con caracteristicas de absorcién o emision
espectralmente aisladas. Fluorocromos adecuados incluyen fluoresceina, rodamina, ficoeritrina y rojo de Texas. Los
colorantes cromogénicos adecuados incluyen diaminobencidina.

Otros indicadores incluyen particulas coloidales macromoleculares o material particulado tal como perlas de latex
que son agentes coloreados, magnéticos o paramagnéticos, y bioldgica o quimicamente activos que pueden
provocar directa o indirectamente sefales detectables que van a observarse visualmente, detectarse
electronicamente o registrarse de otra manera. Estas moléculas pueden ser enzimas que catalizan reacciones que,
por ejemplo, desarrollan o cambian los colores o provocan cambios en las propiedades eléctricas. Pueden ser
molecularmente excitables, de forma que las transiciones electrénicas entre los estados de energia produzcan
absorciones o emisiones espectrales caracteristicas. Pueden incluir entidades quimicas usadas junto con
biosensores. Pueden emplearse sistemas de deteccién de biotina/avidina o biotina/estreptavidina y de fosfatasa
alcalina.

Las sefiales generadas por conjugados individuales de anticuerpo-indicador pueden usarse para derivar datos
absolutos o relativos cuantificables de la unién del anticuerpo relevante en muestras (normales y de ensayo).

La presente invencion también proporciona el uso de un miembro de unién a diana como antes para medir los
niveles de antigeno en un ensayo de competicién, es decir, un método para medir el nivel de antigeno en una
muestra empleando un miembro de unién a diana como se proporciona por la presente invencion en un ensayo de
competicién. Este puede ser donde no se requiera la separacion fisica de antigeno unido del no unido. Unir una
molécula indicadora al miembro de unién a diana de forma que ocurra un cambio fisico u éptico a la unién es una
posibilidad. La molécula indicadora puede generar directa o indirectamente sefales detectables y preferentemente
medibles. El enlace de moléculas indicadoras puede ser directa o indirectamente, covalentemente, por ejemplo, a
través de un enlace peptidico o no covalentemente. El enlace mediante un enlace peptidico puede ser el resultado
de expresion recombinante de una fusion génica que codifica el anticuerpo y la molécula indicadora.

La presente invencion también proporciona la medicion de niveles de antigeno directamente, empleando un
miembro de unién a diana segun la invencién, por ejemplo, en un sistema biosensor.

El modo para determinar la unién no es una caracteristica de la presente invencién y los expertos en la materia
pueden elegir un modo adecuado segun su preferencia y conocimiento general.

Ejemplos

Los aspectos y realizaciones de la presente invencion se ilustraran ahora a modo de ejemplo con referencia a los
siguientes experimentos.

Ejemplo comparativo:
Secuencia primaria de 2¢3

La secuencia de la cadena ligera kappa excluyendo su secuencia conductora se muestra en la Figura 1 (SEC ID N®:
15) y la secuencia de aminoacidos de los bucles de CDR, como se definen por Kabat, se denominan L1 (SEC ID N¢
29), L2 (SEC ID N%: 30) y L3 (SEC ID N®: 31). Las secuencias L1, L2 y L3 fueron las secuencias donantes para la
humanizacién de la cadena ligera de 2c3. La secuencia de la cadena pesada (SEC ID N2 17) se muestra en la
Figura 2 y de nuevo las CDR se identifican como H1 (SEC ID N2: 32), H2 (SEC ID N¢: 35) y H3 (SEC ID N: 33).

Andlisis de cadenas pesadas y ligeras de 2¢3

Se analizé una base de datos de secuencias de anticuerpos humanos para identificar las secuencias de la region
estructural aceptora para 2c3. La base de datos de secuencias de anticuerpos humanos comprende 9597
secuencias de la cadena pesada y 2695 secuencias de la cadena ligera. Las secuencias aceptoras adecuadas se
identificaron preliminarmente basandose en primer lugar en la mayor puntuacién de VCI, en segundo lugar en la
puntuacion de region estructural (FR) y en tercer lugar la puntuacion de identidad. Finalmente, se descartd cualquier
secuencia que no tuvo longitudes de bucle conservadas para H1, H2, L1 y L2. Posteriormente, se comprobaron las
20 primeras secuencias de anticuerpos humanos para eliminar anticuerpos humanizados, anticuerpos con scFv
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fuertemente mutados y anticuerpos de ratén. También se eliminaron aquellas secuencias con restos de cisteina o
prolina en posiciones atipicas.

Analisis del aceptor de cadena pesada para 2c3

Se identificaron las 20 primeras secuencias para la cadena pesada de 2c3. En la Figura 3 se muestra la secuencia
AY393094, con la puntuacion de VCI superior (SEC ID N2 19), con unicamente 2 restos de VCI diferentes A67V y
L691. Estos dos cambios son conservativos. El analisis del resto de la secuencia de la regién estructural muestra
que 59 de los 87 restos estan conservados. Los restos de la superficie de separacion encontrados en 2c3 y
AY393094 se conservan en la cadena pesada relacionada (AY510106) para la cadena ligera propuesta por los
presentes inventores, AY510106. En conjunto, el andlisis hace que AY393094 (SEC ID N¢% 19) sea un buen
candidato que puede requerir pocas retromutaciones de VCI.

Sin embargo, la longitud del bucle H3 de AY393094 es 17 en lugar de los 13 restos encontrados en 2c3, pero esta
diferencia en la longitud de H3 no es poco comun durante las humanizaciones y se considera menos importante que
conservar los restos de VCI.

Construccion humanizada de la cadena pesada de 2¢3 (RHA)

En la Figura 4 se muestra la construccion de la cadena pesada humanizada y se denomindé RHA (SEC ID N¢: 21). La
secuencia conductora y la secuencia de la regién estructural son de AY393094 y los bucles de H1-3, como se
definen por Kabat son de 2c3. En el extremo 5' se ha anadido una secuencia consenso de Kozak y un sitio de
restriccion Hindlll mientras que en el extremo 3' se ha anadido un sitio de restriccion Apal. Los sitios de restriccién
son para ayudar a los vectores de expresién y la secuencia consenso de Kozak tiene por objeto maximizar la
expresion de proteinas. Los sitios de glucosilacién unidos a N tienen el motivo NX(S/T), no se encontré ninguno en
la cadena pesada humanizada. La calidad del sitio de escision peptidico se evalué aplicando el programa Signal P a
la secuencia de péptidos del extremo amino de RHA. Los resultados confirmaron que la secuencia conductora de
VHb5a se escindira entre VCA (el extremo C del péptido sefal) y EVR (el extremo N de FR1).

Analisis de la regién estructural de la cadena ligera

Se identificaron varias regiones estructurales de la cadena ligera humana con las mejores puntuaciones de VCl y de
regién estructural. Sin embargo, después de considerar las tres secuencias de mayor puntuacion, todas se
descartaron. La primera porque esta cadena ligera era de un anticuerpo que se habia mostrado que se asociaba con
la formacién de fibrilla amiloide, las dos siguientes ya que las secuencias no tienen restos conservados en las
posiciones 1 y 3. La experiencia de humanizacién previa de los inventores les condujo a creer que estos restos
deberian estar conservados.

Las siguientes mejores secuencias solo se diferenciaron en dos restos de VCI V44P e Y71F, aunque en un analisis
adicional se observo que los candidatos con las mayores puntuaciones de la region estructural fueron muy similares,
pero tenian tanto desapareamientos L73F como I83F. La fenilalanina es un cambio relativamente grande y parece
estar conservada en estos dos tipos de cadenas ligeras. El andlisis adicional de regiones estructurales de la cadena
ligera similares a 2c3 encontrdé un ndmero significativo que tenia una valina en la posicién 83 combinada con leucina
en la posicion 73 y asi proporciona una alternativa a aquellas regiones estructurales con una Phe en la posicion 83.
En vista de esto, los inventores seleccionaron una cadena ligera, AY510106, que es una cadena ligera de V83 con
las mismas longitudes de bucle de CDR que 2c3. La secuencia para AY510106 (SEC ID N2 23) se muestra en la
Figura 5.

Construccion humanizada de la cadena ligera de 2c3 (RKA)

En la Figura 6 se muestra la construccion de la cadena ligera kappa humanizada y se denomind RKA (SEC ID N¢:
25). La secuencia conductora y la secuencia de region estructural son de AY510106 y L1-3 es de 2c3. En el extremo
5' se ha afadido una secuencia de Kozak consenso y un sitio de restriccion Hindlll mientras que en el extremo 3' se
ha afadido un sitio de restriccion de BamHI y un sitio de corte y empalme. Los sitios de restriccion y los sitios de
corte y empalme son necesarios para clonar y expresar la construccion en el vector de expresién pKN100 y la
secuencia consenso de Kozak tiene por objeto maximizar la expresion de proteinas. Los sitios de glucosilacion
unidos a N tienen el motivo NX(S/T), ninguno se encontrd en la cadena ligera humanizada. La calidad del sitio de
escision peptidico se evalu6 aplicando el programa Signal P a la secuencia de péptidos del extremo amino de RKA
de 2c¢3. Los resultados confirmaron que la secuencia conductora VK1- A20 se escindié entre los restos TRC (en el
extremo C del péptido de sefal) y DI (en el extremo N de FR1).

Comparacién de RHA y RKA con 2¢3 quimérico

Se sintetizaron los ADNc de RHA de la cadena pesada y RKA de la cadena ligera kappa de 2c3 humanizados
(GeneArt AG) y se clonaron en el vector de expresion de cadena pesada de IgG1 pG1D200 y el vector de expresion
de cadena ligera pKN100, respectivamente. Inicialmente, se combinaron las construcciones de ADNc de la cadena
pesada y ligera de 2c3 quimérico y el anticuerpo humanizado y se usaron para transfectar transitoriamente células
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HEK293T. Los sobrenadantes de las células transfectadas se usaron en un ELISA para medir la unién de anticuerpo
a IL-25. Los resultados (Figura 7(A)) indicaron que el anticuerpo humanizado, que comprende la cadena ligera de
2c3 quimérico con la cadena pesada humanizada, RHA, se unié significativamente menos a IL-25 que el anticuerpo
que comprende cadenas ligeras y pesadas de 2c3 quimérico. Por el contrario, se observé unién equivalente a IL-25
para la cadena ligera humanizada, RKA, o la cadena ligera de 2c3 quimérica asociada a la cadena pesada 2c3
quimérica.

En un intento de recuperar la unién maxima para la cadena pesada humanizada, los restos de VCI A67V e 169L se
reemplazaron por mutagénesis. La unién al antigeno del mutante doble RHA_A67V_169L y RHA_169L combinados
con RKA de cadena ligera se compar6 con la del 2¢3 quimérico. Se co-transfectaron células HEK 293T con las
diversas cadenas pesadas mutagenizadas y RKA y el sobrenadante usado en un ELISA de unién a IL-25. Los
resultados mostrados en la Figura 7(B) muestran que la unién de anticuerpo maxima a IL-25 se recuperd solo
parcialmente mediante la sustitucion de tanto los restos A67V como 169L.

Se realiz6 mutagénesis adicional en RHA. Se hicieron sustituciones de aminoacidos R3Q, S82aL y se usaron los
sobrenadantes de células HEK293T transitoriamente transfectadas en un ELISA de unién a IL-25. Los resultados en
la Figura 7(C) muestran que estas sustituciones tuvieron poco o ningun efecto en mejorar la unién de anticuerpo
humanizado a IL-25.

Por lo tanto, se llegé a la conclusion de que la humanizacién de la cadena ligera fue satisfactoria y no requirié
modificacién adicional mientras que incluso con modificacion por ingenieria genética adicional de la cadena pesada
la humanizacién basada en la transferencia de las CDR en una cadena pesada con restos de VCI aparentemente
bien conservados no fue satisfactoria.

Ejemplo 1 - Disefio de anticuerpo humanizado de alta afinidad

La region estructural AY393094 dej6 de proporcionar un anticuerpo humanizado satisfactorio a pesar de la
sustitucion de restos de vernier o canoénicos, dando regiones estructurales de anticuerpo con una alta prioridad de
identidad de secuencia por encima de la puntuacién de VCI. Este método identificé una clase diferente de regiones
estructurales humanas. De estas, se seleccioné la que tenia la mayor puntuacion de VCI. Su secuencia conductora
era desconocida de forma que se us6 la secuencia conductora de VH5a como sustitucion. La secuencia del dominio
VH humano seleccionado, AJ399823 (SEC ID N°: 27) se muestra en la Figura 8.

Sus CDR se sustituyeron con aquellas de 2¢3 y el segundo anticuerpo humanizado se denominé RH2. La secuencia
se muestra como SEC ID N%: 4. RH2 tiene cinco restos de VCI no conservados: Ser 30; Met 48; Val 67; Arg 71y Thr
73 (numeracion de Kabat). Estos restos se denominan mas adelante b, c, d, e y f, respectivamente.

La cadena pesada humanizada que contiene todas las sustituciones de VCI se denomind RH2bcdef y se probd junto
con la RKA de cadena ligera. Los sobrenadantes de células HEK293T transitoriamente transfectadas se usaron en
un ELISA de unién a IL-25. Una comparacién entre RHA y RH2bcdef mostrd unién mejorada a IL-25 en comparacion
con RHA, pero dej6 de recuperar el 100 % de unién mostrada por el 2¢c3 quimérico. Por lo tanto, se llegb a la
conclusién de que se requeria un enfoque alternativo a la humanizacién sencilla de 2¢3.

Ejemplo 2 - Modificacién de CDR de RH2bcdef

Se encontré que dos restos de CDR mejoraban la fuerza del anticuerpo humanizado. Se introdujeron las mutaciones
D31G y G96D en RH2bcdef y se usaron para transfectar transitoriamente células HEK293T. Los sobrenadantes se
usaron en un ELISA de unién a IL-25. Los resultados en la Figura 9(A) muestran que la mutacién D31G recupera la
fuerza de RH2bcdef hasta los niveles de 2¢3. Sin embargo, la mutacion G96D, Figura 9(B), aumenta la fuerza de
union a antigeno sustancialmente mas alla de la de 2¢3.

Para probar si las dos mutaciones eran aditivas se incorporaron ambas en RH2bcdef. Se usaron sobrenadantes de
células HEK293T transitoriamente transfectadas en un ELISA de unién a IL-25. Los resultados mostrados en la
Figura 10 sugieren que existe un pequefo aumento, pero significativo, en la fuerza de humanizacién incorporando
ambas mutaciones de CDR.

Los datos de los presentes inventores también indican que ademas de Gly o Asp, la posicidon 31 también podria
seleccionarse de Ala, Ser, Val, Asn, Lys, Tyr o Met para mantener propiedades de union similares a la del
anticuerpo.

Ejemplo 3 - Modificaciones del resto 96 (Kabat)
Con el fin de entender mejor qué aminoacidos pueden tolerarse en el resto 96, la glicina se sustituyé por
mutagénesis por seleccion representativa de aminoacidos. Se hicieron las siguientes mutaciones a RH2bcdef:

G96Y, G96N, G96S, G96L, GI6K y GI6E. Las construcciones de expresion se co-transfectaron con RKA en células
HEK293T y los sobrenadantes se usaron en un ELISA de unién a IL-25. Los resultados mostraron que Unicamente la
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sustitucion del aspartato en la posicién 96 por asparagina fue de fuerza equivalente, todos los otros restos probados
en esta posicion tuvieron un efecto perjudicial sobre la union a IL-25. Sorprendentemente, un efecto perjudicial sobre
la fuerza también incluyé la sustitucion por glutamato que es un resto con carga negativa, similar al aspartato. Se
puede llegar a la conclusién de que la carga negativa no es la contribucion principal que el aspartato realiza para el
aumento de la fuerza.

Por consiguiente, el resto 96 (Kabat) en un dominio VH de la invencién puede ser aspartato o asparagina.
Ejemplo 4 - Determinacién del requerimiento minimo de restos VCI de raton para RH2

Con el fin de minimizar el posible impacto inmunogénico sobre el anticuerpo humanizado es deseable minimizar el
nimero de sustituciones de la regién estructural de aminoacidos murinos. La cadena pesada humanizada
RH2bcdef G96D se denominé RH2.1 y tenia cinco sustituciones de VCI de 2c3. Inicialmente se eliminaron cuatro
para identificar qué restos contribuian a la fuerza.

Las mutaciones c, d, e y f se sustituyeron con el resto de la regidén estructural humana enddégeno como mutaciones
Unicas. Las células HEK 293T se co-transfectaron con las mutaciones de VCI y RKA y los sobrenadantes se
probaron en un ELISA de unién a IL-25. Sorprendentemente, se encontré que la reintroduccién de los restos
humanos V67 o T73 tenia una ligera mejora de la fuerza que era inesperada. El cambio de Met en 48 a lle murina no
tuvo ningun efecto significativo.

Sin embargo, parecié que la presencia del resto de arginina humano en la posicién 71 tenia un efecto perjudicial en
la union a IL-25. Por lo tanto, la conclusién fue que Unicamente el resto de VCI murino Val 71 era muy deseable en
el anticuerpo humanizado. Los otros restos pueden ser tanto de ratdn como humanos.

Con el fin de identificar una cadena pesada humanizada final éptima se sintetizé una nueva versién de la cadena
pesada denominada RH2.5 (SEC ID N% 4) que no contenia restos de VCI murinos. Adicionalmente, se hicieron dos
versiones modificadas de RH2.5 con tanto las mutaciones de VCI S30T (SEC ID N¢: 3) como R71V (SEC ID N¢: 2).
La unién de estos tres anticuerpos humanizados nuevos a IL-25 se analizé por ELISA. Los resultados se muestran
en la Figura 11. Se encontré que en comparacién con RH2.5, la adiciéon de S30T o R71V mejor6 igualmente la unién
a IL-25 humana.

Por lo tanto, en algunas realizaciones de la invencién, las posiciones 30 y 71 de la cadena pesada pueden estar
modificadas, por separado o en combinacién, de Sa Ty R a 'V, respectivamente.

Ejemplo 5 - Termoestabilidad del anticuerpo

Se determiné la termoestabilidad de RH2.5_S30T (SEC ID N%: 3) y RH2.5_R71V (SEC ID N2 2). Los anticuerpos se
mantuvieron a diversas temperaturas durante 10 minutos, después se enfriaron rapidamente hasta temperatura
ambiente y se mididé su capacidad para unirse a IL-25 por ELISA. Se encontré que el anticuerpo quimérico 2c3
(control) retiene mayor termoestabilidad y es activo hasta temperaturas de 75 °C. RH2.5_R71V permaneci6 activo
hasta 65 °C y RH2.5_S30T fue activo hasta 60 °C.

Ejemplo 6 - Bioensayo de linfocitos no B/no T de los anticuerpos humanizados

Existen algunos bioensayos in vitro disponibles para medir la actividad de IL-25. Un poderoso ensayo es medir la
liberacion de IL-13 de linfocitos no B/no T (NB/NT) aislados de los ganglios linfaticos mesentéricos de ratones. En
este ensayo, se incubaron células con IL-25 y concentraciones variables de anticuerpo y se midié IL-13 tres dias
después de la estimulacion. Los resultados mostraron que el anticuerpo 2¢3 murino inhibié Gnicamente parcialmente
la produccién de IL-13. Por el contrario, RH2.5_R71V y S30T cortan ambos la produccién de IL-13 y RH2.5 redujo
significativamente la produccién de IL-13. De forma interesante, tanto RH2.5_R71V como RH2.5 S30T aun
mostraron inhibicién completa de la produccion de IL-13 a concentraciones tan bajas como 0,25 pg/ml, pero pueden
encontrarse algunos niveles pequefios de produccién de citocinas para RH2.5 en esta concentracion. Estos datos
coinciden con la idea de que el anticuerpo humanizado es mas fuerte que el anticuerpo quimérico 2c3 y que las
mutaciones R71V y S30T tienen una fuerza de unién a antigeno mejorada.

Ejemplo 7 - RH2.5-R71V inhibe la hipersensibilidad de las vias respiratorias

En experimentos adicionales, se ensayd el anticuerpo humanizado RH2.5 R71V en un modelo de raton de
hipersensibilidad aguda de las vias respiratorias (HVR). El protocolo experimental se resume en la Figura 12. Los
ratones se sensibilizaron inicialmente a albiumina de huevo, luego se expusieron en presencia de los anticuerpos
anti-IL-25. Los resultados en la Figura 13(A) muestran que la respuesta de HVR se bloqued mediante la adicién de
una dosis de 500 pg de 2c¢3 por ratdn, pero no se bloqued cuando la dosis se redujo a una dosis de 50 ug por ratén.
Por el contrario, HVR se bloque6 usando Unicamente una dosis de 50 ug (2,5 mg/Kg) del anticuerpo humanizado
RH2.5_R71V como se muestra en la Figura 13(B). Estos datos apoyan adicionalmente el punto de vista de que el
anticuerpo humanizado es significativamente mas fuerte que el anticuerpo 2¢3.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2537226 T3

Ejemplo 8 - Tratamiento de colitis

Para sensibilizar previamente ratones BALB/c hembra (10 por grupo) se rasuré un campo de la piel abdominal y se
aplicaron 150 pl de una solucién al 3 % (p/v) de oxazolona en etanol al 100 %. Los ratones de control se
sensibilizaron previamente mediante la aplicacion de 150 pl de etanol al 100 %. 7 dias después de la sensibilizacién
previa, los ratones se expusieron nuevamente por via intrarrectal a 150 pl de oxazolona al 3 % en etanol al 50 % o
unicamente etanol al 50 % (control), con anestesia con isoflurano. Para asegurar la distribuciéon de la oxazolona
dentro de todo el colon y el ciego, los ratones se mantuvieron en una posicion vertical durante 1 minuto después de
la inyeccion. Se administré un anticuerpo que es una quimera de la secuencia de 2C3 de raton en un esqueleto de
IgG1 humana (100 pg/dosis) por via intraperitoneal (i.p.) tanto el dia antes de la sensibilizacion previa como el dia
antes de la administracion intrarrectal (i.r.) de oxazolona. Los ratones de control recibieron IgG4 humana de isotipo
de control (100 pg/dosis). Todos los experimentos con animales explicados resumidamente aqui se realizaron con la
aprobacién del Departamento de Interior del RU.

Se midio6 la longitud del colon en grupos de ratones tras tres administraciones diarias de tanto etanol al 50 % mas
control de isotipo IgG4 i.p. (EtOH al 50 % IgG4); etanol al 50 % i.r. mas anti-IL-25 i.p. (EtOH al 50 % anti-IL-25);
etanol al 50 % con oxazolona al 3 % i.r. mas control de isotipo IgG1 i.p. (oxazolona al 3 % IgG4) y etanol al 50% con
oxazolona al 3% i.r. mas anti-IL-25 i.p. (oxazolona al 3 % anti-IL-25).

Tras el tratamiento, se midieron los pesos de los animales como antes.

La Figura 14A muestra que la administracién de oxazolona induce una reduccién en la longitud del colon como un
indicador de colitis. Los animales tratados con oxazolona y anticuerpo anti-IL-25 derivado de 2C3 muestran una
tendencia hacia colones mas largos (un pronostico mejorado) con respecto a los animales tratados con oxazolona e
isotipo de IgG4. El tratamiento con oxazolona también induce pérdida de peso en comparacion con el control solo
con vehiculo (Figura 14B). Los animales tratados con oxazolona y anti-IL-25 también pierden peso aunque muestran
una tendencia a volver a ganar peso mas rapidamente que el grupo tratado con oxazolona-isotipo IgG4 el dia 3.

Materiales y métodos

Abreviaturas

HVR Hipersensibilidad de las vias respiratorias

°oC Grados centigrados

pb Pares de bases

DMEM Medio de Eagle modificado por Dulbecco

DMSO Sulféxido de dimetilo

ADN Acido desoxirribonucleico

ELISA Enzimoinmunoanalisis de adsorcién

FCS Suero fetal de ternero

FR Regién estructural

g Gramos

HEK293T Células de rindbn embrionario humano que expresan el antigeno T grande del SV40 células HEK
293T)

h Hora

HRP Peroxidasa de rabano picante

IgG Inmunoglobulina

mAb Anticuerpo monoclonal

min Minuto

NB/NT Linfocitos no B/no T aislados de ganglios linfaticos mesentéricos de raton

NIMR Instituto Nacional de Investigacion Médica (RU)

nm Nandmetro

DO Densidad éptica

PBS Solucién salina tamponada con fosfato

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

RH Cadena pesada recombinante

RK Cadena kappa recombinante

TA Temperatura ambiente

s Segundo

uv Ultravioleta

VH Regidn variable de la cadena pesada de inmunoglobulina

VL Regidn variable de la cadena ligera de inmunoglobulina

VK Regidn variable de la cadena ligera kappa de inmunoglobulina

Reactivos de inmunologia y biologia molecular
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Articulo

Proveedor en RU

Numero de catalogo

Numeros de lote

Células de E. coli
competentes 108

NEB

C3019H

Agarosa (UltraPure™) Invitrogen 15510-027 3048948
Albdmina bovina (BSA) Sigma A7030 086K1230
Ampicilina Sigma A-9518 63H0992
Fosfatasa Antartica NEB M0289S 13

Apa | Promega R636 20381008
Bam HI Promega R602 21936309
Tampoén carbonato- | Sigma C3041 076k82206
bicarbonato

Reactivo de transfeccion | Roche 11814443001 14069500
FUGENE® 6

Polimerasa verde Go - Tag Promega

Anticuerpo anti-lgG humana | Stratech Scientific 109-005-098 76111

de cabra (especifico del

fragmento Fc)

Conjugado de anti-cadena | Sigma A7164 116K6101
kappa humana de cabra con

peroxidasa de rabano picante

Hind 11 Promega R604 19453528
Anticuerpo IgG1 | The Binding Site BP078 247317
humana/kappa

IL-25 (murina) R&D Systems

IL-25 (humana) R&D Systems

Sustrato HRP K-Blue SkyBio 308176 080129
Kit de extraccion en gel | Qiagen 28606 124105586
MiniElute

Oligonucledtidos Sigma n.a.

Comprimidos de PBS Sigma P4417 017K8212
Kit de mutagénesis dirigida al | NEB (Finnzymes) F-541 S

sitio Phusion™

Kit QIAGEN Plasmid Maxi | Qiagen 12163 127142067
(25)

Kit QlAprep Spin Miniprep Qiagen 27106 127150290
Kit de ELISA de IL-13 murina | R&D Systems M1300CB

Quantikine

Kit Quick Ligation NEB M2200s

Kit de mutagénesis dirigida | Stratagene 200522-5 0870486
QuikChange® Il XL

Solucion Red Stop (para K- | SkyBio Ltd 301475 071114
Blue)

Perlas Dyna marcadas con | Invitrogen

estreptavidina

Tincién en gel SYBR Safe | Invitrogen 33102 55081A
DNA

Kit TOPO-TA Cloning® Invitrogen 45-0641 1311906
X-Gal Promega V394A 20965701

19

Clonacién de genes variables de anticuerpos quiméricos y humanizados

Se sintetizaron los ADNc de la regién variable de la cadena pesada y ligera del 2¢3 y los ADNc de la regién variable
de los anticuerpos humanizados (GeneArt AG). Las regiones V de la cadena pesada se clonaron en pG1D200
mediante los sitios de restriccion enzimaticos Hindlll y Apal. Similarmente, las regiones V de la cadena ligera se
clonaron en pKN100 mediante los sitios Hindlll y BamHI. Se prepar6 el vector pG1D200 para ligamiento digiriendo 5
pg de ADN con 20 unidades de Hindlll y Apal en tampén de digestion de restriccion multicore (Promega) durante 2 h
a 37 °C. Posteriormente, se anadié 1 unidad de fosfatasa alcalina antartica (NEB) al ADN y se incubd entre 15 y 30
minutos siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuacién, la preparacién del vector se purific6 en una
columna Qiaquick (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. El vector se eluy6é en 50 pl. Similarmente, se
prepard el vector pKN100 digiriendo 5 pug de ADN con 20 unidades de Hindlll y BamHI en tampén E (Promega)
durante 1 hora a 37 °C. El ADN se trat6 con fosfatasa alcalina antartica y se purific6 como se ha descrito
anteriormente. Los ADN de inserto de regiéon V (aproximadamente 4 ug) se digirieron como se ha descrito
anteriormente y los fragmentos de cadena pesada y ligera se purificaron del vector mediante electroforesis en gel.
La banda apropiada se escindi6 del gel y se purificé en una columna Qiaquick (Qiagen) y se eluyé en 50 pl siguiendo
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las instrucciones del fabricante. Se llevaron a cabo ligamientos mezclando 1 pl de vector con tanto 1 pl como 3 pl de
ADN de inserto en tampén de ligasa Quick 1x (NEB) y 1 ul de NEB Quick Ligase y se incubd durante 10 minutos a
temperatura ambiente (20 °C). La reaccion se us6 para transformar 50 ul de 100 células competentes (NEB). Las
construcciones del vector se confirmaron mediante secuenciacion de ADN y se llevaron a cabo por GATC Biotech
Ltd (Cambridge).

Sintesis de genes variables y mutagénesis dirigida al sitio
Se sintetizaron genes variables se sintetizaron por GeneArt AG (Regensburg, Alemania)

Se realiz6 mutagénesis dirigida al sitio usando el kit de mutagénesis dirigida al sitio QuickChange® Il XL
(Stratagene) siguiendo las instrucciones del fabricante. Exceptuando las mutaciones de RHA, R3Q y L82aS, en las
que se usd el método del kit de mutagénesis dirigida al sitio (NEB) Phusion™, se siguieron las instrucciones del
fabricante.

ELISA de IgG1

Se recubrieron placas Maxisorp con 0,4 ug/ml de anticuerpo anti-IgG humana de cabra y se guardaron a 4 °C
durante no mas de 1 mes. Antes de uso, las placas se lavaron tres veces con PBS/Tween 20 al 0,02 % (v/v), luego
se bloguearon en PBS/Tween 20 al 0,02 % (v/v)/BSA al 0,2 % (p/v). Las placas se lavaron como antes y se afnadio
sobrenadante de muestra sobre un intervalo de concentracién usando diluciones dobles y se incub6 a 37 °C durante
1 h. Las placas se lavaron como antes y se incubaron con conjugado de anti-cadena ligera kappa humana de cabra -
peroxidasa (Sigma) a una dilucién 1:5000. Las placas se lavaron, como antes, luego se afiadieron 150 pl de sustrato
K Blue One-Step (Neogen). Después de 10 minutos, la reaccién se detuvo con 50 pul de solucién Red Stop (Neogen)
y se midio la densidad 6ptica a 655 nm.

Ensayos de unién a citocina

Se recubrieron placas Maxisorp se recubrieron con 0,25 pg/ml de IL-25 humana (R&D Systems) en tampon de
carbonato-bicarbonato (Sigma) y se guardaron a 4 °C durante no mas de 1 mes. Antes de uso, las placas se lavaron
tres veces con PBS/Tween 20 al 0,02 % (v/v), luego se bloquearon en PBS/Tween 20 al 0,02 % (v/v)/BSA al 0,5 %
(p/v). Las placas se lavaron como se antes y se anadié sobrenadante de muestra sobre un intervalo de
concentracion usando diluciones dobles y se incubd a 37 °C durante 1 h. Las placas se lavaron como antes y se
incubaron con conjugado de anti-cadena ligera kappa humana de cabra - peroxidasa (Sigma) a una dilucion de
1:5000. Las placas se lavaron, como antes, luego se anadieron 150 pl de sustrato K Blue One-Step (Neogen).
Después de 10 minutos, la reaccion se detuvo con 50 ul de solucién Red Stop (Neogen) y se midié la densidad
oOptica a 650 nm.

Ratones

Se obtuvieron ratones BALB/c de Harlan UK (Bicester, RU) y se mantuvieron en las instalaciones de Small Animal
Barrier Unit and Central Biomedical Services LMB, Cambridge, en entornos sin patdgenos especificos. Todos los
experimentos con animales expuestos brevemente en este informe se realizaron con la aprobacion del
Departamento de Interior del RU.

Ensayos de linfocitosnoBno T

Se purificaron células no B/no T (NBNT) del ganglio linfatico mesentérico y se incubaron durante 72 horas con o sin
10 ng/ml de rmIL-25 y con isotipo IgG1 de ratén (anti-c-myc) o 2¢3 anti-mIL-25 a concentraciones variables de tanto
control de isotipo IgG1 humana (anti-malaria), anti-hlL-25 RH2.5 R71V, anti-hlL-25 RH2.5 S30T o anti-hIL-25 RH2.5.
La produccién de IL-13 se evalué a partir del sobrenadante celular, que se reuni6 de dos pocillos duplicados,
mediante ELISA. Se realizd ELISA de IL-13 usando el kit Quantikine Murine IL-13 (R&D Systems).

Disefio experimental del modelo agudo de hipersensibilidad de las vias respiratorias (HVR)

Se sensibilizaron ratones BALB/c (6-12 semanas) por administracién intraperitoneal de albdmina de huevo en PBS
(20 pg/inyeccion) complejada con alumbre o PBS y alumbre Unicamente (controles), los dias 0 y 12. La
administracion en aerosol de albumina de huevo al 1 % se realiz6 los dias 19, 20 y 21 durante 20 minutos al dia. Los
animales de control recibieron PBS. Dos horas antes de cada exposicién pulmonar, los ratones también recibieron
una administracién intraperitoneal de 2c3, control de IgG1 de raton, o control de isotipo IgG1 humano (anti-malaria) o
anti-hlL-25 RH2.5 R71V. El dia 22, los animales se analizaron usando pletismografia restringida para evaluar la
albumina de huevo de HVR y los anticuerpos se probaron para endotoxina y se encontré que era inferior a 0,1
UE/ml, excepto para RH2.5_R71V que era de 1,2 UE/ml.

Medicion de HVR
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Se anestesiaron animales, se les realiz6 la traqueostomia y se colocaron en un respirador (respirador Minivent 845,
EMMS, RU) a una velocidad de aproximadamente 150 respiraciones/min, con un volumen corriente de 0,15 ml. Los
ratones se monitorizaron en una pletismografia restringida de cuerpo entero (EMMS Hants, RU) y se evalud la
presién transpulmonar a través de un transductor en linea. Después de registrar la resistencia pulmonar de linea
5 basal estable, se administraron concentraciones crecientes de cloruro de acetil-B-metilcolina (metacolina; Sigma,
Dorset, Reino Unido) mediante aerosol durante 10 segundos con un nebulizador ultrasénico y se registrd la
resistencia pulmonar durante un periodo de 3 minutos. Se usé el programa informatico EDaq (EMMS Hants, RU)
para analizar la resistencia de las vias respiratorias, la adherencia y los parametros pulmonares convencionales.
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11. Jones, P.T., et al., Nature 331:522 (1986).

Gly
Cys
Trp
Leu
Phe
Thr
Gly
Tyr

Ala
Lys
val
Ile
Lys
Ala
val
Phe

Glu
Ala
Arg
Asn
Gly
Tyr
Tyr
Ala

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

Xa2 es Gly, Asp, Ala, Ser, Val, Asn, Lys, Tyr o Met;

45 Xa3 es Met o lle;

Xa4 es Val o Arg; y

Xa5 es Asp, Asn o Gly.

SEC ID N2: 2 - Dominio VH humanizado RH2.5_S30T (artificial)

50

21

val
Ser
Gln
Pro
Arg
Leu
Tyr
Met

Lys
Gly
Ala
TYyr
Val
Glu
Cys
Asp

Lys
Tyr
Pro
Asn
Thr
Leu

Ala
Tyr

Pro
Ser
Gly
Gly
Leu
Asn
Arg
Trp
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ES 2537226 T3

Glu Vval Gln Leu Val Glu Ser Gly Ala Glu

GlyAla Ser Val Lys Val Ser Cys Lys
Phe Ser Gly Tyr

Gln
Gly
Thr
Ser
Glu
Gly

Arg Leu
Thr Ser
Val Asp
Leu Arg

Asp Tyr

Glu
Tyr
Thr
Ser

Asp

Thr
Trp
Asn
Ser
Glu
Gly

Met
Met
Gln
Ala
Asp
Tyr

Asn
Gly
Asn
Ser
Thr

Leu

Trp
Leu
Phe
Thr
Gly
Tyr

Val
Ile
Lys
Ala
val
Phe

Ala
Arg
Asn
Gly
Tyr
TYyTr
Ala

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

SEC ID N2: 3 - Dominio VH humanizado RH2.5_R71V (artificial)

Glu

Gly
Phe

Gln
Gly
Thr
Ser
Asp
Gln

val Gln

Ala Ser
Thr Gly

Arg Leu
Thr Ser
Arg Asp
Leu Arg

Tyr Asp
Gly Thr

Leu

val
Tyr
Glu
Tyr
Thr
Glu
Gly

val

Lys
Thr

Trp
Asn
Ser
Asp
Tyr

Glu
val
Met
Met
Gln
Ala
Thr

Leu

Ser

Ser
Asn

Gly
Asn
Ser
Gly
Tyr

Gly

cys
Trp

Leu
Phe
Thr
val
Phe

Leu Val Val Ser Ser

SEC ID N2: 4 - Dominio VH humanizado RH2 (artificial)

Glu
Gly
Phe
Gln
Gly
Thr
Ser
Glu
Gly

Val Gln
Ala Ser
Ser Gly
Arg Leu
Thr Ser
Arg Asp
Leu Arxg

Asp Tyr
Gln Gly

Leu
val
Tyr
Glu
Tyr
Thr
Ser
Asp
Thr

vVal
Lys
Thr
Trp
Asn
Ser
Glu
Gly

Glu
Val
Met
Met
Gln
Ala
Asp
Tyr

Ser
Ser
Asn
Gly
Asn
Ser
Thr

Leu

Gly
Cys
Trp
Leu
Phe
Thr
Gly
Tyr

Ala

Lys
val

Ile
Lys
Ala
Tyx
Ala

Ala
Lys
val
Ile
Lys
Ala
Val
Phe

Glu

Ala
Arg

Asn

Gly

Tyr
Met

Glu
Ala
Arg
Asn
Gly
Tyr
Tyr
Ala

Leu Val Thr VvVal Ser Ser

SEC ID N2: 5 - Dominio VH humanizado (artificial)

22

val
Ser
Gln
Pro
Arg
Leu
Tyr
Met

val

Ser
Gln

Pro
Arg
Leu
Cys
Asp

val
Ser
Gln
Pro
Arg
Leu
Tyr
Met

Lys
Gly
Ala
Tyr
val
Glu
Cys
Asp

Lys

Gly
Ala

Tyr
Val
Glu
Ala

Tyr

Lys
Gly
Ala
Tyxr
val
Glu
Cys
Asp

Lys
Tyr
Pro
Asn
Thr
Leu

Ala
Tyr

Lys
Tyr

Pro
Asn
Thr
Leu
Arg
Trp

Lys
Tyr
Pro
Asn
Thr
Leu

Ala
Tyr

Pro
Ser
Gly
Gly
Leu
Asn
Arg
Trp

Pro

Ser
Gly

Gly
Leu
Asn
Glu
Gly

Pro
Ser
Gly
Gly
Leu
Asn
Arg
Trp
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Glu
Gly
Phe
Gln
Gly
Thr
Ser
Glu
Gly

val
Ala
Thr
Arg
Thr
val
Leu

Asp

Gln
Ser
Gly
Leu
Ser
Asp
Arg
Tyr

Gln Gly

Leu
Val
Tyr
Glu
Tyr
Thr
Ser
Asp
Thr

val
Lys
Thr
Trp
Asn
Ser
Glu
Gly

ES 2537226 T3

Glu
val
Met
Met
Gln
Ala
Asp
Tyr

Ser
Ser
Asn
Gly
Asn
Ser
Thr

Leu

Gly
Cys
Trp
Leu
Phe
Thr
Gly
Tyr

Ala
Lys
val
Ile
Lys
Ala
val
Phe

Glu
Ala
Arg
Asn
Gly
Tyr
Tyr
Ala

Leu Val Thr Val Ser Ser

SEC ID N2: 6 - Dominio VH humanizado (artificial)

Glu
Gly
Phe
Gln
Gly
Thr
Ser
Glu
Gly

Val
Ala
Ser
Arg
Thr
val
Leu
Asp
Gln

Gln
Ser
Asp
Leu
Ser
Asp
Arg
Tyr
Gly

Leu
Val
Tyr
Glu
Tyr
Thr
Ser

Asp

Val
Lys
Thr
Trp
Asn
Ser
Glu
Gly

Glu
val
Met
Met
Gln
Ala
Asp
Tyrx

Ser
Ser
Asn
Gly
Asn
Ser
Thr

Leu

Gly
Cys
Trp
Leu
Phe
Thr
Gly
Tyr

Ala
Lys
Val
Ile
Lys
Ala
Val
Phe

Glu
Ala
Arg
Asn
Gly
Tyr
Tyr
Ala

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

SEC ID N2: 7 - Dominio VH humanizado (artificial)

Glu
Gly
Phe
Gln
Gly
Thr
Ser
Glu
Gly

val

Ala
Thr
Arg
Thr
Arg
Leu
Asp
Gln

Gln
Ser
Asp
Leu
Ser
Asp
Arg
Tyr
Gly

Leu
Val
Tyr
Glu
Tyr
Thr
Ser

Asp

Val
Lys
Thr
Trp
Asn
Ser
Glu
Gly

Glu
Val
Met
Met
Gln
Ala
Asp
Tyr

Ser
Ser
Asn
Gly
Asn
Ser
Thr

Leu

Gly
Cys
Trp
Leu
Phe
Thr
Gly
Tyr

Ala
Lys
Val
Ile
Lys
Ala
Val
Phe

Glu
Ala
Arg
Asn
Gly
Tyxr
Tyr
Ala

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

SEC ID N2: 8 - Dominio VH humanizado (artificial)

23

val
Ser
Gln
Pro
Arg
Leu
Tyr
Met

Val
Ser
Gln
Pro
Arg
Leu
Tyr
Met

val
Ser
Gln
Pro
Arg
Leu
Tyr
Met

Lys
Gly
Ala
Tyr
Val
Glu
Cys
Asp

Lys
Gly
Ala
Tyr
Val
Glu
Cys
Asp

Lys
Gly
Ala
Tyr
Val
Glu
Cys
Asp

Lys
Tyr
Pro
Asn
Thr
Leu
Ala

Tyr

Lys
Tyr
Pro
Asn
Thr
Leu

Ala
Tyr

Lys
Tyr
Pro
Asn
Thr
Leu
Ala
Tyr

Pro
Ser
Gly
Gly
Leu
Asn
Arg
Trp

Pro
Ser
Gly
Gly
Leu
Asn
Axg
Trp

Pro
Ser
Gly
Gly
Leu
Asn
Arg
Trp
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ES 2537226 T3

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Ala Glu
Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala
Phe Thr Asp Tyr Thr Met Asn Trp Val Arg
Gln Arg Leu Glu Trp Met Gly Leu Ile Asn
Gly Thr Ser Tyr Asn Gln Asn Phe Lys Gly
Thr Val Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Gly Val Tyr
Glu Asp Tyr Asp Gly Tyr Leu Tyr Phe Ala
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

SEC ID N2: 9 - Dominio VH humanizado (artificial)

Glu Vval Gln Leu Val Glu Ser Gly Ala Glu
Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala
Phe Ser Gly Tyr Thr Met Asn Trp Val Arg
Gln Arg Leu Glu Trp Ile Gly Leu Ile Asn
Gly Thr Ser Tyr Asn Gln Asn Phe Lys Gly
Thr Val Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Gly Val Tyr
Glu Asp Tyr Asp Gly Tyr Leu Tyr Phe Ala
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr vVal Ser Ser

SEC ID N2: 10 - Dominio VH humanizado (artificial)

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Ala Glu
Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala
Phe Thr Gly Tyr Thr Met Asn Trp Val Arg
Gln Arg Leu Glu Trp Ile Gly Leu Ile Asn
Gly Thr Ser Tyr Asn Gln Asn Phe Lys Gly
Thr Arg Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Gly Val Tyr
Glu Asp Tyr Asp Gly Tyr Leu Tyr Phe Ala
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

SEC ID N2: 11 - Dominio VH humanizado (artificial)

24

val
Ser
Gln

Pro

Leu

Tyr
Met

val
Ser
Gln
Pro
Arg
Leu
Tyr
Met

val
Ser
Gln

Pro

Leu

Tyr
Met

Lys
Gly
Ala
Tyr
val
Glu
cys
Asp

Lys
Gly
Ala
Tyr
Val
Glu
Cys
Asp

Lys
Gly
Ala
Tyr
Val
Glu
Cys
Asp

Lys
Tyr
Pro
Asn
Thr
Leu
Ala

Tyr

Lys
Tyr
Pro
Asn
Thr
Leu
Ala
Tyr

Lys
Tyr
Pro
Asn
Thr
Leu

Ala
Tyxr

Pro
Ser
Gly
Gly
Leu
Asn
Arg
Trp

Pro
Ser
Gly
Gly
Leu
Asn
Arg
Trp

Pro
Ser
Gly
Gly
Leu
Asn
Arg
Trp
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SEC ID N¢:

SEC ID N¢:

SEC ID N¢:

ES 2537226 T3

Glu vVal Gln Leu Val Glu Ser Gly Ala Glu
Gly Ala Ser Vval Lys Val Ser Cys Lys Ala
Phe Thr Gly Tyr Thr Met Asn Trp Val Arg
Gln Arg Leu Glu Trp Ile Gly Leu Ile Asn
Gly Thr Ser Tyr Asn Gln Asn Phe Lys Gly
Thr vVal Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr

Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Gly Val Tyr
Glu Asp Tyr Asp Gly Tyr Leu Tyr Phe Ala

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
12 - Dominio VH humanizado (artificial)

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Ala Glu
Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala
Phe Ser Asp Tyr Thr Met Asn Trp Val Arg
Gln Arg Leu Glu Trp Ile Gly Leu Ile Asn
Gly Thr Ser Tyr Asn Gln Asn Phe Lys Gly
Thr Val Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Gly Val Tyr
Glu Asp Tyr Asp Gly Tyr Leu>Tyr Phe Ala
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
13 - Dominio VH humanizado (artificial)

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Ala Glu
Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala
Phe Thr Asp Tyr Thr Met Asn Trp Val Arg
Gln Arg Leu Glu Trp Ile Gly Leu Ile Asn
Gly Thr Ser Tyr Asn Gln Asn Phe Lys Gly
Thr Arg Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Gly vVal Tyr
Glu Asp Tyr Asp Gly Tyr Leu Tyr Phe Ala
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

14 - Dominio VH humanizado (artificial)

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Ala Glu
Gly Ala Ser val Lys Val Ser Cys Lys Ala
Phe Thr Asp Tyr Thr Met Asn Trp Val Arg
Gln Arg Leu Glu Trp Ile Gly Leu Ile Asn
Gly Thr Ser Tyr Asn Gln Asn Phe Lys Gly

25

vVal
Ser
Gln
Pro
Arg
Leu

Tyr
Met

Val
Ser
Gln
Pro
Arg
Leu
Tyr
Met

val
Serxr
Gln
Pro

Arg

Leu-

Tyx
Met

val
Ser
Gln
Pro

Arg

Lys
Gly
Ala
Tyr
val
Glu

Cys
Asp

Lys
Gly
Ala
Tyr
val
Glu
Cys
Asp

Lys
Gly
Ala
Tyr
val
Glu
Cys
Asp

Lys
Gly
Ala
Tyx
val

Lys
Tyx
Pro
Asn
Thr
Leu

Ala
Tyr

Lys
Tyr
Pro
Asn
Thr
Leu

Ala
Tyr

Lys

Tyr
Pro
Asn
Thr
Leu

Ala
Tyr

Lys
Tyr
Pro
Asn

Thr

Pro
Ser

Gly

Leu
Asn

Arg
Trp

Pro
Ser
Gly
Gly
Leu
Asn
Arg
Trp

Pro
Ser
Gly
Gly
Leu
Asn
Arg
Trp

Pro
Ser
Gly
Gly

Leu
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15

20

25

SEC ID N¢:

SEC ID N¢:

SEC ID N¢:

SEC ID N¢:

SEC ID N¢:

SEC ID N¢:

ES 2537226 T3

Thr Val Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr Leu Glu Leu Asn
Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Gly Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
Glu Asp Tyr Asp Gly Tyr Leu Tyr Phe Ala Met Asp Tyr Trp
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

15 - Dominio VK de 2¢3 (murino)

DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCSASQGISNYLNWYQQKADGTVELLIYYTSS
LHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEPEDIATYYCQQYSKLPYTFGGGTKLEI
K :

16 - Acido nucleico que codifica el dominio VK de 2¢3

GACATCCAGATGACCCAGACCACCTCCAGCCTGAGCGCCAGCCTGGGCG
ACCGGGTGACCATCAGCTGCAGCGCCTCCCAGGGCATCAGCAACTACCT

GAACTGGTATCAGCAGAAGGCCGACGGCACCGTCGAGCTGCTGATCTAC
TACACCAGCAGCCTGCACAGCGGCGTGCCCAGCCGGTTTAGCGGCAGCG
GCTCCGGCACCGACTACAGCCTGACCATCTCCAACCTGGAACCCGAGGA

TATCGCCACCTACTACTGCCAGCAGTACAGCAAGCTGCCCTACACCTTTG
GCGGCGGAACAAAGCTGGAAATCAAG

17 - Dominio VH de 2¢3 con secuencia conductora (murina)

MVLSLLYLLTALPGILSEVQLQQSGPELVKPGASMKISCKASGYSFTDYTMN
WVKQSHGKNLEWIGLINPYNGGTSYNQNFKGKATLTVDKSSSTAYMELLSL
TSEDSAVYYCAREGYDGYLYFAMDYWGQGTSVTVSS

18 - Acido nucleico que codifica el dominio VH de 2c3

ATGGTGCTGTCCCTGCTGTACCTGCTGACCGCCCTGCCCGGCATCCTGAG
CGAGGTGCAGCTGCAGCAGAGCGGCCCTGAGCTGGTGAAGCCTGGCGCC
AGCATGAAGATCAGCTGCAAGGCCAGCGGCTACAGCTTCACCGACTACA
CCATGAACTGGGTGAAGCAGAGCCACGGCAAGAACCTGGAATGGATCG
GCCTGATCAACCCCTACAACGGCGGCACCAGCTACAACCAGAACTTCAA
GGGCAAGGCCACCCTGACCGTGGACAAGAGCAGCAGCACCGCCTACATG

GAACTGCTGTCTCTGACCAGCGAGGACAGCGCCGTGTACTACTGCGCCA
GAGAGGGCTACGACGGCTACCTGTACTTCGCCATGGACTACTGGGGCCA

GGGCACCAGCGTGACCGTGAGCAGC
19 - Dominio VH AY393094 (humano)

LLLAVLQGVCAEVRLVQSGAEVKKPGESLKISCKASGYSFTSNWIGWVRQM
PGKGLEWIGIIFPGDSDTIYSPSFQGQVTISVDKSINTAYLQWSSLKATDTAM
YYCARQNPPEYSGAYHDGWFDPWGQGTLVIVSS

20 - Acido nucleico que codifica el dominio VH de AY393094

26
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15

20

SEC ID N¢:

SEC ID N¢:

SEC ID N¢:

SEC ID N¢:

ES 2537226 T3

CTCCTCCTGGCTGTTCTCCAAGGAGTCTGTGCCGAGGTGCGCCTTGTGCA
GTCTGGAGCAGAGGTGAAAAAGCCGGGGGAGTCTCTGAAGATCTCCTGT
AAGGCTTCTGGATACAGTTTTACCAGTAACTGGATCGGCTGGGTGCGCC
AGATGCCCGGGAAAGGCCTGGAGTGGATTGGGATCATCTTTCCTGGTGA
CTCTGATACCATATACAGCCCGTCCTTCCAAGGCCAGGTCACCATTTCAG
TCGACAAGTCCATCAATACCGCCTACCTGCAGTGGAGCAGCCTGAAGGC
CACGGACACCGCCATGTATTACTGTGCGAGACAGAACCCCCCCGAGTAT
AGTGGCGCATATCATGATGGGTGGTTCGACCCCTGGGGCCAGGGAACCC
TGGTCATCGTCTCCTCA

21 - Dominio VH de RHA (artificial)

MGSTAILGLLLAVLQGVCAEVRLVQSGAEVKKPGESLKISCKASGYSFTDYT
MNWVRQMPGKGLEWIGLINPYNGGTSYNQNFKGQVTISVDKSINTAYLQW
SSLKATDTAMYYCAREGYDGYLYFAMDYWGQGTLVIVSS

22 - Acido nucleico que codifica el dominio VH de RHA (artificial)

ATGGGGTCAACCGCCATCCTTGGCCTCCTCCTGGCTGTTCTCCAAGGAGT
CTGTGCCGAAGTGCGCCTTGTGCAGTCTGGAGCAGAAGTGAAAAAGCCG
GGGGAGTCTCTGAAGATCTCTTGCAAGGCTTCTGGATACAGTTTTACCGA
CTACACCATGAACTGGGTGCGCCAGATGCCCGGGAAAGGCCTGGAGTGG
ATTGGGCTTATTAATCCTTACAATGGTGGTACTAGCTACAACCAGAATTT
CAAGGGCCAAGTCACCATTTCAGTCGACAAGTCCATCAATACCGCCTAC

CTGCAGTGGAGCAGCCTGAAGGCCACGGACACCGCCATGTATTACTGTG
CGAGAGAGGGCTATGATGGTTACCTTTACTTTGCTATGGACTACTGGGGC

CAGGGAACCCTGGTCATCGTCTCCTCAG

28 - Dominio VK de AY510106 (humano)

MRVPAQLLGLLLLWLPDTRCDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISNY
LAWYQQKPGKVPKLLIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVAT
YYCQKYNSAPYTFGQGTKLEIK

24 - Acido nucleico que codifica dominio VK de AY510106

ATGAGGGTCCCTGCTCAGCTCCTGGGACTCCTGCTGCTCTGGCTCCCAGA
TACCAGATGTGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCAT
CTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCGAGTCAGGGCATTAG
CAATTATTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGTTCCTAAACTC
CTGATCTATGCTGCATCCACTTTGCAATCAGGGGTCCCATCTCGGTTCAG
CGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAG
CCTGAAGATGTTGCAACTTATTACTGTCAAAAGTATAACAGTGCCCCGTA
CACTTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAA

27
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SEC ID N¢:

SEC ID N¢:

SEC ID N¢:

SEC ID N¢:

SEC ID N¢

ES 2537226 T3

25 - Dominio VK de 2¢3 humanizado RKA (artificial)

MRVPAQLLGLLLLWLPDTRCDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASQGISNY
LNWYQQKPGKVPKLLIYYTSSLHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVAT
YYCQQYSKLPYTFGQGTKLEIK

26 - Acido nucleico que codifica el dominio VK de 2¢3 humanizado RKA

ATGAGGGTCCCTGCTCAGCTCCTGGGACTCCTGCTGCTCTGGCTCCCAGA
TACCAGATGTGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCAT
CTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCAGTGCATCCCAGGGCATTAG
CAATTATCTGAATTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGTTCCTAAACTC
CTGATCTATTACACATCAAGTTTACACTCAGGGGTCCCATCTCGGTTCAG
CGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAG
CCTGAAGATGTTGCAACTTATTACTGTCAGCAGTATAGCAAGCTGCCGTA
CACGTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAA

27 - Dominio VH de AJ399823 (humano)

EVQLVESGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFSSYGIHWVRQAPGQRLEWMG
WINGGTGFTKYSQNFQGRVTLTRDTSASTAYLELNSLRSEDTGVYYCARDP
YNNYAAELDYWGQGTLVTVSS

28 - Acido nucleico que codifica el dominio VH de AJ399823 (humano)

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCT
CAGTGAAAGTTTCGTGCAAGGCTTCTGGATACTCCTTCAGTAGTTATGGT
ATACATTGGGTGCGCCAGGCCCCCGGACAAAGGCTTGAGTGGATGGGAT
GGATCAACGGTGGCACTGGTTTTACAAAATATTCACAGAATTTTCAGGG
CAGAGTCACCCTAACCAGGGACACTTCCGCGAGCACAGCCTACTTGGAA
CTGAACAGCCTGAGATCTGAAGACACGGGTGTATATTACTGTGCGAGGG
ATCCCTACAATAACTACGCGGCGGAACTTGACTACTGGGGCCAGGGAAC
CCTGGTCACCGTCTCCTCA

: 29 - CDR1 de la cadena ligera (murina)

SASQGISNYLN

SEC ID N¢
YTSSLHS

SEC ID N¢:

QQYSKLP

SEC ID N¢
DYTMN

SEC ID N¢

: 30 - CDR2 de la cadena ligera (murina)
31 - CDR83 de la cadena ligera (murina)
YT

: 32 - CDR1 de la cadena pesada (murina)

: 33 - CDR3 de la cadena pesada (murina)

EGYDGYLYFAMDY

SEC ID N¢
GYTMN

: 34 - CDR1 de la cadena pesada (artificial)

28
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SEC ID N2: 35 - CDR2 de la cadena pesada (murina)
LINPYNGGTSYNQNFKG

SEC ID N2: 36 - CDR3 de la cadena pesada (artificial)
EDYDGYLYFAMDY

SEC ID N2: 37 Secuencia conductora del dominio VH:
MGSTAILGLLLAVLQGVCA

SEC ID N¢: 38 - Secuencia conductora del dominio VK de 2C3:
MRVPAQLLGLLLLWLPDTRC

SEC ID N2: 39 - Secuencia conductora de VL humano:
MDMRVPAQLLGLLLLWLPDTRC

SEC ID N2 40 - Acido nucleico que codifica RH2.5 R71 V (artificial)

ATGGGCAGCACAGCCATTCTGGGCCTGCTGCTGGCCGTGCTGCAGGGCG
TGTGCGCCGAGGTGCAGCTGGTCGAGAGCGGAGCCGAGGTGAAGAAGC
CAGGCGCCAGCGTCAAGGTGTCCTGCAAGGCCAGCGGCTACAGCTTCTC
CGGCTACACCATGAACTGGGTGCGGCAGGCCCCAGGCCAGAGGCTGGAA
TGGATGGGCCTGATCAACCCCTACAACGGCGGCACCAGCTACAACCAGA
ACTTCAAGGGCAGGGTGACACTGACCGTGGATACCAGCGCCAGCACCGC
CTACCTGGAACTGAACAGCCTGAGAAGCGAGGACACCGGCGTGTACTAC
TGCGCCAGAGAGGACTACGACGGCTACCTGTACTTCGCCATGGACTACT
GGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAGCAGC

SEC ID N2 41 - Secuencia consenso de Kozak (artificial)
AAGCTTGCCGCCACC

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Medical Research Council Matthews, David Barlow, Jillian McKenzie, Andrew
<120> Anticuerpos contra IL-25
<130> 4433.1001002

<150> US 61/101.293
<151> 30-09-2008

<150> GB 0817891.5
<151> 30-09-2008

<160> 41
<170> PatentIn versién 3.3

<210>1

<211> 122

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Dominio VH humanizado

<220>

<221> VARIANTE
<222> (30)..(30)

<223> Xaa es Sero Thr

29
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<220>
<221> VARIANTE
<222> (31)..(31)

ES 2537226 T3

<223> Xaa es Gly, Asp, Ala, Ser, Val, Asn, Lys, Tyr o Met

<220>
<221> VARIANTE
<222> (48)..(48)

<223> Xaa es Met o lle

<220>
<221> VARIANTE
<222> (72)..(72)

<223> Xaa es Val o Arg

<220>
<221> VARIANTE
<222> (100)..(100)

<223> Xaa es Asp, Asn o Gly

<400> 1

Glu val Gln
1

Ser Val Lys

Thr Met Asn
35

Gly Leu Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Glu Leu

Ala Arg Glu

Gly Gln Gly
' 115

<210>2
<211> 122
<212> PRT

Leu

Val

20

Trp

Asn

Val

Asn

Xaa

100

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética:

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser
85

Tyxr

Leu

Glu

Cys

Arg

Tyr

Leu

70

Leu

Asp

val

Ser
Lys
Gln
Asn
55

Thr
Arg

Gly

Thr

Gly
Ala
Ala
40

Gly

Xaa

Ser

Tyx

val
120

Ala

Ser
25

Pro

Gly

Asp

Glu

Leu

105

Ser

Glu
10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

20

Tyr

Ser

Val

Tyr

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Phe

Dominio VH humanizado RH2.5_S30T

30

Lys

Ser

Arg

Tyr

60

Ala

Gly

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Met

Pro

Xaa

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp
110

Gly
15

Xaa

Trp

Asn

Ala

Tyr

9s

Tyr

Ala

Tyr

Xaa

Phe

Tyr

80

Cys

Trp
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<400> 2

Glu

1

Ser

Thx

Gly

Lys

65

Ley

Ala

Gly

<210>3

val
val
Met
Leu

S50

Gly

Glu

Arg

Gln

<211> 120
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética:

<400> 3

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Glu

Gly
115

Leu

val
20

Trp

Asn

val

Asn

Asp
100

Thr

ES 2537226 T3

vVal Glu Ser Gly
Ser Cys Lys Ala

Val Arg Gln Ala
40

Pro Tyr Asn Gly
55

Thr Leu Thr val
70

Ser Leu Arg Ser
85

Tyr Asp Gly Tyr

Lew Val Thr val
120

Ala

Ser
25

Pro

Gly

Asp

Glu

Leu
105

Ser

Glu val Lys
10

Gly Tyr Ser
Gly Gln Arg

Thr Ser Tyr
60

Thr Ser Ala
75

Asp Thr Gly
20

Tyr Phe Ala

Ser

Dominio VH humanizado RH2.5 R71V

31

Lys Pro

Phe Ser
30

Leu Glu
45

Asn Gln

Ser Thr

Val Tyr

Met Asp
110

Gly
15

Gly

Asn

Ala

Tyr

95

Tyr

Ala

Tyr

Met

Phe

_Tyr

8o

Cys

Trp



10

Glu Val Gln Leu val
1 s

Ser Val Lys Val Ser
20

Thr Met Asn Trp Val
a5

Gly Leu Ile Asn Pro
50

Lys Gly Arg Val Thr
65

Leu Glu Leu Asn Ser
85

Arg Glu Asp Tyr Asp
100

Gln Gly Thr Leu val
1185

<210> 4

<211>122

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2537226 T3

Glu

Cys

Arg

Tyr

Leu

70

Leu

Gly

Val

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Glu

Leu

Ser
120

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Tyr
105

<223> Secuencia sintética: Dominio VH humanizado RH2

<400> 4

32

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Thr

50

Phe

val
Tyr
Gln
Ser
Ser
75

Gly

Ala

Lys

Ser

Arg

Tyr

60

Ala

val

Met

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Tyr

Asp

Pro

Thr

30

Glua

Gin

Thr

Tyr

Tyr
110

Gly

Gly

Trp

Asn

Ala

Cys
95

Trp

‘Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr
80 .

Ala

Gly



10

Glu

Ser

Thr

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Gly

<210>5

val

Val

Met

Leu

S0

Gly

Glu

Arg

Gln

<211>122
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

Lys

Asn

as

Ile

Arg

Leu

Glu

Gly
115

Leu

Val
20

Trp

Asn

Val

Asp
100

Thr

Val

Ser

val.

Pro

Thr

Ser
85

Tyr

Leu

ES 2537226 T3

Glu

Cys

Arg

Tyr

Leu

70

Leu

Asp

val

Ser

Lys

Gln

Asn

5%

Thr

Arg

Gly

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Tyr

val
120

<223> Secuencia sintética: Dominio VH humanizado

<400>5

Glu val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1

5

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala

20

Thr Met Asn Trp Val Arg Gln Ala

s

40

33

Ala Glu
10

Ser Gly
25

Pro Gly
Gly Thr
Asp Thr

Glu Asp
S0

Leu Tyr
105

Ser Ser

Val

Tyr

Gln

Ser

Ser

75 -

Thr

Phe

Lys

Ser

Arg

Tyx

60

Ala

Gly

Ala

Ala Glu val Lys

10

Ser Gly Tyr Ser

25

Pro Gly Gln Arg

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Vval

Met

Lys

Phe

Pro
Ser
30

Glu
Gln
Thr
Tyr

Asp
110

Pro

Gly
1s

Gly

Trp

Asn

Ala

Tyr
S5

Tyr

Gly
1s

Ala

Tyr

Met

FPhe

Tyr

80

Cys

Trp

Ala

Thr Gly Tyr

30

Leu Glu Trp Met

45



10

Gly Leu Ile
S50

Lys Gly Arg
65

Leu Glu Leu

Ala Arg Glu

Gly Gln Gly
’ 115
<210>6
<211> 122
<212> PRT

Asn

Val

Asn

Asp

i00

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética:

<400> 6
Glu val Gln
1

Ser Val Lys

Thr Met Asn
35

Gly Leu Ile
SO

Lys Gly Arg

65

Leu Glu Leu

Ala Arg Glu

Gly Gln Gly

Leu

Val
20

Trp

Asn

Val

Asn

Asp

100

Thr

Pro

Thr

Ser
85

Tyr

Leu

ES 2537226 T3

Tyr

Leu

70

Leu

Asp

Val

Asn
55
Thr

Arg

Gly

Gly Gly

Val Asp

Ser Glu

Tyr Leu

108

Val Ser
120

Dominio VH humanizado

Val

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser
85

Tyr

Leu

Glu

Cys

Arg

Tyr

Leu

70

Leu

Agp

Val

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Thx

Gly Ala

Ala ser
2S

Ala Pro

40

Gly Gly

Val Asp

Ser Glu

Tyr Leu

105

Val Ser

34

Thr

Thr

Asp °

20

Tyr

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

20

Tyr

Ser

Ser

Ser

75

Phe

Val

TYyr

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Phe

Tyr

60

Ala

Gly

Ala

Lys

Ser

Arg

Ala

Gly

Ala

Asn

Ser

Val

Met -

Lys

FPhe

Leu

45

Asn

Ser

val

Met

Gln

Thr

Tyr

Asp
110

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp
110

Asn

Ala

Tyr
9s

Tyr

Gly
15

Agp

Trp

Asn

Ala

Tyr
a5

Tyr

Phe

Tyr
80

Cys

Trp

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr
80.

Cys

Trp



10

15

20

25

<210>7
<211> 122
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética:

<400>7
Glu Val
1

Ser Vval

Thr Met

Gly Leu
50

Lys Gly
65

Leu Glu

Ala Arg

Gly Gln

<210>8
<211> 122
<212> PRT

Gln

Lys

Asn

s

Ile

Arg

Leu

Glu

Gly
115

Leu

val
20

Trp

Asn

val

Asn

Asp

100

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética

<400> 8

Glu val Gln Leu

1

Val

Ser

val

Pro

Thr

Ser
85

Tyr

Leu

ES 2537226 T3

115

Glu

Cys

Arg

Tyr

Leu

70

Leu

ASp

val

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Thr

Dominio VH humanizado

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ser

Tyr

val
120

: Dominio VH humanizado

Val Glu Ser

5

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Leu

105

Ser

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thy
Asp
90

Tyr

Ser

120

val

Tyr

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Phe

Lys

Ser

Arg

Tyx
€0

Ala

Gly

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Met

Pro

Thr

3o

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp
110

Gly
15

Asp

Trp

Asn

Ala

Tyr
95

Tyr

Ala

Tyr

Met

Phe

Ty
80

Cys

Trp

Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

35

10

15



10

Ser Val Lys Vval

Thr Met

Gly Leu

50

Lys Gly

65

Leu Glu

Ala Arg

Gly Gln

<210>9

<211>122
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

20

Asn Trp
35

Ile Asn

Arg Vval

Leu Asn

Glu Asp

100

Gly Thr
115

Ser

val

Pro

Thx

Ser
85

Tyr

Leu

ES 2537226 T3

Cys

Arg

Tyr

Leu

70

Leu

Asp

vVal

Lys Ala

Gln ala
40

Asn Gly
55

Thr Val
Arg Ser

Gly Tyr

Thr Val
120

<223> Secuencia sintética: Dominio VH humanizado

<400>9

Glu
1

Ser

Thry

Gly

Lys

65

Leu

Val
v§l
Met
Leu
50

Gly

Glu

Gln Leu

Lys Vval
20

Asn Trp

3is

Ile Asn

Arg Val

Leu Asn

Val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

Glu
Cys
Axrg
Tyr
Leu
?0

Leu

Ser Gly

Lys Ala

Gln Ala
40

Asn Gly
55 '

Thr val

Arg Ser

36

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Leu

105

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Gly

Gly

Thr

Thx

Asp

20

Tyr

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Tyr

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Phe

Val

Tyr

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Ser Phe

Arg Leu
45

Tyr Asn
60
Ala Ser

Gly Val

Ala Met

Lys Lys
Ser Phe

Arg Leu
45

Tyr Asn
&0

Ala Ser

Gly val

Thr

ao

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp
110

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyrx

Asp Tyr

Trp Met

Asn Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys
25

Tyr Trp

Gly Ala
15

Gly Tyr

Trp Ile

Asn Fhe

Ala Tyr

BO

Tyr Cys



10

15

20

Ala Arg Glu Asp

100

Gly Gln Gly Thr

<210> 10

<211>122
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética:

<400> 10

Glu

1l

Ser

Thr

Gly

Lys

&5

Leu

Ala

Gly

Val

val

Met

Leu
S0

Gly

Glu

Arg

Gln

<210> 11

<211>122
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética:

<400> 11

115

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Leu

Glu

Gly
115

Leu

Val

20

Trp

Asn

Val

Asn

Asp

100

Thr

ES 2537226 T3

85

90

95

Tyr Asp Gly Tyr Leu Tyr Phe Ala Met Asp Tyr Trp

105

Leu Val Thr Val Ser Ser

120

Dominio VH humanizado

Val Glu Ser Gly

Ser Cys Lys Ala

val Arg an Ala

40

Pro Tyr Asn Gly
55

Thr Leu Thr Arg
70

Ser Leu Arg Ser
85

Tyr Asp Gly Tyr

Leu Val Thr val
120

Dominio VH humanizado

37

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Leu

105

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp
90

Tyr

Ser

val

Tyr

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Phe

Lys

Ser

Arg

Tyr

60

Ala

Gly

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Met

11¢

Pro

Thr

o

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp
110

Gly
15

Gly

Txp

Asn

Ala

Tyr
95

Tyr

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr
80

Cys

Trp



ES 2537226 T3

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Ala Glu Vval Lys Lys Pro Gly Ala

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Gly Tyr
20 25 30

Thr Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Arg Leu Glu Trp Ile
is. 40 45

Gly Leu Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Gly Thr Ser Tyr Asn Gln Asn Phe
S0 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Leu Thr Val Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Glu Leu Asn Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Gly Val Tyr Tyr Cys
85 20 95

adla Arg Glu Asp Tyr Asp Gly Tyr Leu Tyr Phe Ala Met Asp Tyr Trp
. 100 io0s . 110

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 12

<211>122

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Dominio VH humanizado

<400> 12

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Ser Asp Tyr
20 ' 25 30

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

Gly Leu Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Gly Thr Ser Tyr Asn Gln Asn Phe

38



ES 2537226 T3

Sso 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Leu Thr Val Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Glu Leu Asn Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Gly Val Tyr Tyr Cys
85 : . 90 95

Ala Arg Glu Asp Tyr Asp Gly Tyr Leu Tyr Phe Ala Met Asp Tyr Trp
100 145 110

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr val Ser Ser
115 12¢

<210> 13

<211>122

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Dominio VH humanizado

<400> 13

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 1s

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Asp Tyr
20 25 . 30

Thr Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Arg Leu Glu Trp Ile
' 35 40 45

Gly Leu Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Gly Thr Ser Tyr Asn Gln Asn Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Leu Thr Arg Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Glu Leu Asn Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Gly Val Tyr Tyr Cys
85 S0 895 =

Ala Arg Glu Asp Tyr Asp Gly Tyr Leu Tyr Phe Ala Met Asp Tyr Trp
io00 - 105 110

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 12¢

<210> 14

39



10

15

<211>122
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2537226 T3

<223> Secuencia sintética: Dominio VH humanizado

<400> 14

Glu
1
Ser
‘Thr
Gly
Lys
65
Leu

hAla

Gly

<210> 15

Val

Val

Met

Leu

50

Gly

Glu

Arg

Gln

<211> 107
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 15

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Glu

Gly
115

Leu val

Val Ser
20

Trp vVal

Asn Pro

val Thr

Asn Ser
85

Asp Tyr
100

Thr Leu

Glu

Cys

Arg

Tyx

Leu

70

Leu

Asp

val

Ser

Lys

Gln

Asn

BS

Thr

Arg

Gly

Thr

Gly
Ala
Ala
40-

Gly
Val
Ser
Tyr

val
120

Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Thr

1

5

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Leu

105

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp
20

Tyr

Sex-

Val
Tyr
Glln
Ser
Ser
75

Thr

Phe

Lys

Ser

Arg

Tyr

&0

Ala

Gly

Ala

Lys
Phe
Leu
45
Asn
Ser
val

Met

Pro

Thr

io

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp
110

Gly
15

Asp

Trp

Asn

Ala

Tyr
95

Tyr

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr
80

Cys

Trp

Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly

10

15

Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser Ala Ser Gln Gly Ile Ser Asn Tyr

20

40

25

30



10

15

Leu

Tyxr
50

Ser
65

Gly

Glu Asp

Thr

<210> 16
<211> 321
<212> ADN

Asn Trp

Tyr Thr

Phe Gly

3s

Ser
Ile

Ala

Gly
100

<213> Mus musculus

<400> 16

gacatccaga
atcagctgea
gacggcaceg
cggtttageg
gaggatatcg

ggaacaaagc

<210> 17
<211> 139
<212> PRT

tgacccagac
gcgeeteeca
tecgagetget
gcageggctco
ccacctacpa

tggaaatcaa

<213> Mus musculus

<400> 17

Met Val Leu Ser Leu Leu Tyr Leu Leu Thr Ala Leu Pro

1

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

Ala Ser Met Lys Ile Ser Cys
35

Tyr Thr Met Asn Trp Val Lys

S

20

Ser Ser

Gly Thr

Thr

8S

Gly

ES 2537226 T3

Tyr Gln Gln Lys

Leu His
5%

Asp
70

Tyr

Tyr

Thr Lys

cacctceage
gggcatcagc
gatctactac
cggcaccgac
ctgccagcag

g

Lys Ala

Ala
40

Asp

Ser Gly

Ser Leu

Cys Gln

290

Glu
1065

Leu

ctgagcgeca
aactacctga
accagcagee
tacagcectga

tacagcaagc

10

25

40

Gln Ser

41

Gly Thr Vval

val

Thr

Gln Tyr Ser

Tle

Ser Gly Tyr

His Gly Lys

Glu Leu Leu

45

Ser
60

Pro

Ile
1S

Ser

Lys

gcctgggcga
actggtatca

cgcacagcgyg

ccatctoccaa

tgccctacac

Val

Ser

Arg Phe Ser

Asn Leu Glu

Lys Leu Pro

95

ccgggtgacc
gcagaaggcc
cgtgcccagce
cctggaaccce

ctttggegge

15

30

45

Asn

Ile

Gly

Pro
80

Tyr

60
120
180
240
ioo

321

Gly Ile Leu

Lys Pro Gly

Phe Thr Asp

Leu Glu Trp



10

15

50

Ile
65

Fhe

Tyr

Cys

Trp
130

<210> 18
<211> 417
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 18

atggtgctgt ccctgctgta

ctgcagcaga
gccagcggcet
aacctggaat
ttcaagggca
ctgtctetga

tacctgtact

<210> 19
<211>137
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

1

Gly Leu
Lys Gly
Met Glu

Ala Arg

115

Gly Gln

gcggccctga
acagcttcac
ggatcggcct
aggccacect
ccagcgagga

tcgecatgga

ES 2537226 T3

55

Ile Asn Pro
70

Tyr

Lys Ala Thr
85

Leu

Leu Leu Ser Leu
100

Glu Gly Tyr Asp

Val
135

Gly Thr Serx

cctgctgacc
gctggtgaag
cgactacacc
gatcaaccce
gaccgtggac
cagcgecgtg

ctactggggc

5

Asn Gly

Thr Vval

Thr Ser

105

Gly
120

Tyr

Thr val

geecctgecey
cctggcgoea
atgaactggyg
tacaacggeyg
aag#gcagca
tactactgeyg

cagggcacca

10

Asp Lys
90

Glu Asp

Leu Tyr

60

75

Phe

Ser Ser

gcatcctgag
gcatgaagat
tgaagcagag
gcaccagcta
gcaccgecta
ccagagaggg

gcgtgacegt

110°

Gly Thr Ser Tyr Asn Gln Asn

80

Ser Ser Ser Thr Ala
9%

Ser Ala Val Tyr Tyr

Ala Met Asp Tyr

1256

cgaggtgcag
cagctgcaayg
ccacggéaag
caaceagaac
qatggaactg
ctacgacggc

gagcagce

158

60

1z0

180

240

300

360

417

Leu Leu Leu Ala Val Leu Gln Gly Val Cys Ala Glu Val Arg Leu Val

Gln Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Glu Ser Leu Lys Ile Ser

20

25

42

30



10

15

20

Cys Lys

Gln
50

Arg

Gly
6S

Asp

Ile Ser

Leu Lys

Pro Glu

Gln Gly

130

<210> 20
<211> 411
<212> ADN

Ala
35

Met

Ser

Val

Ala
) 100

Tyr
115

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 20

ctectectgyg
gaggtgaaaa
accagtaact
atcatetttc
atttcagteg
gacacgcgcca

gatgggtggt

<210> 21
<211> 141
<212> PRT

ctgttctceca
agceggggga
ggatcggctg
ctggtgacte
acaagtccat
tgtattactg

tcgacecctg

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser Gly

Pro Gly

Asp .Thr

Asp Lys

Thr asp

Ser Gly

Leu Val

ES 2537226 T3

Ser

Tyr

Gly
58

Lys

Ile
70

Tyr

Ser Ile

Thr Ala

Ala

Tyr

Val
13s

Ile

aggagtetgt
gtctctgaag
ggtgcgecag
tgataccata
caataccgcee
tgcgagacag

gggecaggga

Phe Thr
40

Leu Glu

Ser Pro

Asn Thr

" 90

Met Tyr

105

His
120

Asp

Ser Ser

gecgaggtge
atctcctgta
atgcccggga
tacagcccgt
tacctgcagt
aacccececcg

accctggtca

<223> Secuencia sintética: Dominio VH de RHA

<400> 21

43

Trp Ile
Ser Phe
Ala Tyr
Tyr Cys

Gly Trp Phe

Ser Asn Trp

Ile

Gly Trp

45

Gly
60

Gln
75

Leu

Ala

gcecttgtgca
aggcttctgg
aaggcctygga
cctgccaagg
ggagcagcct
agtatagtgg

tcgteotoectc

Ile

Gly

Gln

Arg

Asp
125

Ile Phe

Gln

val

Ser
95

Trp

Gln
110

Asn

Pro Trp

gtctggagca
atacagtttt
gtggattyggy
ccaggtcace
gaaggccacy
cgcatatcaﬁ

a

val

Pro

Thr
80

Ser

Pro

Gly

60
129
180
240
300
360

411



ES 2537226 T3

15

Met Gly Ser Thr Ala Ile Leu Gly Leu Leu Leu Ala Val Leu Gln Gly
1 5 10 15
Val Cys Ala Glu Val Arg Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys
20 25 30
Pro Gly Glu Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe
35 40 45
Thr Asp Tyr Thr Met Asn Trp Val Arg Gln Met Pro Gly Lys Gly Leu
* 50 ' - 55 60
Glu Trp Ile Gly Leu Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Gly Thr Ser Tyr Asn
65 70 75 80
Gln Asn Phe Lys Gly Gln Val Thr Ile Ser Val Asp Lys Ser Ile Asn
8s 9¢ ' 95
Thr Ala Tyr Leu Gln Txp Ser Ser Leu Lys Ala Thr Asp Thr Ala: Met
100 105 110
Tyr Tyr Cys Ala Arg Glu Gly Tyr Asp Gly Tyr Leu Tyr Phe Ala Met
115 120 125
Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Ile Val Ser Ser
130 135 140
<210> 22
<211> 424
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220> )
<223> Secuencia sintética: Acido nucleico que codifica el dominio VH de RHA
<400> 22
atggggtcaa ccgccatcct tggcectocte ctggetgtte tecaaggagt ctgtgecgaa &0
gtgcgecttg tgcagtctgg agcagaagtg aaaaagocgg gggagtctot gaagatctet 120
tgcaaggett ctggatacag ttttaccgac tafaccatga actgggtgcg ccagatgcoce 180
gggaaaggce tggagtggat tgggettatt aatccttaca atggtggtac tagcetacaac 240
cagaatttca agggccaagbt caccatttca gtcgacaagt ccatcaatac cgectacctg 300
cagtggagca gdcctgaagge cacggacacc gecatgtatt actgtgogag agagggctat 360
gatggttacc tttacttigc tatggactac tggggecagg gaacccetggt catcgtetee 420
tcag 424
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<210> 23
<211> 127
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

Met Arg
1

Asp Thr

Ala Ser

Ile Ser

50

Lys Leu

65

Phe

Ser Leu

Ser Ala

<210> 24
<211> 381
<212> ADN

Val Pro

Arg Cys

20

Val
35S

Gly

Asn Tyrx

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

100

Pro
115

Tyr

<213> Homo sapiens

<400> 24

atgagggtec
gacatcecaga
atcacttgec
gggaaagtte
cggttcagcg
gaagatgttg

gggaccaage

<210> 25
<211> 127

ctgctcaget
tgacccagte
gggcgadgtca
ctaaactect
gcagtggatc

caacttatta

tggagatcaa

Ala

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

85

Glu

Thr

ES 2537226 T3

Gln Leu

Ile Gln

Val

Ala Trp

55

Ala
70

Ala

Gly Ser

Asp Val

Phe Gly

cctgggactce
tccatectee

gggcattage

gatctatget.

tgggacagat
ctgtcaaaaqg

a

Leu Gly

10

Thr
25

Met

Thr
40

Ile

Tyr Gln

Ser Thr

Gly Thr

20

Ala Thr

108

Gln
120

Gly

ctgctgectct
ctgtetgeat
aattatttag
geatceactte
ttcactctca

tataacagtg

45

Leu

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

Leu Leu

Sexr Pro

Cys

Arg

Pro
60

Lys

Gln
75

Ser

Phe Thr

fyr Cys

Lys Leu

ggctcccaga
ctgtaggaga
cctggtatceca
tgcaatcagy
ccatcageag

cccegtacac

Leu

Ser

Ala

45

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
128

Leu
15

Trp

Ser Leu

30

Ser Gln

Lys val

Val Pro

Thr Ile

95

Lys
i1lo

Tyr

Ile Lys

taccagatgt
cagagtcace
gcagaaacea
ggtceecatet
cctgecagect

tcttggccag

Pro

Ser

Gly

Pro

Ser
80

Ser

Asn

60
120
180
240
io0

360
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética:

<400> 25

Met Arg Val Pro
1

Asp Thr Arg Cys
20

Ala Ser Vval Gly
3s

Ile Ser Asn Tyr
50

i.ys Leu Leu Ile
65

Arg Phe Ser Gly

Ser Leu Gln Pro
100

Lys Leu Pro Tyr

115
<210> 26
<211> 381
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética:

<400> 26

ES 2537226 T3

Dominio VK de 2¢3 humanizado RKA

Ala

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

85

Glu

Thr

Gln

Ile

Arg

Asn

Tyr
70

Gly

Asp

Phe

Leu

Gln

val

Trp

55

Thr

Ser

Vval

Gly

Leu Gly Leu
10

Met Thr Gln
25

Thr Ile Thr
40

Tyr Gln Gln

Ser Ser Leu

Gly Thr Asp
20

Ala Thr Tyr

105

Gln Gly Thr
120

Leu

Ser

Cys

Lys

His

75

Phe

Tyr

Lys

Leu

Pro

Ser

Pro

60

Ser

Thxr

Cys

Leu

Leu

Ser

Ala

45

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
125

Trp

Ser

30

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

11¢

Ile

TLeu

15

Leu

Gln

Val

Pro

Ile
95

Tyr

Lys

Acido nucleico que codifica el dominio VK de 2¢3 humanizado RKA

atgagggtce ctgctcaget ccetgggacte ctgctgctcect ggctcccaga taccagatgt

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcec ctgtotgecat ctgtaggaga cagagtcace

46

Pro

Ser

Gly

Pro

Ser

BO

Ser

Ser

€0

120
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atcacttgca
gggaaagttc
cggttcagey
gaagatgttg

gggaccaagc

<210> 27
<211> 121
<212> PRT

ES 2537226 T3

gtacatececa gggcattage
ctaaactcct gatctattac
gcagtggatc tgggacagat
caacttatta ctgtcagcag

tggagatcaa a

<213> Homo sapiens

<400> 27
Glu Val
1

Ser Val

Gly Ile

Gly Trp
50

Gln Gly
65

Leu Glu

Ala Arg

Gln Gly

<210> 28
<211> 363
<212> ADN

Gln Leu Val Glu Ser

Lys Val Ser Cys Lys
20

His Trp Val Arg Gln
35

Ile Asn Gly Gly Thr
55

Arg Val Thr Leu Thr
70

Leu Asn Ser Leu Arg
85

Asp Pro Tyr Asn Asn
100

Thr Leu Val Thr Val
115

<213> Homo sapiens

<400> 28

aattatctga attggtatca gcagaaacca

acaﬁcaagtt

tacactcagg ggtcccatct

ttcactceteca ccatcagcag cctgcagcect

tatagcaagc

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Tyr

Ser
120

Ala

Ser

25

Pro

the

Asp

Glu

Ala

105

Ser

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
90

Ala

Val
Tyf‘
Gln
Lys
Ser
75

Thr

Glu

Lys

Ser

Arg

Tyrxr

60

Ala

Gly

Leu

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

val

Asp

Pro

Sexr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyxr
110

tgocgtacac gtttggccag

Gly

1s

Ser

Trp

Asn

Ala

Tyr
-5

Trp

gaggtgeagc tggtggagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggocte agtgaaagtt

47

180
240
300
360

3isl

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr
80

Cys

Gly

60
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tcgtgoaagyg cttctggata ctocttcagt agttatggta tacattgggt gogccaggec 120
cceggacaaa ggbttgagtg gatgggatgy atcaacggtyg gcactggttt tacaaaatat 180
tcacagaatt ttcagggcag agtcacccta accagggaca cttccgecgag cacagectac 240
ttggaactga acagcctgag atctgaagac acgggtgtat attactgtgc gagggatccce 300
tacaataact acgceggcgga acttgactac tggggccagg gaaccctggt caccgtctcec 360

tca ' 363

<210> 29

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 29

Ser Ala Ser Gln Gly Ile Ser Asn Tyr Leu Asn
1 5 10

<210> 30

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 30

Tyr Thr Ser Ser Leu His Ser
1 5

<210> 31

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 31

Gln Gln Tyr Ser Lys Leu Pro Tyr Thr
1 S

<210> 32

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 32

Asp Tyr Thr Met Asn
1 S

<210> 33

<211>13

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 33

Glu Gly Tyr Asp Gly Tyr Leu Tyr Phe Ala Met Asp Tyr
1 5 10
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<210> 34

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: CDR1 de la cadena pesada

<400> 34

<210> 35

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 35

Leu Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Gly Thr Ser Tyr Asn Gln Asn Phe Lys
S

1

Gly

<210> 36

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: CDR3 de la cadena pesada

<400> 36

ES 2537226 T3

Gly Tyr Thr Met Asn

1

10

5

15

Glu Asp Tyr Asp Gly Tyr Leu Tyr Phe Ala Met Asp Tyr

1

<210> 37

<211>19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37

Met Gly Ser Thr Ala Ile Leu Gly Leu Leu Leu Ala Val Leu Gln Gly

1

Val Cys Ala

<210> 38

<211>20

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 38

S

5

49

lo

10
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Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro

1l 5 : 1¢ 15

Asp Thr Arg Cys

<210> 39
<211> 22
<212> PRT

20

<213> Homo sapiens

<400> 39

Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp

1 5 10- 15

Leu Prc Asp Thr Arg Cys

) 20
<210> 40
<211> 423
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220> ]
<223> Secuencia sintética: Acido nucleico que codifica RH2.5 R71V
<400> 40
atgggcagca cagccattet gggeoctgetg ctggeccgtge tgecagggogt gtgcgeccgag €0
gtgcagetgg tcgagagjcgg agcecgaggtg aagaagccag gogcecagegt caaggtgtece 120
tgcaaggcca geggctacag cttcteocegge tacaccatga actgggtgcg gcaggeccea 180
ggccagaggc tggaatggat gggcctgatce aacccoctaca acggeggcac cagctacaac 240
cagaacttca agggcagggt gacactgacc gtggatacca gcgccagcac cgcctacctg 300
gaactgaaca gcctgagaag cgaggacacce ggegtgtact actgecgeocag agaggactac 360
gacggctacc tgtacttcgc catggactac tggggcecagg gcaccctggt gaccgtgage 429
agc 423
<210> 41
<211> 15
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso de Kozak

<400> 41

aagcttgccg ccacc 15
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REIVINDICACIONES

1. Un miembro de unién a diana que se une a IL-25, que comprende un dominio VL de anticuerpo que comprende
las CDR 1-3 de Kabat como se expone como los restos 24-34 (SEC ID N2: 29); 50-56 (SEC ID N¢: 30) y 89-97 (SEC
ID N¢: 31), respectivamente, de SEC ID N°: 15 y un dominio VH de anticuerpo que comprende SEC ID N¢: 1:

Glu Val GiIn Leu Val Glu Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr
Ser Phe Xa1 Xa2 Tyr Thr Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly GIn Arg Leu Glu Trp Xa3 Gly Leu lle Asn Pro Tyr
Asn Gly Gly Thr Ser Tyr Asn GIn Asn Phe Lys Gly Arg Val Thr Leu Thr Xa4 Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr Leu
Glu Leu Asn Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Gly Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Glu Xa5 Tyr Asp Gly Tyr Leu Tyr Phe
Ala Met Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

en donde:

Xal es Ser o Thr;

Xa2 es Gly, Asp, Ala, Ser, Val, Asn, Lys, Tyr o Met;
Xa3 es Met o lle;

Xa4 es Val o Arg; y

Xab es Asp, Asn o Gly.

2. El miembro de unién a diana de la reivindicacion 1, en el que

(a) Xa2 es Gly y Xa5 es Asp o Asn;

(b) Xa2 es Gly y Xa5 es Asp

(c) Xa1 es Ser;

(d) Xa1 es Thr;

(e) Xa3 es Met;

(f) Xa3 es lle;

(g) Xad es Val; 0

(h) Xa4 es Arg.

3. El miembro de unién a diana de la reivindicacién 1, en el que los restos Xal - Xa5 estan en las siguientes
combinaciones:

Res de Kabat: 30 31 48 71 96
Posicion en SEC ID N@: 1: 30 31 48 72 100
Res de la lista de sec: Xai Xa2 Xa3 Xa4 Xa5
SEC ID N2: 2 Ser Gly Met Val Asp
SEC ID N%: 3 Thr Gly Met Arg Asp
SECID N% 4 Ser Gly Met Arg Asp
SECID N2%: 5 Thr Gly Met Val Asp
SECID N%: 6 Ser Asp Met Val Asp
SECID N%: 7 Thr Asp Met Arg Asp
SEC ID N%: 8 Thr Asp Met Val Asp
SECID N% 9 Ser Gly lle Val Asp
SEC ID N%: 10 Thr Gly lle Arg Asp
SEC ID N2: 11 Thr Gly lle Val Asp
SECID N%: 12 Ser Asp lle Val Asp
SEC ID N%: 13 Thr Asp lle Arg Asp
SEC ID N%: 14 Thr Asp lle Val Asp

4. El miembro de unién a diana de la reivindicacioén 1:

a) en el que el dominio VL incluye adicionalmente los restos 35-38 de SEC ID N2 15 adyacentes a CDR1
SEC ID Ne: 29);

b) que comprende SEC ID N2 15;

c) en el que el dominio VL es humanizado; o

d) en el que el dominio VL es humanizado, y la secuencia del miembro de unién a diana comprende los
aminoacidos 21-127 de SEC ID N2: 25.

(
(
(
(
(

5. El miembro de unién a diana de la reivindicacién 1, que es un fragmento de anticuerpo Fab, F(ab")z, scFv o Fv.
6. El miembro de unién a diana de la reivindicacién 1 que comprende una regién constante de anticuerpo.

7. El miembro de union a diana de la reivindicacion 6, en el que la regién constante es una regidén constante de IgG1
0 1gG4 humana.

51



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2537226 T3

8. Un &cido nucleico aislado que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica el miembro de union a diana
de la reivindicacion 1.

9. Un vector de expresién que comprende el acido nucleico de la reivindicacién 8 operativamente ligado a un
promotor.

10. Una célula huésped que lleva el vector de expresion de la reivindicacion 9.

11. Un método de producciéon de un miembro de unién a diana, comprendiendo el método cultivar células huésped
segun la reivindicacion 10 en condiciones para la produccién de dicho miembro de unién a diana, método que
comprende opcionalmente ademas aislar dicho miembro de unién a diana, y opcionalmente comprende ademas
formular el miembro de unién a diana en una composicion que incluye al menos un componente adicional.

12. Una composicion que comprende el miembro de unién a diana de la reivindicacion 1 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, composicion que esta opcionalmente en forma de un polvo liofilizado.

13. El miembro de unién a diana de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para su uso en el tratamiento o la
prevencion de:

asma;
enfermedad inflamatoria del intestino;
colitis ulcerosa; o

a
b
c
d) enfermedad de Crohn.

—~ e~ o~ —~
==

14. Un método de produccién de un anticuerpo contra IL-25, que comprende:

(a) proporcionar un dominio VH de anticuerpo que comprende SEC ID N%: 1:
Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly
Tyr Ser Phe Xa1 Xa2 Tyr Thr Met Asn Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Gin Arg Leu Glu Trp Xa3 Gly Leu lle Asn
Pro Tyr Asn Gly Gly Thr Ser Tyr Asn GIn Asn Phe Lys Gly Arg Val Thr Leu Thr Xa4 Asp Thr Ser Ala Ser Thr
Ala Tyr Leu Glu Leu Asn Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Gly Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Glu Xa5 Tyr Asp Gly Tyr
Leu Tyr Phe Ala Met Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
en donde:

Xa1l es Sero Thr;

Xa2 es Gly, Asp, Ala, Ser, Val, Asn, Lys, Tyr o Met;
Xa3 es Met o lle;

Xa4 es Val o Arg; y

Xab es Asp, Asn o Gly;

(b) combinar dicho dominio VH con una pluralidad de dominios VL de anticuerpo para proporcionar moléculas
de anticuerpo;

(c) cribar dichas moléculas de anticuerpo para unirse a IL-25;y

(d) seleccionar una molécula de anticuerpo que se une a IL-25.

15. El miembro de unién a diana de la reivindicacién 1, que comprende un anticuerpo completo.
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Figura 1 La secuencia de la cadena ligera kappa del anticuerpo de ratén 2c3. Las
CDR estan marcadas.

§  GACATCCAGATGACCCAGACCACCTCCAGCCTGAGCGCCAGCCTGGGCGACCGGGTGACCATCAGCTGCAGCGCCTCCCAGGGCATCAGC

I B R A e B L L B B B AR AN R s s o s o e B ERARnaaass Sl

¥  CTGTAGGTCTACTGGETCTGGTGGAGGTCGGACTCGCGETCGGACCCGCTGGCCCACTGGTAGTCGACGTCECCGAGGGTCCCGTAGTCG

: e

t D 1 QMM T Q@ T T $ 5 1L 8§ A S L G DR VY T I S C S A S QGG | S

°

§  AACTACCTGAACTGGTATCAGCAGAAGGCCGACGGCACCGTCGAGCTGCTGATCTACTACACCAGCAGCCTGCACAGCGGCGTGCCCAGE

LI R s R s o e R R S e R e RAREA RRRGERRRsupanys a s ns Su oy SRS S £l
3 TTGATGGACTTGACCATAGTCGTCTTCCGGCTGCCGTGGCAGCTCGACGACTAGATGATGTGGTCGTCGGACGTGTCCCCGCACGGGTCG

1 N Y L NW Y Q QK ADGT VY E L LI Y Y T S$ S LHS GV P S

°

5  CGGTTTAGCGGCAGCGGCTCCGGCACCGACTACAGCCTGACCATCTCCARCCTGGARCCCBAGGATATCGCCACCTACTACTGCCAGCAG

v A Ramas ey $ A BT L e e A L s S g ARaas aaans nonss WA
3  GCCARATCGCCGTCGCCGAGGCCGTGGCTGATGTCGGACTGGTAGRGGT TGGACCTTGGGCTCCTATRGCGSTGGRTGATGRCGGTCGTC

° .

1 R F § 6 5 6 S 6 T DY S 1L T I 8§ N L EPEODTEt AT Y Y C G Q

°

5  TACAGCARGCTGCCCTACACCTTTGGCGGCGGAACARAGCTGGARATCARG

° R e B RAARE Raaas pa e L e e 321
¥  ATGTCGTTCGACGGGATGTGGARACCGCCGCCTTGTTTCGACCTTTAGTTC

° o

f Y § X . P Y T F 6 6 G T K L E t K

°
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Figura 2 La secuencia de la cadena pesada del anticuerpo de raton 2¢3. Las CDR
estan marcadas.

5  ATGGTGCTGTCCCTGCTGTACCTGCTGACCGCCCTGCCCGGCATCCTGAGCGAGGTGCAGCTGCAGCAGAGCGGCCCTGA
] 4 LJ } ] | 1 } 1 } ] } l } *L 80

o \Sannans 1 1 T 1

¥ TACCACGACAGGGACGACATGGACGACTGGCGGGACGGGCCGTAGGACTCGCTCCACGTCGACGTCGTCTCGCCGGGACT

o

1 M V¥V L § L L Y L ¢ T A L P 6 1 L S E VvV @ L &4 Q $§ 6 P E

0

5 GCTGGTGARGCCTGGCGCCRGCATGARGATCAGCTGCAAGGCCAGCGGCTACHGCTTCACCGACTBCACCATGARCTGGG

0 st et 160
¥ CGACCACTTCGGACCGCGGTCGTACTTCTAGTCGACGTTCCGGTCGCCGATGTCGAAGTGGCTGATGTGGTACTTGACCC

° W

1 L v x P 6 A 5 M K + 8§ ¢ K A 8§ G Y S F T D ¥ T M N W

°

) TGAAGCAGAGCCACGGCAAGAACCTGGAARTGGATCGGCCTGATCAACCCCTACAACGGCGGCACCAGCTACAACCAGAAC

L R S e e ettt e RRaE man e o frt 240
3 ACTTCGTCTCGGTGCCGTTCTTGGACCTTACCTAGCCGGACTAGTTGGGGRTGTTGCCGCCGTGGTCGATGTTGGTCTTG

° [

1 Y K @ § H G K N L E W I G | N P ¥ N G G T § Y N Q N

°

§  TTCAAGGGCAAGGCCACCCTGACCGTGGACAAGAGCAGCAGCACCGCCTACATGGAACTGCTGTCTCTGACCAGCGAGGA

° 320
¥ AARGTTCCCGTTCCGGTGGGACTGGCACCTGTTCTCGTCGTCGTGGCGGATGTACCTTGACGACAGAGACTGGTCGCTCCT

o

1 F XK G K A 7T L T v D K 8 8 8 T A ¥ m E L L 8§ L T 8 E D

°

g CAGCGCCGTGTACTACTGCGCCAGAGAGGGCTACGACGGCTACCTGTACTTCGCCATGGACTACTGGGGCCAGGGCACCA

o EUUE DTN DU P TUUUE DUTOT TN DU TUUUE DU DU PO TUIHN DT DUGUE S 1,
¥ GTCGCGGCACATGATGACGCGGTCTCTCCCGATGCTGCCGATGGACATGAAGCGGTACCTGATGACCCCGGTCCCGTGGT

° m

1 $ A vV Y Y € A R E G Y D 6 Y L Y F A M D Y W G O G T

°

g GCGTGACCGTGAGCAGC

LI s Baaaa s L 417
¥ CGCACTGGCACTCGTCG

1 § v T v § 8

°
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Figura 3 Secuencia de ADN y de aminoacidos de AY393094.

§
°
3
°

“w 8 V] O =« O W o WV O =

W e Vo - b

Q@ = W O U O = ©

ctectectggetgttctecaaggagictgtgccgaggtgcgect tgtgcagtetggageagaggtgaaaaagecgggggagtetotgaagatctectgta

1 Il 4 1 I /] I L 1 ] I 1 | [ N b1 F) 1 d-t=rrr}
1 3 1 T t+ T 1 T T T S RAARE RARAN) | RARAS |  RARAS IIULES RILARA T

gaggaggaccgacaagaggttectcagacacggctccacgeggaacacgtcagacetegtetecacttttteggececctcagagacttetagaggacat

L L LAY L QG VY C A EVY RLVY QS G A EVY K K P G E S L K1 S5 C

aggcttctggatacaqttttaccaqtaactqgatcggctngtgcgccagatgcccgqgaaaggcctggaqtqgattgqgatcatctttcctggtgactc

[l I Il i _—l 3
|

4 1 i 1 i 1
} } ARSI REaAE Rmaan

"l Il [ ] 4 d L 1
MARRS RESAN LARES \J BARAS ARAES RALAR RARAE | IARASE RARES ] ++ T

tccgaagacctatgtcaaaatggteattgacctagecgacccacgeggtetacgggecctttccggacctcacctaaccctagtagaaaggaccactgag

XK A S G Y § F T § NWIGWUYROBTPTGI KTSGLEWT'I G I FPGDS

tgataccatatacagccegteoettecaaggecaggtecaccatticagtegacaagtecatcaataccgectacctgcagtggagcagectgaaggecacy

I ! 4 1 4 1 1 1 ) } 4 ] } (] 1 )
A i T t 1 $ 1 ') 1 M I L B I B IR RSN AR R LN A ]

actatggtatatgtcgggcaggaaggttccggtccagtggtaaagtecagetgticaggtagttatggeggatqgacgtcaccicgteggactteeggtge

'nravs S F O G O VT (I §V D K S | NTAY L OWS S Lt K AT

gacaccgccatgtattactgtgegagacagaacceccecgagtatagtggegeatatcatgatgggtggttegaccectggggecagggaaccetggtea

1 ! I ] } 3 1 1 ) ] I L] } ] i [ - I Il 4 ('l
ARAS REEEE R R RS AR naasy: SRS RARAS RARSE NS AR A RAS AL R AS Y RARSS RARSS RARAS RARSE RANSS LASES RANAS RS |

ctgtggcgqtacataatgacacgctctqtcttngggggctcatatcaccchtataqtactactcaccaaqctqgggaccccggtcccttqggaccagt

D T A M Y Y C ARAQNP P E Y S$ G A Y HDGWTF DPWSGE O G T t V
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Figura 4 Secuencia de ADN y de aminoacidos de RHA de 2¢3 humanizado.
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Figura 5 Secuencia de ADN y de aminoacidos de AY510106.
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Figura 6 La secuencia de la cadena ligera kappa humanizada de RKA de 2c3.
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Figura 7 Comparacion del anticuerpo humanizado RHA/RKA de 2c3 y variantes
con 2¢3 quimérico.
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Comparacion de union a IL-25 por anticuerpos 2c3 recombinantes. A. Codificado por RHA de 2¢3
o0 RKA de 2c¢3 co-expresado con la cadena pesada de 2¢3 quimérico (CH_H) o la cadena ligera
kappa de 2¢3 (CHL) comparado con el anticuerpo 2¢c3 completamente quimérico (CH_H + CHL) B.
Codificado por mutantes de RHA de 2¢3 RH_V67A&169L de 2¢c3 o RH_169L de 2c3 co-
transfectados con RKA de 2¢3 y comparado con 2¢3 quimérico o anticuerpos RHA/RKA de 2¢3
humanizados no mutados C. Codificado por mutantes de RHA 169L, R3Q, S82aL co-transfectados
con RKA de 2c3 y comparado con los anticuerpos 2c3 quiméricos o RHA/RKA de 2c3
humanizados no mutados. La union a IL-25 se midié mediante ELISA.
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Figura 8 Region estructural AJ399823 usada en el disehio de RH2 de 2c3
humanizado.
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Figura 9 Efecto de mutaciones de CDR especificas para la union de RH2bcdef de
2c¢3 a IL-25.
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La mutacion de la cadena pesada de RH2bcdef de 2c3 en dos posiciones en sus CDR. Se co-
transfectaron células HEK 293T con tanto RH2bcdef/RKA de 2¢3 como construcciones quiméricas
de 2c¢3 mas A. Mutacion de CDR en la posicion 31 de aspartato a glicina (RH2bcdef_D31G de 2¢3)
o B. Mutacion de CDR en la posicion 96 de glicina a aspartato. La unién a IL-25 humano se midio
mediante ELISA.

61



ES 2537226 T3

Figura 10 Efecto sobre la unién a IL-25 combinando mutaciones de CDR D31G y
G96D
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Se mutagenizé RH2bcdef de 2c3 de la cadena pesada humanizada y se combinaron los mutantes
D31G y G96D. Se co-transfectaron células HEK 293T con tanto RH2bcdef _G96D_D31G/RKA de
2¢3 como RH2bcdef G96D/RKA de 2c¢3 y los sobrenadantes se recogieron después de 3 dias. La
union de anticuerpo a IL-25 humana se midié mediante ELISA.
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Figura 11 Comparacioén de la unién de RH2.5_S30T de 2c3 y RH2.5_R71V de 2c3 a
IL- 25
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RH2.5 es la version optimizada de codén de RH2 mas las mutaciones D31G y G29D. Se examino el
residuo de VCI sin probar restante, S30T, y su union a IL-25 mediante ELISA se compard con
RH2.5_R71V y RH2.5. Se co-transfectaron células HEK 293T con RH2.5 S30T o RH2.5_R71V o
RH2.5 y la construccion de cadena ligera RKA. Después de tres dias, los sobrenadantes se
recogieron y la union a IL-25 se midié6 mediante ELISA.
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Figura 13 Efecto de administrar RH2.5_R71V de 2c3 a resistencia pulmonar en
respuesta a metacolina.
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El tratamiento con 2¢3 anti-mIL25 o RH2.5 R71V de 2¢3 anti-IL-25 durante la fase de exposicion
pulmonar en un modelo de asma de raton experimental agudo bloquea HVR. La resistencia de las
vias respiratorias de midido mediante pletismografia de cuerpo entero restringida como respuesta
a PBS y después a concentraciones crecientes de metacolina. (A) Los ratones recibieron 2¢3 anti-
mlL-25 antes de cada exposicion con aerosol de OVA a una dosis de 500 ug o a 50 pg. (B) Los
ratones recibieron RH2.5 R71V anti-IL-25 antes de cada exposicion con aerosol de OVA a una
dosis de 50 ng. Se us6 un ANOVA bilateral con prueba posterior de Bonferroni para evaluar las
diferencias estadisticas. *, ** y *** indican un valor de significacion de p =< 0,05; p =< 0,01 y p
=<0,001 entre ratones tratados con PBS y con isotipo IgG; de OVA. §, §§ y §§8§ indica un valor de
significacion de p=< 0,05, p =< 0,01 y p =< 0,001 entre ratones tratados con isotipo IgG; de OVA y
anti-IL-25.
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Figura 14
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