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DESCRIPCION
Anticuerpos biespecificos anti-BAFF-anti-IL-17

La presente invencién pertenece al campo de la medicina, en particular al nuevo campo de los anticuerpos
biespecificos dirigidos contra el factor activador de células B de la familia del TNF (BAFF) y la interleuquina-17A (IL-
17). Se espera que los anticuerpos biespecificos desvelados en el presente documento sean Utiles para tratar la nefritis
lupica (NL), el lupus eritematoso sistémico (LES), la artritis reumatoide (AR), la psoriasis (Ps), la espondilitis
anquilosante (EA), la artritis psoriasica (AP), el sindrome de Sjogren primario (SSp), o el mieloma multiple (MM).

Se ha asociado un aumento en los niveles de IL-17 con varias afecciones, enfermedades o trastornos, que incluyen
la inflamacion de las vias respiratorias, la artritis reumatoide, la osteoartritis, la erosion 6sea, los abscesos y las
adhesiones intraperitoneales, el trastorno inflamatorio del intestino, el rechazo de aloinjertos, la psoriasis, ciertos tipos
de canceres, la angiogénesis, la aterosclerosis y la esclerosis multiple. La IL-17 y el receptor de IL-17 se encuentran
sobrerregulados en el tejido sinovial de los pacientes con artritis reumatoide. El bloqueo de la bioactividad de IL-17
reduce la inflamacion y la erosion 6sea en diversos modelos animales de artritis. Ademas, la IL-17 posee efectos
independientes de IL-1( sobre la degradacion de la matriz de colageno y la inflamacion y los dafios en articulaciones,
mientras que la IL-17 presenta sinergia con el TNF-a para amplificar la inflamacion. Asi, debido a su distribucion
localizada en el sitio de la inflamacion, la IL-17 parece que pueda constituir una diana posible para el tratamiento de
la artritis reumatoide y ofras enfermedades inflamatorias o autoinmunoldégicas, con un perfil de seguridad
potencialmente mayor que los farmacos que se dirigen a la circulacién sistémica de citoquinas proinflamatorias, tales
como el TNF-a.

La implicacion del factor activador de células B (BAFF) en la patogénesis de las enfermedades autoinmunoldgicas se
ilustra por la sobreexpresion de BAFF en modelos de ratén, que provoca que la enfermedad autoinmunolégica imite a
la artritis reumatoide, al lupus eritematoso sistémico y al sindrome de Sjogren primario, asi como que se produzca un
aumento en dos veces de la aparicién del linfoma de células B. En seres humanos, numerosos informes han
demostrado unos niveles elevados de BAFF en suero en pacientes con LES, AR, SSp, y esclerosis sistémica. Se ha
demostrado que BAFF estimula la expansion de células Th17 y que la IL-17 es una citoquina efectora crucial para los
efectos proinflamatorios mediados por BAFF durante el desarrollo de la artritis inducida por colageno. También se ha
demostrado que la IL-17 actia en sinergia con BAFF para influir en la biologia de las células B y la patofisiologia del
LES. También existen pruebas de que tanto BAFF como IL-17 desempefian un papel en la patologia asociada con la
LN; de hecho, se ha indicado los pacientes con LN presentan niveles elevados de IL-17 y BAFF.

El LES es una enfermedad autoinmunoldgica multisistémica y muy heterogénea que se caracteriza por el desarrollo
de autoanticuerpos y por la formacion de complejos inmunoldgicos. Se calcula que 30-60% de los pacientes con LES
presentan implicaciones renales en algin momento del desarrollo de su enfermedad. La NL es una enfermedad
autoinmunolégica multifactorial compleja. Si se deja sin tratar, la tasa de supervivencia a los 5 afios de los pacientes
con NL es del 0-20%. La introduccion de la terapia inmunosupresora ha mejorado muchisimo esta situacion, y la tasa
de supervivencia a los 10 afios actual es del 88%. Sin embargo, esta mejora tiene un coste para el paciente, puesto
que muchos de estos tratamientos presentan graves acontecimientos adversos, en especial debido a que deben
recibirse de forma crénica. Ademas, la respuesta es lenta y, a menudo, incompleta, y solo 25-50% de los pacientes
consiguen la remision.

La coadministracion de un anticuerpo de BAFF y un anticuerpo de IL-17 requiere inyecciones de los dos productos
distintos o una unica inyeccion de una coformulacion de los dos anticuerpos diferentes. Dos inyecciones permitirian
flexibilizar la cantidad de dosis y el programa de administracion, pero suponen una molestia para los pacientes, porque
dificultan el cumplimiento y causan dolor. Una coformulaciéon también podria proporcionar cierta flexibilidad en las
cantidades de las dosis, pero a menudo resulta problematico o imposible determinar las condiciones de formulaciéon
que permitan la estabilidad quimica y fisica de ambos anticuerpos, debido a las diferentes caracteristicas moleculares
de los dos anticuerpos distintos.

En el documento WO19509917 se desvela un procedimiento para producir anticuerpos tetravalentes biespecificos
(MAb-scFV) empleando la tecnologia del ADN recombinante por medio de la produccién de un fragmento variable de
anticuerpo monocatenario condensado con un anticuerpo completo que tiene una especificidad diferente. Esta fusion
génica se expresa por medio de una transfeccion, que resulta en un anticuerpo tetravalente que tiene una especificidad
dual. El documento WO2003016468 desvela anticuerpos anti-BAFF que se unen a las formas solubles y unidas a
membrana de la BAFF humana y las neutralizan. En el documento WO2007070750 se desvelan anticuerpos anti-IL-
17 que se unen a la IL-17 humana y la neutralizan. Sin embargo, cuando siguieron las indicaciones del documento
WO199509917 para crear un anticuerpo biespecifico de partida que comprendia los anticuerpos anti-BAFF del
documento W02003016468 y los anticuerpos anti-IL-17 del documento WO2007070750, los inventores del presente
documento descubrieron problemas importantes asociados con la estabilidad quimica y fisica. Fueron necesarios
muchos cambios en los aminoacidos del anticuerpo biespecifico de partida para solucionar suficientemente estos
problemas. En la técnica no se sugiere esta necesidad ni los cambios realizados. Ademas, estos cambios no son
habituales ni se derivan del conocimiento corriente general. De modo similar, los propios anticuerpos individuales no
presentan estos problemas, lo cual sugiere que el entorno local alrededor de estas areas es diferente en el contexto
de los anticuerpos biespecificos. Asi, es necesaria una intervencién farmacolédgica con un anticuerpo biespecifico que
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neutralice a BAFF y a IL-17.

En el presente documento se desvela un anticuerpo biespecifico que comprende dos primeros polipéptidos y dos
segundos polipéptidos.

En el presente documento también se desvela una molécula de ADN que comprende una secuencia polinucleotidica
que codifica el primer polipéptido.

En el presente documento se desvela ademas una molécula de ADN que comprende una secuencia polinucleotidica
que codifica el segundo polipéptido.

La presente invencién proporciona una molécula de ADN que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica
el primer polipéptido y el segundo polipéptido. La secuencia de aminoacidos del primer polipéptido es SEQ ID NO: 1
y la secuencia de aminoacidos del segundo polipéptido es SEQ ID NO: 2.

La presente invencion también proporciona una célula de mamifero transformada con la molécula de ADN de la
presente invencion, cuya célula es capaz de expresar un anticuerpo biespecifico que comprende el primer polipéptido
cuya secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 1 y el segundo polipéptido cuya secuencia de aminoacidos es SEQ
ID NO: 2.

La presente invencién también proporciona una célula de mamifero que comprende una molécula de ADN que
comprende un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1y
una molécula de ADN que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, cuya célula es capaz de expresar un anticuerpo biespecifico que
comprende un primer polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y un segundo polipéptido
que tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

En una realizacion preferida de la presente invencion, la célula de mamifero es una célula CHO (siglas del inglés
Chinese Hamster Ovary, ovario de hamster chino).

La presente invencion también proporciona un procedimiento para producir un anticuerpo biespecifico que comprende
el primer polipéptido y el segundo polipéptido, que comprende cultivar la célula de mamifero en determinadas
condiciones que permitan que el anticuerpo biespecifico se exprese y recuperar el anticuerpo biespecifico expresado.
La secuencia de aminoacidos del primer polipéptido es SEQ ID NO: 1 y la secuencia de aminoacidos del segundo
polipéptido es SEQ ID NO:2.

En el presente documento se desvela ademas un anticuerpo biespecifico producido por dicho procedimiento.

En el presente documento se desvela ademas un procedimiento para tratar el lupus eritematoso sistémico, la nefritis
lupica, la artritis reumatoide, la psoriasis, la espondilitis anquilosante, la artritis psoriasica, el sindrome de Sjogren
primario, o el mieloma multiple, que comprende administrar a un paciente que lo necesite una cantidad eficaz de un
anticuerpo biespecifico.

En el presente documento se desvela ademas un anticuerpo biespecifico para su uso en terapia.

En el presente documento se desvela ademas un anticuerpo biespecifico para su uso en el tratamiento del lupus
eritematoso sistémico, la nefritis lUpica, la artritis reumatoide, la psoriasis, la espondilitis anquilosante, la artritis
psoriasica, el sindrome de Sjogren primario, o el mieloma multiple.

En el presente documento se desvela ademas una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo
biespecifico, y uno o mas vehiculos, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables.

La IL-17 humana significa una proteina homodimérica que comprende dos proteinas de IL-17A humanas. Un
heterodimero de IL-17A/F humano es una proteina de IL-17A humana y una proteina de IL-17F humana.

Un anticuerpo biespecifico significa una molécula de inmunoglobulina que comprende cuatro sitios de union al
antigeno, que se une a dos antigenos diferentes con especificidad para cada antigeno en el formato de MAb-scFV. El
anticuerpo biespecifico es capaz de unirse a cada antigeno por si solo o a cada antigeno simultaneamente.

El anticuerpo biespecifico desvelado en el presente documento comprende dos primeros polipéptidos y dos segundos
polipéptidos. Cada uno de los primeros polipéptidos forma un enlace disulfuro intercatenario con cada uno de los
segundos polipéptidos, y el primer polipéptido forma dos enlaces disulfuro intercatenarios con el otro primer
polipéptido, y cada uno de los primeros polipéptidos forma varios enlaces disulfuro intracatenarios. La relacion de los
polipéptidos y los enlaces disulfuro se muestra en el siguiente esquema:
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Segundo polipéptido
E

1

e

Primer polipéptido

%
$
5

Segundo polipeptido

La secuencia de aminoacidos del primer polipéptido es:

QVOLOOWGAG
INHSGSTNYN
DILTGYYYYF

LVKDYFPEPV
TKTYTCNVDH

KDTLMISRTP
STYRVVSVLT
VYTLPPSQEE
LDSDGSFFLY
GGSGGGGTGG
ROAPGOQCLEW
SEDTAVYYCA
GSDIVMTQTP
POLLIYKVSN

LPFTFGCGTK

LLKPSETLSL
PSLKSRVTIS
DYWGOQGTLVT

TVSWNSGALT
KPSNTKVDKR

EVTCVVVDVS
VLHODWLNGK
MTKNQVSLTC
SRLTVDKSRW
GGSQVQLVQS
MGVINPTYGT
RYDYFTGTGV
LSLSVTPGQP
REFIGVPDRES

LEIK 714

TCAVYGGSES
VDTSKNQFEFSL
VSSASTKGPS

SGVHTFPAVL
VESKYGPPCP

QEDPEVQENW
EYKCKVSNKG
LVKGEFYPSDI
QEGNVESCSV
GAEVKKPGSS
TDYNQREFKGR
YWGQGTLVTV
ASISCRSSRS
GSGSGTDFTL

5

Primer pf)lipé_ptido

I
 S—

GYYWSWIRQP
KLSSVTAADT
VEPLAPCSRS

QSSGLYSLSS
PCPAPEFLGG

YVDGVEVHNA
LPSSIEKTIS
AVEWESNGQOP
MHEALHNHYT
VKVSCKASGY
VITITADESTS
SSGGGGSGGG
LVHSRGETYL
KISRVEAEDV

(SEQ ID NO:1).

La secuencia de aminoacidos del segundo polipéptido es:

PGKGLEWIGE
AVYYCARGYY
TSESTAALGC

VVTVPSSSLG
PSVFLEFPPKP

KTKPREEQFN
KAKGQPREPQ
ENNYKTTPPV
OKSLSLSPGG
KFTDYHIHWV
TAYMELSSLR
GSGGGGSGGG
HWYLOKPGQS
GVYYCSQSTH

50
100
150

200
250

300
350
400
450
500
550
600
650
700

EIVLTQSPAT LSLSPGERAT LSCRASQSVS RYLAWYQQOKP GQAPRLLIYD 50
100
150

200

ASNRATGIPA RESGSGSGTD STLTISSLEP EDFAVYYCQQ RSNWPRTEGQ

GTKVEIKRTV AAPSVEFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNEFY PREAKVQWKV
DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSNTLT LSKADYEKHK

(SEQ ID NO:2).

VYACEVTHQG

LSSPVTKSEFN RGEC 214

El enlace disulfuro intercatenario de cada uno de los primeros polipéptidos y cada uno de los segundos polipéptidos

se forma entre el resto cisteina 137 de SEQ ID NO: 1y el resto cisteina 214 de SEQ ID NO: 2. El primer polipéptido
forma dos enlaces disulfuro intercatenarios con el otro primer polipéptido. El primer enlace disulfuro intercatenario se

4
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forma entre el resto cisteina 229 del primer polipéptido de SEQ ID NO: 1 y el resto cisteina 229 del otro primer
polipéptido de SEQ ID NO: 1. El segundo enlace disulfuro intercatenario se forma entre el resto cisteina 232 del primer
polipéptido de SEQ ID NO: 1 y el resto cisteina 232 del otro primer polipéptido de SEQ ID NO: 1.

Dentro del scFV, se forma un enlace disulfuro intracatenario modificado entre el resto cisteina 507 de SEQ ID NO: 1
y el resto cisteina 707 de SEQ ID NO: 1. Ademas, se forma un enlace disulfuro intracatenario entre el resto cisteina
625 de SEQ ID NO: 1 y el resto cisteina 695 de SEQ ID NO: 1. Dentro del MADb, los enlaces disulfuro intracatenarios
que normalmente aparecen en un anticuerpo IgG4 se forman entre el resto cisteina 22 de SEQ ID NO: 1 y el resto
cisteina 95 de SEQ ID NO: 1, entre el resto cisteina 150 de SEQ ID NO: 1 y el resto cisteina 206 de SEQ ID NO: 1,
entre el resto cisteina 264 de SEQ ID NO: 1 y el resto cisteina 324 de SEQ ID NO: 1, entre el resto cisteina 370 de
SEQ ID NO: 1y el resto cisteina 428 de SEQ ID NO: 1, entre el resto cisteina 485 de SEQ ID NO: 1y el resto cisteina
559 de SEQ ID NO: 1, entre el resto cisteina 23 de SEQ ID NO: 2 y el resto cisteina 88 de SEQ ID NO: 2, y entre el
resto cisteina 134 de SEQ ID NO: 2 y el resto cisteina 194 de SEQ ID NO: 2.

El primer polipéptido comprende una primera region variable de cadena pesada (HCVR1), una regién constante de
cadena pesada (CH), una segunda region variable de cadena pesada (HCVR2) y una segunda region variable de
cadena ligera (LCVR2). Los segundos polipéptidos comprenden una primera region variable de cadena ligera (LCVR1)
y una region constante de cadena ligera (CL). Las regiones HCVR y LCVR pueden subdividirse en regiones de
hipervariabilidad, denominadas “regiones determinantes de la complementariedad” (CDR), intercaladas entre las
regiones de marco (FR). Cada HCVR y LCVR esta compuesta por tres CDR y cuatro FR, dispuestas desde el amino-
terminal hasta el carboxilo-terminal en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4.

Las 3 CDR de HCVR1 se denominan CDRH1-1, CDRH1-2, y CDRH1-3, las 3 CDR de HCVR2 se denominan CDRH2-
1, CDRH2-2, y CDRH2-3, las 3 CDR de LCVR1 se denominan CDRL1-1, CDRL1-2 y CDRL1-3, y las 3 CDR de LCVR2
se denominan CDRL2-1, CDRL2-2 y CDRL2-3.

La CH esta unida a HCVR2 a través de un conector de aminoacidos (L1). HCVR2 esta unida a LCVR2 a través de un
conector de aminoacidos (L2).

La relacion entre las diversas regiones y conectores es la siguiente:

Polipéptido 1 - SEQ ID NO: 1 Polipéptido 1 - SEQ ID NO: 2
Region Posiciones Region Posiciones
FRH1-1 1-26 FRL1-1 1-23
CDRH1-1 27-35 CDRL1-1 24-34
FRH1-2 36-49 FRL1-2 35-49
HCVR1 BAFF LCVR1 BAFF
CDRH1-2 50-65 CDRL1-2 50-56
FRH1-3 66-97 FRL1-3 57-88
CDRH1-3 98-112 CDRL1-3 89-97
FRH1-4 113-123 FRL1-4 98-107
Constante CH 124-447 Constante CL 108-214
Conector L1 448-463
FRH2-1 464-487-
CDRH2-1 488-498
HCVR2 IL-17 FRH2-2 499-512
CDRH2-2 513-528
FRH2-3 529-561
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(continuacion)

Polipéptido 1 - SEQ ID NO: 1 Polipéptido 1 - SEQ ID NO: 2
CDRH2-3 562-571
FRH2-4 572-582
Conector L2 583-602
FRL2-1 603-625
CDRL2-1 626-641
FRL2-2 642-656
LCVR2 IL-17 CDRL2-2 657-663
FRL2-3 664-695
CDRL2-3 696-704
FRL2-4 705-714

Modificacion del anticuerpo biespecifico

Cuando se construy6 un anticuerpo biespecifico en el formato MAb-scFv con la porcién de unién del anti-IL-17 en la
configuracién scFv, se encontraron problemas significativos asociados con la estabilidad quimica y fisica. Se realizaron
modificaciones quimicas en las porciones CDRL2-1 y CDRH2-2 del anticuerpo biespecifico que mejoraron la
estabilidad fisica y redujeron la agregacion dependiente de la concentracion. Estudios profundos sobre la solubilidad
y la estabilidad de la proteina identificaron restos quimicamente inestable en CDRL2-1 y CDRH2-2. Estos restos labiles
fueron reemplazados por aminoacidos de carga neutra empleando bancos de transporte dirigido construidos por medio
de la eliminacion de codones. Ademas, se calculd la superficie electrostatica del anticuerpo biespecifico y se
identificaron las zonas cargadas. Las alteraciones de estas zonas cargadas en el scFv condujeron a una disminucion
en la autoasociacion de las proteinas. Sin embargo, se identificé una mutacion en la porcion CDRH2-1 del anticuerpo
biespecifico que reequilibra la distribucion electrostatica de la superficie y mejora la solubilidad y la estabilidad fisica a
concentraciones elevadas. En los anticuerpos individuales de origen no aparecieron ninguna de estas cuestiones.
Estos problemas solo aparecieron en el contexto de la construccién de un anticuerpo biespecifico en el formato de
MADb-scFv, lo cual sugiere que el entorno local alrededor de las areas mutadas del anticuerpo individual es diferente
en el contexto de un anticuerpo biespecifico.

Se realizaron otras modificaciones quimicas para estabilizar la interfase HCVR2/LCVR2 en la porcion de IL-17 del
anticuerpo biespecifico y para reducir la agregacion del anticuerpo biespecifico. Estudios realizados para determinar
la agregacion demostraron que la autoasociacion de las proteinas observada no estaba provocada por la inestabilidad
conformacional de los dominios HCVR2 o LCVR2 individuales, sino por la apertura o respiracién de la interfase
HCVR2/LCVR2, que conduce a interacciones intermoleculares de las proteinas. Asi, se introdujeron diversos enlaces
disulfuro intracatenarios en la interfase HCVR2/LCVR2 de la porcién de IL-17 del anticuerpo biespecifico. Uno de estos
enlaces disulfuro intracatenarios aparece en cada uno de los primeros polipéptidos entre el resto cisteina 507 de SEQ
ID NO: 1 y el resto cisteina 707 de SEQ ID NO: 1. Este enlace disulfuro conecta covalentemente la interfase
HCVR2/LCVR2 en la porcion de IL-17 del anticuerpo biespecifico, que estabiliza la interfase HCVR2/LCVR2 y reduce
las interacciones intermoleculares de las proteinas que pueden conducir a una inestabilidad fisica y a limitaciones de
formulacién desfavorables. De los nueve enlaces disulfuro distintos ensayados, de los cuales 8 expresaban la proteina
funcional, la magnitud de pérdida de afinidad variaba de aproximadamente 2 a aproximadamente 35 veces. El enlace
disulfuro intracatenario en cada uno de los primeros polipéptidos entre el resto cisteina 507 de SEQ ID NO: 1y el resto
cisteina 707 de SEQ ID NO: 1 es el que mejor estabiliza la interfase HCVR2/LCVR2, manteniendo, al mismo tiempo,
una 6ptima afinidad de unién por IL-17.

Ademas, los estudios han indicado que la longitud del conector para L1 afecta a la cinética de unién. El analisis cinético
(mediante resonancia de plasmén de superficie) demostré que un conector de 10 aminoacidos es responsable de una
reduccioén en dos veces de la velocidad de Ky, comparado con conectores de 15 aminoacidos y de 20 aminoacidos.
Por tanto, en el anticuerpo biespecifico desvelado en el presente documento se introdujo una longitud de conector de
15 aminoacidos.
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Unién del anticuerpo biespecifico

Los anticuerpos biespecificos desvelados en el presente documento se unen al BAFF humano y a la IL-17 humana y
neutralizan al menos una bioactividad del BAFF humano y al menos una bioactividad de la IL-17 humana in vitro o in
vivo. Los anticuerpos biespecificos desvelados en el presente documento son potentes inhibidores de la IL-17 en
presencia y en ausencia de BAFF in vitro. Los anticuerpos biespecificos desvelados en el presente documento son
potentes inhibidores del BAFF soluble y unido a membranas en presencia y en ausencia de IL-17 in vitro. Los
anticuerpos biespecificos desvelados en el presente documento se caracterizan ademas por tener una afinidad de
union (Kp) por el BAFF humano en el intervalo de 150 pM a 1 pM, y por la IL-17 humana en el intervalo de 50 pM a 1
pM. Los anticuerpos biespecificos presentan una afinidad de uniéon por el heterodimero IL-17A/F humano de
aproximadamente 90 pM.

Los anticuerpos biespecificos neutralizan, de modo eficaz, el BAFF soluble y también unido a membranas, y esta
neutralizacion no se ve afectada por la presencia de cantidades saturantes de IL-17 humana. Los anticuerpos
biespecificos neutralizan, de modo eficaz, la IL-17 humana, y esta neutralizacién no se ve afectada por la presencia
de cantidades saturantes de BAFF humano.

Expresion del anticuerpo biespecifico

Los vectores de expresion capaces de dirigir la expresion de genes a los que estan unidos operablemente son muy
conocidos en la técnica. Los vectores de expresion pueden codificar un péptido sefial que facilita la secrecién del
polipéptido o polipéptidos desde la célula hospedadora. El péptido sefial puede ser un péptido sefial de
inmunoglobulina o un péptido sefial heterélogo. El primer polipéptido y el segundo polipéptido pueden expresarse
independientemente de los diferentes promotores a los que estan unidos operablemente en un vector o, como
alternativa, el primer polipéptido y el segundo polipéptido pueden expresarse independientemente de los diferentes
promotores a los que estan unidos operablemente en dos vectores (uno expresa el primer polipéptido y el otro expresa
el segundo polipéptido).

Una célula hospedadora incluye células transfectadas, transformadas, transducidas o infectadas de modo estable o
transitorio con uno o mas vectores de expresion que expresan un primer polipéptido, un segundo polipéptido o ambos
un primer polipéptido y un segundo polipéptido de la invencién. La creacion y el aislamiento de lineas de células
hospedadoras que producen un anticuerpo biespecifico como se desvela en el presente documento puede lograrse
empleando técnicas convencionales conocidas en la técnica. Las células de mamifero son las células hospedadoras
preferidas para la expresion de los anticuerpos biespecificos. En particular, las células de mamifero son HEK 293,
NSO, DG-44 y CHO. Preferentemente, los anticuerpos biespecificos se segregan hacia el medio en el que se cultivan
las células hospedadoras, del cual pueden recuperarse o purificarse los anticuerpos biespecificos.

En la técnica se sabe que la expresion de anticuerpos en mamiferos produce glicosilaciones. Generalmente, la
glicosilacion aparece en la region Fc del anticuerpo en un sitio de N-glicosilacion altamente conservado. Generalmente,
los N-glicanos se unen a la asparagina. Cada uno de los primeros polipéptidos esta glicosilado en el resto asparagina
300 de SEQ ID NO: 1.

Una secuencia polinucleotidica de ADN concreta que codifica el primer polipéptido que tiene una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1 es:
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CAGGTGCAACTACAGCAGTGGGGCGCAGGACTGTTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTC
ACCTGCGCTGTCTATGGTGGGTCCTTCAGTGGTTACTACTGGAGCTGGATTCGCCAGCCC
CCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTGGGGAAATCAATCATAGTGGAAGCACCAACTACAAC
CCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTG
AAACTGAGCTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGGGTATTAC
GATATTTTGACTGGTTATTATTACTACTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACC
GTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCGCTAGCGCCCTGCTCCAGGAGC
ACCTCCGAGAGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTG
ACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTA
CAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGC
ACGAAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGA
GTTGAGTCCAAATATGGTCCCCCATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAGTTCCTGGGGGGA
CCATCAGTCTTCCTGTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCT
GAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGG
TACGTGGATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTTCAAC
AGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAG
GAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCGTCCTCCATCGAGAAAACCATCTCC
AAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGAGGAG
ATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATC
GCCGTGGAGTGGGAAAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTG
CTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGCAGGTGG
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CAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACA
CAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCTGGAGGCGGAGGATCCGGGGGAGGGGGTACCGGAGGA
GGGGGCTCGCAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCA
GTGAAGGTTTCCTGCAAGGCATCTGGTTACAAGTTCACTGACTACCATATTCATTGGGTG
CGACAGGCCCCTGGACAATGCCTTGAGTGGATGGGAGTAATTAATCCTACTTATGGTACT
ACTGACTACAATCAGCGGTTCAAAGGCCGTGTCACCATTACCGCGGACGAATCCACGAGC
ACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCG
AGATATGATTACTTTACTGGGACGGGTGTGTACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTC
TCCTCAGGTGGCGGAGGATCTGGTGGAGGTGGCTCAGGAGGTGGCGGAAGCGGCGGAGGT
GGAAGTGATATTGTGATGACTCAGACTCCACTCTCCCTGTCCGTCACCCCTGGACAGCCG
GCCTCCATCTCCTGCAGATCTAGTAGGAGCCTTGTACACAGTCGTGGAGAAACCTATTTA
CATTGGTATCTGCAGAAGCCAGGCCAATCTCCACAGCTCCTAATTTATAAAGTTTCCAAC
CGGTTTATTGGGGTCCCAGACAGATTCAGCGGCAGTGGGTCAGGCACAGATTTCACACTG
AAAATCAGCAGGGTGGAGGCCGAAGATGTTGGGGTTTATTACTGCTCTCAAAGTACACAT
CTTCCATTCACGTTTGGCTGCGGGACCAAGCTGGAGATCAAA SEQID NO:3.

Una secuencia polinucleotidica de ADN concreta que codifica el primer segundo que tiene una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2 es:

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACC
CTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCCGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCT
GGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGATGCATCCAACAGGGCCACTGGCATCCCAGCC
AGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTCCACTCTCACCATCAGCAGCCTAGAGCCT
GAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGCGTAGCAACTGGCCTCGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCAAACGAACTGTGGCGGCGCCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCA
TCTGATGAGCAGTTGAAATCCGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTAT
CCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAG
GAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAACACCCTGACG
CTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGC

CTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGC
SEQ ID NO: 4.

El medio hacia el cual se ha segregado un anticuerpo biespecifico puede purificarse mediante técnicas
convencionales. Por ejemplo, el medio puede aplicarse y eluirse de una columna de proteina A o G empleando
procedimientos convencionales. Los agregados y multimeros solubles pueden retirarse de modo eficaz por medio de
técnicas habituales, que incluyen la exclusidon molecular, la interaccion hidréfoba, el intercambio idnico o la
cromatografia de hidroxiapatita. El producto puede congelarse inmediatamente, por ejemplo, a -70 °C, o puede
liofilizarse.
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Puede ser necesario reducir el nivel de anticuerpo biespecifico plegado de modo incorrecto presente en el medio. El
anticuerpo plegado de modo incorrecto también se conoce como diacuerpo. El plegamiento incorrecto aparece cuando
uno o mas enlaces disulfuro se forman de modo incorrecto, tanto enlaces intercatenarios como intracatenarios. El
anticuerpo biespecifico plegado de modo incorrecto puede purificarse mediante técnicas convencionales. Por ejemplo,
el medio que contiene el anticuerpo biespecifico plegado de modo incorrecto puede aplicarse y eluirse de una resina
de intercambio catidnico fuerte. Por ejemplo, se emplea la resina de intercambio catiénico fuerte SP-Sepharose HP
para purificar el anticuerpo biespecifico plegado correctamente del diacuerpo. El pH del medio que contiene el
diacuerpo se ajusta a pH 8 empleando base Tris 1 M. El medio se carga en una columna de SP-Sepharose HP, se
lava con 2 volumenes de columna de Tris 20 mM, pH 8, y se eluye con Tris 20 mM, NaCl 100 mM, pH 8, en 30
volumenes de columna (NaCl 0-70 mM). Los eluatos reunidos pueden evaluarse para el peso molecular alto frente al
pico principal. Un resultado tipico es una mejora de 10% de diacuerpo a 1% de diacuerpo con una recuperacion del
71%.

En otro ejemplo, se emplea la resina de intercambio catiénico fuerte Poros HS 50 para purificar el anticuerpo
biespecifico plegado correctamente del diacuerpo. El pH del medio que contiene el diacuerpo se ajusta a pH 8
empleando base Tris 1 M. El medio se carga en una columna de SP-Sepharose HP y se eluye con Tris 20 mM, NaCl
100 mM, pH 8, en 15 volumenes de columna (NaCl 15-50 mM). Los eluatos reunidos pueden evaluarse para el peso
molecular alto frente al pico principal. Un resultado tipico es una mejora de 10% de diacuerpo a 1% de diacuerpo con
una recuperacion del 57%.

Usos terapéuticos

Un paciente se refiere a un mamifero, preferentemente un ser humano, con una enfermedad, un trastorno o una
afeccion que se beneficiaria de un nivel disminuido de BAFF y/o de IL-17, o de una disminucion en la bioactividad de
BAFF y/o IL-17.

Tratamiento y/o tratar pretenden indicar todos los procesos en los que puede producirse un frenado, una interrupcion,
una detencién, un control o una parada del avance de los trastornos descritos en el presente documento, pero no
indica necesariamente una eliminacién total de todos los sintomas del trastorno. Se espera que el anticuerpo
biespecifico desvelado en el presente documento trate el lupus eritematoso sistémico, la nefritis lUpica, la artritis
reumatoide, la psoriasis, la espondilitis anquilosante, la artritis psoriasica, el sindrome de Sjoégren primario, o el
mieloma multiple.

Composiciéon farmacéutica

Un anticuerpo biespecifico desvelado en el presente documento puede incorporarse en una composicién farmacéutica
adecuada para la administraciéon a un paciente. Estas composiciones farmacéuticas se disefian para que sean
apropiadas para la via de administracion seleccionada, y se emplean diluyentes, vehiculos y/o excipientes
farmacéuticamente aceptables, tales como agentes dispersantes, tampones, tensioactivos, conservantes, agentes
solubilizantes, agentes de isotonicidad, agentes estabilizantes y similares, segin sea apropiado. Dichas
composiciones pueden disefiarse segun técnicas convencionales descritas, por ejemplo, en Remington, The Science
and Practice of Pharmacy, 19? edicion, Gennaro, Ed., Mack Publishing Co., Easton, PA 1995, que proporciona un
compendio de técnicas de formulacion, tal como conocen en general los expertos en la técnica. Los vehiculos
adecuados para las composiciones farmacéuticas incluyen cualquier material que, cuando se combina con un
anticuerpo biespecifico desvelado en el presente documento, conserva la actividad de la molécula y no reacciona con
el sistema inmunoldgico del paciente. Una composicion farmacéutica desvelada en el presente documento comprende
un anticuerpo biespecifico y uno o mas vehiculos, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables.

Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo biespecifico desvelado en el presente documento puede
administrarse a un paciente en riesgo de padecer o que padece las enfermedades o los trastornos descritos en el
presente documento empleando técnicas de administraciéon convencionales.

Una composicion farmacéutica desvelada en el presente documento contiene una cantidad eficaz de un anticuerpo
biespecifico como se desvela en el presente documento. Una cantidad eficaz se refiere a una cantidad necesaria (en
dosificaciones y durante periodos de tiempo y para la via de administracion) para lograr el resultado terapéutico
deseado. Una cantidad eficaz del anticuerpo biespecifico puede variar segun factores tales como el estado de
enfermedad, la edad, el sexo y el peso del individuo, y la capacidad del anticuerpo o una porcién del anticuerpo para
suscitar una respuesta deseada en el individuo. Una cantidad eficaz también es una cantidad a la cual cualquier efecto
toxico o perjudicial del anticuerpo biespecifico es superado por los efectos terapéuticamente beneficiosos.

El anticuerpo biespecifico del siguiente ejemplo de expresién y demostracion de las propiedades comprende dos
primeros polipéptidos que tienen las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y dos segundos polipéptidos que
tienen las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, en los que cada uno de los primeros polipéptidos forma un
enlace disulfuro intercatenario con cada uno de los segundos polipéptidos entre el resto cisteina 137 de SEQ ID NO:
1y el resto cisteina 214 de SEQ ID NO: 2, y el primer polipéptido forma dos enlaces disulfuro intercatenarios con el
otro primer polipéptido entre el resto cisteina 229 del primer polipéptido de SEQ ID NO: 1 y el resto cisteina 229 del
otro primer polipéptido de SEQ ID NO: 1 y entre el resto cisteina 232 del primer polipéptido de SEQ ID NO: 1y el resto

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2789474 T3

cisteina 232 del otro primer polipéptido de SEQ ID NO: 1, y cada uno del primer polipéptido forma un enlace disulfuro
intracatenario entre el resto cisteina 22 y el resto cisteina 95 de SEQ ID NO: 1, entre el resto cisteina 150 de SEQ ID
NO: 1y el resto cisteina 206 de SEQ ID NO: 1, entre el resto cisteina 264 de SEQ ID NO: 1y el resto cisteina 324 de
SEQ ID NO: 1, entre el resto cisteina 370 de SEQ ID NO: 1y el resto cisteina 428 de SEQ ID NO: 1, entre el resto
cisteina 485 de SEQ ID NO: 1y el resto cisteina 559 de SEQ ID NO: 1, entre el resto cisteina 507 de SEQ ID NO: 1y
el resto cisteina 707 de SEQ ID NO: 1, y entre el resto cisteina 625 de SEQ ID NO: 1 y el resto cisteina 695 de SEQ
ID NO: 1, y cada uno de los segundos polipéptidos forma un enlace disulfuro intracatenario entre el resto cisteina 23
de SEQ ID NO: 2 y el resto cisteina 88 de SEQ ID NO: 2, y entre el resto cisteina 134 de SEQ ID NO: 2 y el resto
cisteina 194 de SEQ ID NO: 2, y en el que cada uno de los primeros polipéptidos esta glicosilado en el resto asparagina
300 de SEQ ID NO: 1. La proporcion de anticuerpo biespecifico correctamente plegado a diacuerpo plegado de modo
incorrecto es del orden de 90:10.

Expresion del anticuerpo biespecifico

El anticuerpo biespecifico puede expresarse y purificarse fundamentalmente como se indica a continuacion. Un vector
de expresion de glutamina sintasa (GS) que contiene el ADN de SEQ ID NO: 3 (que codifica el primer polipéptido que
tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1) y SEQ ID NO: 4 (que codifica la secuencia de aminoacidos de
cadena ligera de SEQ ID NO: 2) se emplea para transfectar la linea de células de hamster chino CHOK1SV (Lonza
Biologics PLC, Slough, Reino Unido) mediante electroporacion. El vector de expresion codifica un promotor temprano
de SV (virus de simio 40E) y el gen para la GS. La expresion de GS permite la sintesis bioquimica de glutamina, un
aminoacido necesario para las células CHOK1SV. Después de la transfeccion, las células se someten a una seleccion
en bloque con L-metionina sulfoximina (MSX) 50 uM. Se emplea la inhibicion de GS por MSX para aumentar la
rigurosidad de la seleccion. Las células que han integrado el ADNc del vector de expresion en regiones
transcripcionalmente activas del genoma de la célula hospedadora pueden seleccionarse frente a las células
CHOK1SV de tipo silvestre, que expresan un nivel enddégeno de GS. Las reuniones transfectadas se cultivan en placa
a baja densidad para conseguir un crecimiento cercano al clonal de las células con expresion estable. Los pocillos
maestros se seleccionan para la expresion del anticuerpo biespecifico y después se escalan en cultivos en suspension
sin suero para utilizarse en la produccion. El medio aclarado, hacia el cual se ha segregado el anticuerpo biespecifico,
se aplica a una columna de afinidad de proteina A que ha sido equilibrada con un tampén compatible, tal como
disolucién salina tamponada con fosfato (pH 7,4). La columna se lava para eliminar los componentes de unién no
especificos. El anticuerpo biespecifico unido se eluye, por ejemplo, mediante un gradiente de pH (tal como tampdn
fosfato de sodio 0,1 M, pH 6,8, hasta tampédn citrato de sodio 0,1 M, pH 2,5). Se detectan las fracciones de los
anticuerpos biespecificos, tal como mediante SDS-PAGE o exclusion molecular analitica, y después se reunen. Los
agregados y multimeros solubles pueden retirarse de modo eficaz por medio de técnicas habituales, que incluyen la
exclusion molecular, la interaccion hidrofoba, el intercambio idnico o la cromatografia de hidroxiapatita. El anticuerpo
biespecifico puede concentrarse y/o esterilizarse por filtracion empleando técnicas habituales. La pureza del
anticuerpo biespecifico después de estas etapas de cromatografia es mayor que 98%. El anticuerpo biespecifico
puede congelarse inmediatamente a -70 °C o conservarse a 4 °C durante varios meses.

Afinidad de unién a IL-17 y BAFF

La afinidad de union y la estequiometria de union del anticuerpo biespecifico con la IL-17 humana y con el BAFF
humano, se determinan empleando un ensayo de resonancia de plasmoén de superficie en un instrumento Biacore
2000 cebado con tampén de ensayo HBS-EP+ (GE Healthcare, Hepes 10 mM, pH 7,4 + NaCl 150 mM + EDTA 3 mM
+ tensioactivo P20 al 0,05%) y la temperatura del analisis se ajustd a 25 °C. Se utiliza un chip CM5 que contiene
proteina A inmovilizada (generado empleando el acoplamiento de amina con NHS-EDC convencional) en las cuatro
células de flujo (Fc) para emplear una metodologia de captura. Se preparan muestras de anticuerpos a 10 mcg/ml
mediante una dilucién en tampdn de ensayo. Se prepara la IL-17 humana o el BAFF humano a unas concentraciones
finales de 20,0, 10,0, 5,0, 2,5, 1,25 y 0 (blanco) nM mediante una dilucién en tampdn de ensayo. Cada ciclo de analisis
consiste en (1) capturar muestras de anticuerpos en células de flujo distintas (Fc2, Fc3, y Fc4), (2) inyectar 250 mcl
(300-sec) de IL-17 humana o BAFF humano a todas las Fc a 50 mcl/min, (3) volver al flujo de tampo6n durante 20 min
para controlar la fase de disociacion, (4) regenerar las superficies del chip con una inyeccion de 5 mcl (30-sec) de
glicina, pH 1,5, (5) equilibrar las superficies del chip con una inyeccién de 10 mcl (60-sec) de HBS-EP+. Los datos se
procesan empleando un sistema de doble referencia convencional y se ajustan a un modelo de unién 1:1 empleando
el software de evaluacion Biacore 2000, version 4.1, para determinar la tasa de asociacion (kon, unidades M-'s™), la
tasa de disociacion (ko, unidades s™'), y Rmax (unidades RU). La constante de disociacion en equilibrio (Kp) se calcula
a partir de la relacion Kp = koti/kon, ¥ S€ indica en unidades molar.
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Tabla 1: Afinidad de union a la IL-17 humana y al BAFF humano por el anticuerpo biespecifico

Antigeno Prom. kon = DE M-'s™" (108) Prom. kos + DE s Prom. Kp + DE pM n
IL-17 humana 25+0,4 3,7 (x1,8)x10° 14+5 3
BAFF humano 23+0,9 1,2(x0,5)x 10* 60 + 50 3

Estos resultados demuestran que el anticuerpo biespecifico desvelado en el presente documento se une a la IL-17
humana y al BAFF humano.

Union simultanea de IL-17 y BAFF

Para determinar si la IL-17 humana y el BAFF humano pueden unirse al anticuerpo biespecifico simultaneamente, se
emplea el instrumento BlAcore 2000. Excepto cuando se indique, todos los reactivos y materiales se adquirieron en
BlAcore AB (Upsala, Suecia). Todas las mediciones se realizaron a 25 °C. Se empled el tampon HBS-EP+ (cloruro de
sodio 150 mM, EDTA 3 mM, tensioactivo P-20 al 0,05% (en p/v), y HEPES 10 mM, pH 7,4) como tampo6n de ensayo
y tampon de muestras. Se inmoviliza la proteina A sobre las células de flujo 1 y 2 de un chip detector CM4 empleando
un kit de acoplamiento de amina. El anticuerpo biespecifico primero se captura sobre la célula de flujo 2, seguido de
la inyeccion de IL-17 humana a 20 nM durante 5 min para saturar el sitio de unién a IL-17. Después de la unién de IL-
17, se inyecta BAFF humano a 20 nM durante 5 min y se observa otra sefial de union. Después se regenera la
superficie del chip empleando glicina 10 mM, pH 1,5. Se repite el mismo proceso, excepto con un orden diferente de
IL-17 humana y BAFF humano. Se calcula la estequiometria para asegurar la saturacion completa de la IL-17 humana
o el BAFF humano al anticuerpo biespecifico. La estequiometria de la IL-17 humana al anticuerpo biespecifico
generalmente es de aproximadamente 1,3, basada en un experimento de unidon cinética. De modo similar, la
estequiometria del BAFF humano al anticuerpo biespecifico generalmente es de aproximadamente 1,0, basada en un
experimento de unién cinética. EI Ab de BAFF control es 4A5-3.1.1-B4 del documento US7.317.089. El Ab de IL-17
control es Fab 126 del documento US7.838.638.

Tabla 2: Unién simultanea de la IL-17 humana y del BAFF humano al anticuerpo biespecifico

Anticuerpo Primer analito A UR Segundo analito A UR
Biespecifico BAFF 22 IL-17 11
Biespecifico IL-17 15 BAFF 23
Ab de IL-17 BAFF 0 IL-17 32
Ab de IL-17 IL-17 16 BAFF 0
Ab de BAFF BAFF 33 IL-17 0
Ab de BAFF IL-17 0 BAFF 32

Estos resultados demuestran que el anticuerpo biespecifico desvelado en el presente documento puede unirse a la
IL-17 humana y al BAFF humano simultaneamente, tal como se demuestra por el aumento en las unidades de
respuesta (A UR) de la union de los dos ligandos al anticuerpo biespecifico.

Inhibicion de la producciéon de CXCL1 inducida por IL-17 en células HT-29 in vitro

Las células HT-29 son células epiteliales de adenocarcinoma colorrectal humano que expresan de modo natural el
receptor de IL-17. La incubacién de células HT29 con IL-17 humana da como resultado la producciéon de CXCL1, que
puede medirse empleando un ELISA disponible en el mercado.

Se evalua un intervalo de dosis del anticuerpo biespecifico de 41200 a 2,64 pM (la concentracion final se basa en el
PM monomérico del anticuerpo biespecifico (=100 kDa)). Después se afiade cada concentracion de ensayo del
anticuerpo biespecifico (50 mcl) a pocillos que contienen IL-17 recombinante (la concentracion final de la IL-17 en el
pocillo es de 3,75 nM (basada en el PM monomeérico de IL-17 (=16 kDa)). El ensayo se realiza en pocillos por triplicado
por tratamiento. Se emplea medio de ensayo para los controles de "solo medio" y "solo IL-17". Se utiliza un anticuerpo
neutralizante de IL-17 (Fab 126 del documento US7.838.638) como control positivo en el ensayo. Las placas que
contenian las mezclas de IL-17 y anticuerpo se incuban durante 60 a 90 minutos a 37 °C, humedad relativa del 95%,
CO2 al 5% en los pocillos interiores de las placas de 96 pocillos tratadas con cultivo de tejido. En una variacion de
este ensayo, se afiade una concentracion saturante de BAFF humano (concentracion final de 1,25 nM basada en el
PM monomérico de BAFF (=20 kDa)), con el objetivo de determinar si el anticuerpo biespecifico aun es capaz de
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neutralizar la IL-17 cuando esta simultaneamente unido al BAFF. Se cultivaron células HT-29 del modo habitual en
medio de ensayo (5A de McCoy que contiene FBS al 10%, penicilina G (0,2 U/ml) y estreptomicina (0,2 mcg/ml)). En
el dia del ensayo, las células se enjuagan con HBSS y se desprenden de los matraces de cultivo con tripsina + EDTA.
La tripsina se inactiva con medio de ensayo. Después, las células HT-29 se centrifugan a 500 X g durante 5 minutos
a temperatura ambiente. El sedimento celular se resuspende en medio de ensayo. Se mide la densidad celular con un
hemocitémetro, y se afiaden 20.000 células HT-29 (en 100 mcl) a las placas de 96 pocillos que contienen la mezcla
de anticuerpo/IL-17. Se afiaden 200 mcl de PBS a cada uno de los pocillos de los bordes que no se han utilizado (sin
células) para reducir los efectos del borde que surgen de la evaporacion. Las placas de 96 pocillos se colocan en un
incubador de cultivos de tejidos (37 °C, humedad relativa del 95%, CO2 al 5%) durante aproximadamente 48 horas.

Al final del ensayo, las placas se centrifugan (500 X g durante 5 minutos a temperatura ambiente), y el medio de cultivo
celular se traslada a placas de 96 pocillos de polipropileno, que se sellan y se congelan a -80 °C. En el dia de la
medicion de CXCL1 mediante ELISA, las placas se descongelan a temperatura ambiente. Se miden los niveles de
CXCL1 en el medio (no diluido o diluido 1:3) con un ELISA de "sandwich" para CXCL1 (R&D Systems DuoSet n.°
DY275), segun las instrucciones del fabricante, empleando los siguientes tampones y modificaciones: 1X tampén de
lavado de ELISA de BioFX Labs (desde 10X, n.° WSHW-1000-01); volumen de muestra y de patron de 50 mcl por
pocillo; sustrato de BioFX Labs (sustrato de HRP de un componente, n.° TMBW-1000-01); una disolucién de detencion
de BioFX Labs (n.° LSTP-1000-01; 100 mcl por pocillo). Al final de las reacciones de ELISA, las placas se leyeron a
450 nm en un lector de microplacas (Molecular Devices SpectraMax 190). Los datos se recogen como el porcentaje
de la cantidad maxima de CXCL1 producido (siendo del 100% solo con IL-17). Se calcula la concentracion en la que
50% de la respuesta inducida por IL-17 es inhibida (CI50) por el anticuerpo biespecifico o el control positivo, empleando
un ajuste sigmoidal de 4 parametros de los datos (GraphPad Prism).

Los resultados demuestran que el anticuerpo biespecifico desvelado en el presente documento inhibe la secrecion
inducida por IL-17 de CXCL1 por las células HT-29 de una manera dependiente de la concentracién. La inhibicién es
comparable a la observada con el anticuerpo de control positivo (con una CI50 para el anticuerpo biespecifico de 2,00
+ 0,21 nM frente a 1,86 + 0,22 nM para el anticuerpo de control positivo (promedio de 3 experimentos independientes
+ PEE)), mientras que el anticuerpo de control negativo no inhibi6 la proliferacion. Ademas, se observé una inhibicion
similar en presencia de una cantidad saturante de BAFF, con una CI50 para el anticuerpo biespecifico de 1,57 + 0,45
nM frente a 1,41 + 0,50 nM para el anticuerpo de control positivo (promedio de 3 experimentos independientes + PEE).
El anticuerpo biespecifico desvelado en el presente documento neutraliza con eficacia la IL-17 y esta neutralizacion
no se ve afectada por la presencia de cantidades saturantes de BAFF.

Inhibicion de la proliferacion inducida por BAFF de células T1165 in vitro

T1165.17 es una linea celular de plasmacitoma murino que depende de factores externos (IL-1beta o BAFF) para su
supervivencia y crecimiento. Estas células expresan de modo natural el receptor para BAFF, y su respuesta al BAFF
humano se mide controlando su proliferacion.

Se evalla un intervalo de dosis del anticuerpo biespecifico de 1 nM a 4,1 pM (la concentracion final se basa en el PM
monomérico del anticuerpo biespecifico (=100 kDa)) para la capacidad para neutralizar el BAFF soluble (la
concentracion final de BAFF soluble en el ensayo es de 150 pM basada en el PM monomérico de BAFF (=20 kDa)).
Se incuban diversas concentraciones de anticuerpo biespecifico con BAFF soluble durante 30-60 minutos a 37 °C en
los pocillos interiores de una placa de cultivo de tejidos de 96 pocillos de fondo plano en un volumen total de 50 mcl.
Se emplea un anticuerpo neutralizante de BAFF (4A5-3.1.1-B4 del documento US7.317.089) como control positivo en
el ensayo. Cada condicion se ensaya por triplicado. En una variaciéon de este ensayo, se ensaya la capacidad del
anticuerpo biespecifico para neutralizar el BAFF de membrana. Se incuban diversas concentraciones de anticuerpo
biespecifico con la fraccién de las membranas de células HEK293 que expresan una forma no rompible de BAFF (la
cual se logra mutando el sitio de ruptura de furina en BAFF, que provoca la expresion permanente de BAFF sobre las
membranas celulares). En otra variacion de este ensayo, se afiade una concentracion saturante de IL-17 humana
(concentracion final de 15,6 nM, basada en el PM monomérico de IL-17 (=16 kDa)), con el objetivo de determinar si el
anticuerpo biespecifico alin es capaz de neutralizar el BAFF soluble o0 de membranas cuando esta simultdneamente
unido a la IL-17.

Se cultivan células T1165 del modo habitual en medio de ensayo (RPMI1640 que contiene FBS al 10%, HEPES, L-
glutamina, piruvato de sodio 1 mM, 2-mercaptoetanol 5 x 105 M, 1X antibiético-antimicético) suplementado con IL-
1beta humana recombinante 2 ng/ml. En el dia del ensayo, las células se lavan 3 veces con medio de ensayo y se
resuspenden hasta 1 x 10% células/ml en medio de ensayo. Se afiaden 50 mcl de la suspension de células a la placa
de 96 pocillos que contiene la mezcla de anticuerpo y BAFF. Se afiaden 100 mcl del medio de ensayo a cada uno de
los pocillos de los bordes que no se han utilizado (sin células) para reducir los efectos del borde que surgen de la
evaporacion. Las placas se colocan en un incubador de cultivos de tejidos (37 °C, humedad relativa del 95%, CO2 al
5%) durante aproximadamente 44 horas. Al final del ensayo se afiaden 20 mcl de la disolucién Promega Cell Titer 96
Aqueous One Solution a cada pocillo y se incuba durante 1 a 4 horas a 37 °C. Las placas se leen a 490 nm en un
lector de microplacas (Molecular Devices SpectraMax 190). Los datos se recogen como el porcentaje de inhibicion,
empleando los pocillos sin BAFF como la respuesta minima y los pocillos con BAFF 150 pM como la respuesta
maxima. Se calcula la concentracion en la que 50% de la respuesta inducida por BAFF es inhibida (C150) por el
anticuerpo biespecifico o el control positivo, empleando un ajuste sigmoidal de 4 parametros de los datos (SigmaPlot).
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Los resultados demuestran que el anticuerpo biespecifico inhibe la proliferacion inducida por BAFF de células T1165
de una manera dependiente de la concentracién. Esta inhibicidon es comparable a la observada con el anticuerpo de
control positivo (con una CI50 para el anticuerpo biespecifico de 0,064 + 0,021 pM frente a 0,071 + 0,002 pM para el
anticuerpo de control positivo (promedio de 2 experimentos independientes + PEE)), mientras que el anticuerpo de
control negativo no inhibié la proliferacion. Ademas, se observé una inhibicion similar en presencia de una cantidad
saturante de IL-17, con una CI50 para el anticuerpo biespecifico de 0,060 + 0,014 pM frente a 0,073 +£ 0,012 pM para
el anticuerpo de control positivo (promedio de 2 experimentos independientes + PEE). El anticuerpo biespecifico
neutraliza, de modo eficaz, el BAFF, y esta neutralizaciéon no se ve afectada por la presencia de cantidades saturantes
de IL-17.

También se demuestra la capacidad del anticuerpo biespecifico para inhibir la proliferacién de células T1165 inducida
por BAFF unido a la membrana. El anticuerpo biespecifico desvelado en el presente documento neutraliza con eficacia
la proliferacién inducida por el BAFF unido a la membrana de una manera similar al anticuerpo de BAFF de control
positivo (4A5-3.1.1-B4 del documento US7.317.089). Ademas, se observo una inhibicion similar en presencia de una
cantidad saturante de IL-17.

Inhibicion de la produccion de CXCL1 inducida por IL-17 humana in vivo

Una inyeccion de IL-17 humana conduce a un aumento rapido y transitorio de CXCL1 de raton en la circulacion.
Ratones hembra normales C57B16 (n = 8 por grupo) fueron inyectados SC con el anticuerpo biespecifico (66
mcg/ratén), o con un anticuerpo anti-IL-17 de control positivo (Fab 126 del documento US7.838.638, 50 mcg/ratén) o
con un anticuerpo de control negativo (hulgG4, 50 mcg/raton). Dos dias después, los ratones recibieron una Unica
inyeccion IP de IL-17 humana (3 mcg/raton) y, 2 horas después, se recoge el suero y se conserva a -80 °C hasta el
analisis. La concentracion de CXCL1 se determina mediante ELISA. Se revisten placas de microtitulaciéon con un
anticuerpo que captura Fc humano (Jackson ImmunoResearch 109-005-098, 1 mcg/ml) y se incuban durante la noche
a4 °C. Las placas se lavan, se bloquean con caseina y se afiaden 100 mcl de suero (dilucién 1:1000). Las placas se
incuban durante 2 h a temperatura ambiente, se lavan y se afiade un anticuerpo de deteccidon marcado con HRP (anti-
IgG humana, Jackson ImmunoResearch 709-035-149). Las placas se incuban durante 1 h a temperatura ambiente,
se lavan y se revelan empleando sustrato de TMB y se leen empleando un lector de placas. La concentracion se
calcula basandose en curvas patrén apropiadas.

Tabla 3: Niveles de CXCL1 inducidos por IL-17 después de la exposicidon al anticuerpo biespecifico

Ab dosificado Control neg. Control neg. Control posit. | Anticuerpo biespecifico
Ligando PBS IL-17 IL-17 IL-17
PROMEDIO pg CXCL1/ml 45,06 1071,17 482,73 387

PEE 45,06 141,67 263,7 175,11

Valor p <0,01 <0,01

Estos datos confirman que la IL-17 humana produce un aumento en los niveles séricos de CXCL1. Sin embargo, en
presencia del anticuerpo biespecifico, estos resultados demuestran que el aumento de CXCL1 inducido por IL-17 se
reduce (P<0,01, ANOVA) con relaciéon a animales que reciben el anticuerpo de control negativo. La reduccion en
CXCL1 con el anticuerpo biespecifico es comparable con la observada con el anticuerpo anti-IL-17 de control positivo.
Se confirma la exposicion equivalente al anticuerpo biespecifico y a los anticuerpos de control positivo y negativo
dentro de cada grupo por medio de un ELISA cuantitativo. Por tanto, el anticuerpo biespecifico desvelado en el
presente documento neutraliza con eficacia los efectos bioldgicos inducidos por la IL-17 humana en ratones. La
determinacion del valor p se compara con el grupo de control negativo/IL-17.

Inhibidor del BAFF humano in vivo

Los ratones que portan un transgén que codifica la BAFF humana soluble tienen un nimero anormalmente elevado
de linfocitos B en el bazo.

Ratones transgénicos para BAFF humano (n = 5 por grupo) fueron inyectados IP con una Unica dosis de anticuerpo
biespecifico (660 mcg/raton), o con un anticuerpo anti-BAFF de control positivo (4A5-3.1.1-B4, documento
US7.317.089, 500 mcg/ratén) o con un anticuerpo de control negativo (hulgG4, 500 mcg/ratén). Ocho dias después
se recogio el suero y los bazos. Se prepararon suspensiones de células individuales de células esplénicas y se
determina el nimero total de leucocitos después de lisar los eritrocitos. Se determina el porcentaje relativo de linfocitos
B empleando el marcador de la superficie celular B220 mediante citometria de flujo. Se calcula el numero total de
células B por bazo multiplicando el porcentaje de células B220 positivas por el nimero total de linfocitos en el bazo.
Se revisten placas de microtitulacién con un anticuerpo que captura Fc humano (Jackson ImmunoResearch 109-005-
098, 1 mcg/ml) y se incuban durante la noche a 4 °C. Las placas se lavan, se bloquean con caseina y se afiaden 100
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mcl de suero (dilucion 1:5000). Las placas se incuban durante 2 h a temperatura ambiente, se lavan y se afiade un
anticuerpo de deteccion marcado con HRP (anti-IgG humana, Jackson ImmunoResearch 709-035-149). Las placas
se incuban durante 1 h a temperatura ambiente, se lavan y se revelan empleando sustrato de TMB y se leen
empleando un lector de placas. La concentraciéon se calcula basandose en curvas patrén apropiadas.

Tabla 4: Numero de células en el bazo de ratones transgénicos para BAFF humano después de la exposicion al
anticuerpo biespecifico

Ab dosificado Control neg. Control posit. Anticuerpo biespecifico
PROMEDIO numero X 10E6 células 234,84 78,87 94,77

B/bazo

PEE 18,93 3,49 2,34

Valor p <0,0001 <0,0001

Estos resultados demuestran que el nimero de células B en los bazos de ratones transgénicos para el BAFF humano
se ha reducido (p<0,0001, ANOVA) por una unica administracion del anticuerpo biespecifico. Esta normalizacion del
numero de células B es equivalente a la observada con el anticuerpo de BAFF de control positivo. Se confirma la
exposicidon equivalente al anticuerpo biespecifico y a los anticuerpos de control positivo y negativo dentro de cada
grupo por medio de un ELISA cuantitativo. Por tanto, el anticuerpo biespecifico desvelado en el presente documento
neutraliza con eficacia los efectos biolégicos inducidos por el BAFF humano en ratones. La determinacion del valor p
se compara con el grupo de control negativo.

Anadlisis de la solubilidad y la estabilidad

El anticuerpo biespecifico se formula en PBS a pH 7,4. El anticuerpo biespecifico se concentra desde 1-2 mg/ml hasta
una concentracion que varia de 52 mg/ml a 58 mg/ml empleando concentradores Amicon. Las muestras concentradas
se conservan a 25 °C a lo largo de un periodo de 4 semanas. Las muestras se analizan para el porcentaje de peso
molecular alto (%PMA) con una cromatografia de exclusion molecular (CEM) a la concentracion inicial y con las
incubaciones del dia 1, la semana 1, y la semana 4. La CEM se realiza en un sistema Agilent 1100 utilizando una
columna TSK G3000SW-XL (Tosoh Bioscience). Se emplea PBS + NaCl 0,35 M, pH 7,4, como fase mévil empleada
a 0,5 ml/min durante 35 minutos. Se inyecta un volumen de 1 pl del anticuerpo concentrado a la columna y se mide la
deteccion a 280 nm. Los cromatogramas se analizan empleando una ChemStation y se calcula el porcentaje de peso
molecular alto (PMA) empleando la tasa de ABC (area bajo la curva) de los picos eluidos antes del pico del monémero
frente al ABC total. Se analizan las muestras conservadas a 25 °C en diferentes momentos para el %PMA y los
resultados se resumen en la tabla 5.

Tabla 5: Resumen del porcentaje de especies de peso molecular alto medido mediante SE-HPLC

%PMA mediante SE-HPL

Inicial, no concentrado 0,95
Inicial, concentrado 1,63
1 dia, 25 °C 1,81
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(continuacion)

%PMA mediante SE-HPL

1 semana, 25 °C 2,61

4 semanas, 25 °C 5,35

Estudios preliminares con un anticuerpo biespecifico de partida que comprende un anticuerpo de BAFF del documento
WO02003016468 y un anticuerpo de IL-17 del documento WO02007070750 demostraron que, después de una
concentracién de tan solo 6 mg/ml, se detecta un aumento de 25% en el porcentaje de especies de PMA mediante
SE-HPLC después de 3 semanas de conservacion a 4 °C en PBS y, a 30 mg/ml, el aumento en el porcentaje de
especies de PMA fue del 15% después de solo 2 dias de conservacion a 4 °C en PBS. Estos resultados demuestran
que el anticuerpo biespecifico desvelado en el presente documento presenta propiedades altamente mejoradas, que
incluyen una disminucion en la agregacion y un aumento en la estabilidad fisica, frente al anticuerpo biespecifico de
partida.
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120

Gln

val

665

Lys

Gln

Ile

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

20

Ser

630

Pro

Ile

Ser

Lys

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Pro

Asp

Ser

Thr

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Arg

Lys

Glu

Gln

Arg

Arg

His
700

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ser

Arg

Gln

Len

Phe

val

685

Len

Leu

Val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Thr

Leu
125

Len

Ser

€70

Glu

Pro

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

val

110

Lys

Ile

635

Gly

Ala

Fhe

Pro

15

Arg

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Ala

Ser

Tyr

Ser

Glu

Thr

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Arg

Ala

Gly



Thr

Ala

Ser Val

130

Lys

145

Glu

Asn

Ala

FPhe

Val

Ser

Thr

Cys

Asn

Gln Trp

Val

Thr

Thr
180

Leu

Glu
195

Val

Arg Gly

210

<210>3
<211> 2142
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> construccion sintética

<400> 3

caggtgcaac
acctgcgetg
ccagggaagg
cocgtccctca
aaactgaget
gatattttga
gtotecteag
acctccgaga
acggtgtcgt
cagtcctcag
acgaagaccet
gttgagtcca
ccatcagtet
gaggtcacgt

tacgtggatg

tacageagtg
tctatggtgy
ggctggagty
agagtcgagt
ctgtgacege
ctggttatta
cetecaccaa
gcacagccgce
ggaactcagy
gactctactc
acacctgcaa
aatatggtce
tectgtteoce
gcgtggtggt

gcgtggaggt
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val Leu

135

Cys

Val
150

Lys Asp

Glu
165

Gln Asp

Leu Ser Lys

Thr His Gln

Glu Cys

gggcgcagga
gtccttcagt

gattggggaa

caccatatca
cgeggacacy
ttactacttt
gggccecateg
cctgggetge
cgeccctgace
cctcagcagce
cgtagatcac
cccatgeeea
cccaaaaced
ggacgtgage

gcataatgce

Leu Asn

Asn Ala

Ser Lys

170

Ala asp

185

Gly Leu

200

c¢tgttgaage
ggttactact
atcaatcata
gtagacacgt
getgtgtatt
gactactggg
gtetteocege
ctggtcaagg
agcggegtge
gtggtgaccyg
aagedcagea
cectgeceag
aaggacacte
caggaagacc

aagacaaagc

21

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser

Phe Tyr

140

Gln
155

Ser

Ser Thr

Glu

Lys

Ser Pro

Pro

Gly Asn

Tyr Ser

His

val

Arg Glu

Ser

Len
175

Lys Val

190

Thr Lys

205

ctteggagac
ggagctggat
gtggaagcac
ccaagaacca
actgtgegag
gecagggaac
tagegeccty
actacttccc
acaccttcce
tgccctccag
acaccaaggt
cacctgagtt
tecatgatcte
cocgaggtcca

cgcgggagga

cetghecete
tcgccagecce
caactacaac
gttctceocety
agggtattac
cetggteace
ctecaggage
cgaaccggtg
ggctgteocta
cagcttggge
ggacaagaga
cctgggggga
cocggaccoct

gttcaactgy

gcagttcaac

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800



agcacgtacc
gagtacaagt
aaagccaaag
atgaccaaga
geegtggagt
ctggacteeyg
caggagggyga
cagaagagcc
gggggctoge
gtgaaggttt
cgacaggoce
actgactaca
acagcctaca
agatatgatt
tectcaggtg
ggaagtgata
gectecatet
cattggtate
cggtttattg
aaaatcagca

cttccattca

<210> 4
<211>642
<212> ADN

gtgtggtcag
gcaaggtctc

ggcagccceg

accaggtceag
gggaaagcaa
acggetectt
atgtcttctce
tctecectgte
aggtgcagct
cetgeaagge
ctggacaatg
atcageggtt
tggagctgag
actttactgg
gcggaggatc
ttgtgatgac
cetgeagate
tgeagaagece
gggtcccaga
gggtggaggce

cgtttggetg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> construccion sintética

<400> 4
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cgtcctcace
caacaaaggc
agagccacag
cctgacetge
tgggeagecy
cttactetac
atgctccgtg
teoctggagge
ggtgcagtct
atctggttac
cettgagtgyg
caaaggecgt
cagcctgaga
gacgggtgty

tggtggaggt

tecagacteca
tagtaggage
aggccaatcet
cagattcagc
cgaagatgtt

cgggaccaag

gtcctgeacce
ctcecegtect
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaggctaa
atgcatgagg
ggaggatceg
ggggctgagy
aagttcactyg
atgggagtaa
gtcaccatta
tctgaggaca
tactggggcc
ggctcaggayg
ctetecetgt
cttgtacaca
ceacagetee
ggcagtgggt

ggggtttatt

ctggagatca

22

aggactggct
ccatcgagaa
tgcccccate
gettetacee
acaagaccac
cogtggacaa
ctctgcacaa
ggggaggggy
tgaagaagcc
actaccatat
ttaatectac
cogoggacga
cggccgtgta
aaggaaccct
gtggeggaag
cocgteaccee
gtegtggaga
taatttataa
caggcacaga
actgctctca

aa

gaacggcaaqg
aaccatctec
ccaggaggaqg
cagegacate
gecteecgty
gagcaggtgyg
ccactacaca
taccggagga
tgggtcctca
teattgggty
ttatggtact
atccacgage
ttactgtgcg
ggtcaccgtc
cggeggaggt
tggacagecy
aacctattta
agtttecaac
tttcacactg

aagtacacat

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1980

2040

2100

2142



gaaattgtgt

ctctectgea
ggccaggectc
aggttcagtg

gaagattttg

gggaccaagyg
tectgatgage
cocagagagy
gagagtgtca
ctgagcaaag

ctgagectege

tgacgcagtc
gggccagtca
ccaggectect
geagtgggte

cagtttatta

tggaaatcaa
agttgaaatce
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa
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tccagccace
gagtgttage
catctatgat
tgggacagac

ctgtcagecag

acgaactgtg
cggaactgec
gtggaaggtyg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

ctgtotttgt

cgectacttag
gcatccaaca
tccactetea

cgtagcaact

goggegecat
totgttgtat
gataacgceco
agcacctaca
gtctacgeet

aggggagagt

23

ctccagggga
cctggtaceca
gggecactgg
ccatcagcag

ggccteggac

ctgtetteat
gectgetgaa
tecaateggg
gcctcagcaa
gogaagtcac

gc

aagagccacc
gcagaaacct
catcccagecce
cctagagect

gttcggecaa

cttecegeca
taacttetat
taactcecaq
caccctgacy

ccatcagggce

60

129

180

240

300

360

420

480

54Q

600

642
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de ADN que codifica un anticuerpo biespecifico que se une al BAFF humano y a la IL-7 humana,
comprendiendo dicha molécula de ADN una primera secuencia polinucleotidica que codifica un polipéptido que tiene
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y comprendiendo una secuencia polinucleotidica que codifica un
polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

2. Una célula de mamifero aislada que comprende una molécula de ADN que comprende una secuencia polinucleétida
que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y una molécula de ADN que
comprende una secuencia polinucleétida que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 2, cuya célula es capaz de expresar un anticuerpo biespecifico que comprende un primer polipéptido que tiene
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y un segundo polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 2.

3. Una célula de mamifero aislada transformada con la molécula de ADN de la reivindicacion 1, cuya célula es capaz
de expresar un anticuerpo biespecifico que comprende un primer polipéptido cuya secuencia de aminoacidos es SEQ
ID NO:1 y un segundo polipéptido cuya secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO:2.

4. La célula de mamifero de las reivindicaciones 2 y 3, en donde la célula de mamifero es una célula CHO.

5. Un procedimiento para producir un anticuerpo biespecifico que comprende un primer polipéptido cuya secuencia de
aminoacidos es SEQ ID NO: 1 y un segundo polipéptido cuya secuencia de aminoacidos es SEQ ID NO: 2, que
comprende: 1) cultivar la célula de mamifero aislada de la reivindicacion 4, en condiciones tales que se exprese el
anticuerpo biespecifico, y; 2) recuperar el anticuerpo biespecifico expresado.
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