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DESCRIPCION
Polipéptidos de unién a IL-17A
Campo de la invencion

La presente divulgacion se refiere a una clase de polipéptidos modificados genéticamente que tienen una afinidad de
unioén por la interleucina 17A (en lo sucesivo denominada IL-17A). La presente divulgacion también se refiere al uso
de dicho polipéptido de unién a interleucina 17A como agente de diagnéstico, prondstico y/o terapéutico.

Antecedentes

La familia de la interleucina 17 (IL-17) es una familia de citoquinas proinflamatorias que contribuye a la patogénesis
de varias enfermedades inflamatorias. Una fuente importante de IL-17 es un linaje de células T conocidas como células
T 17 cooperadoras (células Th17), que son distintas de los subconjuntos de células Th1y Th2 clasicas. Los resultados
de estudios en modelos de ratéon y en humanos han identificado un papel clave de IL-17 y de las células Th17 en la
patogénesis de la inflamacion y la autoinmunidad, asi como en la defensa del huésped contra ciertos patdgenos. Con
base en estas observaciones, IL-17 y las células Th17 se consideran objetivos interesantes para el tratamiento de
varias enfermedades inflamatorias cronicas como la psoriasis, la artritis reumatoide (RA), la espondilitis anquilosante
(AS), el lupus eritematoso sistémico (SLE) y la esclerosis multiple (MS) (Miossec y Kolls, 2012, Nat Rev Drug Discov
11: 763-7).

La citoquina homodimérica IL-17A unida por disulfuro es un miembro de la familia IL-17, que también incluye IL-17B,
IL-17C, IL-17D, IL-17E e IL-17F. Dentro de la familia, IL-17A e IL-17F muestran la mayor homologia de secuencia de
aminodcidos entre si (50%) y se unen a los mismos receptores: receptor A de IL-17 (IL-17RA) y receptor C de IL-17 (
IL-17RC). Ademas, IL-17A se puede expresar con IL-17F como heterodimero. Aunque IL-17A e IL-17F comparten una
alta homologia de secuencia de aminoacidos, realizan funciones distintas. IL-17A esta involucrada en el desarrollo de
autoinmunidad, inflamacion y tumores y también juega un papel importante en la defensa del huésped contra
infecciones bacterianas y fungicas. IL-17F, por otro lado, esta involucrado principalmente en los mecanismos de
defensa del huésped en la mucosa (lwakura et al., 2011, Immunity 34: 149-62).

Cuando se secreta IL-17A, promueve la produccion de una variedad de citoquinas proinflamatorias, quimioquinas,
péptidos antimicrobianos y metaloproteinasas (MMP) de fibroblasto, células endoteliales y epiteliales. Una accion
importante de IL-17A es inducir granulopoyesis y reclutamiento de neutrdfilos a sitios inflamatorios. Sin embargo, si
no se controla, esta reaccion puede conducir a una inflamacion crénica con destruccion tisular y neovascularizacion
(Iwakura et al., 2008, Immunol Rev 226: 57-79; Reynolds et al. 2010, Cytokine Growth Factor Rev 21: 413-23). La IL-
17A es fundamental en la patogenia de la psoriasis, una enfermedad cutanea inflamatoria crénica comun que afecta
aproximadamente al 2,5% de la poblacién mundial (revisado en Chiricozzi y Krueger, 2013, Expert Opin. Investig.
Drugs 22 (8): 993-1005). Los estudios en pacientes con RA han demostrado que hay células positivas para IL-17A en
la membrana sinovial inflamada. En un modelo de ratén de RA, las puntuaciones clinicas se agravaron severamente
por la administracion de IL-17A mediante transferencia génica intraarticular (Lubberts et al., 2002, Inflamm Res 51:
102-4). Por el contrario, la inhibicion de IL-17A con anticuerpos monoclonales contra el ligando o el receptor protegio
contra el desarrollo y las consecuencias de la artritis (Lubberts et al., 2004, Arthritis Rheum 50: 650-9). En pacientes
con MS, se ha informado que el gen de IL-17A esta sobreexpresado (Lock et al., 2002, Nat Med 8: 500-8) y IL-17Ay
las células Th17 han sido claramente implicadas en el modelo de ratdn de encefalitis autoinmune experimental (Cua
et al., 2003, Nature 421: 744-8; Uyttenhove y Van Snick 2006, Eur J Immunol 36: 2868-74). Se ha demostrado que los
niveles elevados de IL-17A se correlacionan clinicamente con diversas enfermedades inflamatorias oculares, tales
como uveitis, escleritis y enfermedad del ojo seco (DED) en pacientes que padecen artritis (Kang et al., 2011, J Korean
Med Sci 26: 938-44). Estudios recientes han mostrado células positivas para IL-17 e IFNy en muestras clinicas de
aterosclerosis coronaria, lo que sugiere un efecto local sobre la disfuncion de los vasos (Eid et al. 2009, J Cardiothorac
Surg 4:58). IL-17A también puede ser de interés en la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). El niumero
de células positivas para IL-17A aumenta en los tejidos pulmonares de pacientes con EPOC (Chu et al., 2011, Int
Immunopharmacol 11: 1780-8; Di Stefano et al., 2009, Clin Exp Immunol 157: 316-24). Los ratones deficientes en IL-
17RA son resistentes al desarrollo de enfisema en un modelo de ratén de EPOC, mientras que la sobreexpresion de
IL-17A acelera el desarrollo de enfisema, lo que sugiere que IL-17A es suficiente para mediar esta respuesta (Chen
et al., 2011, PLoS One 6: €20333; Shan et al.2012, Sci Transl Med 4: 117ra9). Por lo tanto, la implicacion de IL-17A
en varias enfermedades autoinmunitarias e inflamatorias diferentes sugiere una amplia aplicabilidad de las terapias
dirigidas a IL-17A.

El direccionamiento de IL-17A o sus receptores es la forma mas directa de bloquear las funciones mediadas por IL-
17A. Actualmente, se encuentran en desarrollo clinico varios productos biolégicos que neutralizan la sefializacion de
IL-17A, incluidos los anticuerpos monoclonales anti-IL-17A secukinumab e ixekizumab (Patel et al., 2013, Ann Rheum
Dis 72 Supl 2: ii116-23). Secukinumab ha sido aprobado para el tratamiento de la psoriasis y actualmente se investiga
para el tratamiento de la artritis psoriasica (PsA) y AS. Ixekizumab se encuentra actualmente en ensayos clinicos para
psoriasis, PsA y RA. El bloqueo de la sefializacion mediada por el receptor de IL-17 también se esta investigando en
clinica, incluido el anticuerpo monoclonal humano anti-IL-17RA brodalumab para el tratamiento de la psoriasis, RA'y
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asma (Hu et al., 2011, Ann NY Acad Sci 1217: 60- 76). Por lo tanto, la eficacia clinica de la inhibicion de IL-17A se ha
demostrado en diferentes enfermedades, especialmente en psoriasis, y el perfil de seguridad, incluidos los datos de
fase Il y Ill, muestra una buena tolerabilidad para los inhibidores de IL-17A (Genovese et al., 2010, Arthritis Rheum 62:
929-39 y Hueber et al., 2010, Sci Transl Med 2: 52ra72). Otros anticuerpos que se dirigen a IL-17A se divulgan en el
documento EP2403531.

El documento US2014/0205613 divulga un método para determinar la eficacia de la terapia de combinacién anti-TNF
y anti-IL-17, en el que una larga lista de posibles proteinas que podrian unirse a TNF y/o IL-17 incluyen moléculas
Affibody.

Los documentos EP2597102, EP2711016 y Silacci et al., (2014) J Biol Chem 289: 14392-14398 todos divulgann
variantes de union a IL-17A del dominio SH3 de quinasa Fyn humana, es decir, "fynémeros".

En FEBS J 275: 2668-2676 (2008), Nygren revisa las proteinas de unién designadas como moléculas Affibody. Las
moléculas Affibody con afinidad por varios objetivos, sin incluir IL-17A, se divulgan en Wahlberg et al (2003) PNAS
100: 3185-3190 (afinidad por la proteina A estafilocécica), en Grimm et al., (2010) New Biotechnol 27: 766- 773
(afinidad por H-Ras o Raf-1), en el documento W02013/126006 (afinidad por C5), en el documento WO2011/110515
(afinidad por la parte Fc de los anticuerpos), en el documento W02014/064237 (afinidad por ABD), en el documento
W02009/077175 (afinidad por PDGF-RB) y en el documento W0O2014/140366 (afinidad por FcRn).

La naturaleza impredecible y cronica de la psoriasis y otras enfermedades inflamatorias, asi como una gran necesidad
médica insatisfecha, justifica el desarrollo de nuevos modos de tratamiento.

Dado que la velocidad de penetracion en el tejido esta asociada negativamente con el tamafio de la molécula, una
molécula de anticuerpo relativamente grande tiene inherentemente una distribucién tisular y una capacidad de
penetracién deficientes. Ademas, aunque los anticuerpos se utilizan ampliamente en una variedad de contextos de
rutina debido a su alta afinidad y especificidad por una multitud de posibles antigenos, tales como para fines analiticos,
de purificacion, de diagnodstico y terapéuticos, todavia adolecen de varios inconvenientes. Dichos inconvenientes
incluyen la necesidad de sistemas de expresion de mamiferos complejos, tendencias de agregacion, solubilidad
limitada, necesidad de formar y mantener de forma estable enlaces disulfuro y el riesgo de respuestas inmunes no
deseadas.

Por lo tanto, el uso de anticuerpos monoclonales no siempre es 6ptimo para la terapia, y existe una necesidad continua
de proporcionar agentes con una alta afinidad por IL-17A. También es de gran interés la provision de usos de tales
moléculas en el tratamiento, diagndstico y prondstico de enfermedades.

Sumario de la invencién

Es un objeto de la presente divulgacion proporcionar nuevos agentes de unién a IL-17A, que podrian usarse, por
ejemplo, para aplicaciones de diagnodstico, prondstico y terapéuticas.

Es un objetivo de la presente divulgacion proporcionar nuevos agentes de union a IL-17A, que se pueden usar como
dominios en proteinas de fusidon que comprenden uno o0 mas dominios adicionales que tienen funciones similares u
otras.

Es un objetivo de la presente divulgacion proporcionar una molécula que permita una terapia eficaz dirigida a diversas
formas de enfermedades inflamatorias y autoinmunes al tiempo que alivia los inconvenientes mencionados
anteriormente y otros de las terapias actuales.

Otro objetivo de la presente divulgacion es proporcionar una molécula adecuada para aplicaciones de diagnodstico y
prondstico.

Estos y otros objetivos que son evidentes para el experto en la presente divulgacion se cumplen mediante diferentes
aspectos de la invencion segun se reivindica en las reivindicaciones adjuntas y como se divulga en general en el
presente documento.

Por lo tanto, en el primer aspecto de la divulgacion, se proporciona un polipéptido de unién a IL-17A, que comprende
un motivo de unién a IL-17A BM, cuyo motivo consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionada de:

i) EX2DX4AXeX7EIX10X11LPNL X16X17X18QX20X21AFIX25 X26LX28X29
en la que, independientemente unos de otros,

Xo: es A;
X4: se seleccionade Dy Q;
Xe: €s A;
X7 es 'V,
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X10: €8 A;

X11: se seleccionade A, Dy S;
X16: se seleccionade Ny T;
Xi7:es W,

Xi1g: se seleccionade Ay D;
Xoo: es W;

X21: se seleccionade F e Y;
Xas: se seleccionade Qy S;
Xo6: se seleccionade Ky S;
Xog:esR;y

Xoo: es D,

en la que la secuencia i) corresponde a la secuencia desde la posicion 8 a la posicién 36 en una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1-1216; y

ii) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 89% de identidad con la secuencia definida en i), siempre
que cualquier polipéptido de unién a IL-17A que comprenda una BM como se define en ii) sea capaz de unirse a IL-
17A de manera que el valor de Kp de la interaccién sea como méaximo 1 x 108 M.

La definicion anterior de una clase de polipéptidos de unién a IL-17A relacionados con la secuencia se basa en un
analisis estadistico de una serie de variantes polipeptidicas aleatorias de un armazoén parental, que se seleccionaron
por su interaccién con IL-17A en varios experimentos de seleccion diferentes. El motivo de union a IL-17A identificado,
o "BM", corresponde a la region de uniéon al objetivo del armazon parental, cuya region constituye dos hélices alfa
dentro de un dominio de proteina de haz de tres hélices. En el armazon parental, los diversos residuos de aminoacidos
de las dos hélices BM constituyen una superficie de unién para la interacciéon con la parte Fc constante de los
anticuerpos. En la presente divulgacion, la variacion aleatoria de los residuos de la superficie de union y la posterior
seleccién de variantes han reemplazado la capacidad de interaccion de Fc con una capacidad de interaccion con IL-
17A.

Como comprendera el experto en la materia, la funcién de cualquier polipéptido, tal como la capacidad de unién a IL-
17A del polipéptido de la presente divulgacién, depende de la estructura terciaria del polipéptido. Por lo tanto, es
posible realizar cambios menores en la secuencia de aminoacidos en un polipéptido sin afectar su funcién. Por lo
tanto, la divulgacion abarca variantes modificadas del polipéptido de unién a IL-17A, que son tales que se conservan
las caracteristicas de unién a IL-17A.

De esta manera, también se incluye en la presente divulgacion un polipéptido de unién a IL-17A que comprende una
secuencia de aminoacidos con un 89% o mas de identidad con un polipéptido como se define en i). En algunas
realizaciones, el polipéptido puede comprender una secuencia que sea al menos 93%, tal como al menos 96% idéntica
a un polipéptido como se define en i). Por ejemplo, es posible que un residuo de aminoacido que pertenece a un
determinado grupo funcional de residuos de aminoacidos (por ejemplo, hidrofobo, hidréfilo, polar, etc.) pueda
intercambiarse por otro residuo de aminoacido del mismo grupo funcional.

En algunas realizaciones, tales cambios se pueden realizar en cualquier posicion de la secuencia del polipéptido de
union a IL-17A como se divulga en el presente documento. En otras realizaciones, tales cambios pueden realizarse
solo en las posiciones no variables, también indicadas como residuos de aminoacidos de armazon. En tales casos, no
se permiten cambios en las posiciones variables, es decir, posiciones indicadas con una "X" en la secuencia i).

El término "% de identidad", como se usa en toda la memoria descriptiva, puede calcularse, por ejemplo, como sigue.
La secuencia de consulta se alinea con la secuencia objetivo utilizando el algoritmo CLUSTAL W (Thompson et al.,
Nucleic Acids Research, 22: 4673-4680 (1994)). Se realiza una comparacién sobre la ventana correspondiente a la
mas corta de las secuencias alineadas. La mas corta de las secuencias alineadas puede ser en algunos casos la
secuencia objetivo. En otros casos, la secuencia de consulta puede constituir la mas corta de las secuencias alineadas.
Los residuos de aminoacidos en cada posicion se comparan y el porcentaje de posiciones en la secuencia de consulta
que tienen correspondencias idénticas en la secuencia objetivo se informa como % de identidad.

"Xn"y "Xm" se utilizan en el presente documento para indicar los aminoacidos en las posiciones n y m en la secuencia
i) como se definié anteriormente, en la que ny m son nimeros enteros que indican la posicion de un aminoacido dentro
de la secuencia i) como se cuenta desde el terminal N. Por ejemplo, X3 y X7 indican los aminoacidos en las posiciones
tres y siete, respectivamente, desde el extremo terminal N de la secuencia i).

En las realizaciones de acuerdo con el primer aspecto, se proporcionan polipéptidos en los que X, en la secuencia i)
se selecciona independientemente de un grupo de posibles residuos enumerados en la Tabla 1. El experto apreciara
que X, se puede seleccionar de cualquiera de los grupos enumerados de posibles residuos y que esta seleccion es
independiente de la seleccion de aminoacidos en X, en la que n # m. Por lo tanto, cualquiera de los posibles residuos
enumerados en la posicién X, en la Tabla 1 puede combinarse independientemente con cualquiera de los posibles
residuos enumerados en cualquier otra posicién variable en la Tabla 1.
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El experto en la materia apreciara que la Tabla 1 debe leerse como sigue: En una realizacion de acuerdo con el primer
aspecto, se proporciona un polipéptido en el que el residuo de aminoacido "X," en la secuencia i) se selecciona de
"Residuos posibles". Por lo tanto, la Tabla 1 divulga varias realizaciones especificas e individualizadas del primer
aspecto de la presente divulgacion.

Tabla 1:
Xn Residuos posibles
X A
X4 D, Q
X4 D
X4 Q
Xe A
X7 \Y
X1o A
X11 A D, S
Xi1 A 'S
Xi1 A, D
Xi1 D,S
Xi1 D
X11 S
Xi1 A
Xis T
Xig N
X1z w
X1 A, D
X1 D
Xig A
X20 W
Xa1 F,Y
Xo1 Y
Xo1 F
Xos QS
Xas Q
Xas S
X26 K
X26 S
Xog R
Xog D

Como se describe en detalle en la seccion experimental que sigue, la seleccién de variantes de polipéptidos de union
a IL-17A ha conducido a la identificaciéon de varias secuencias individuales de motivos de unién (BM) a IL-17A. Estas
secuencias constituyen realizaciones individuales de la secuencia i) de acuerdo con este aspecto. Las secuencias de
los motivos de unién individuales a IL-17A corresponden a las posiciones de aminoacidos 8-36 en la SEQ ID NO: 1-
1216 presentadas en la Figura 1. Por lo tanto, en el polipéptido de unién a IL-17A de acuerdo con este aspecto, la
secuencia i) corresponde a la secuencia desde la posicién 8 a la posicion 36 en una secuencia seleccionada del grupo
que consiste en la SEQ ID NO: 1-1216. En una realizacion, la secuencia i) corresponde a la secuencia desde la
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posicién 8 a la posicion 36 en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1-66, 1200, 1206
y 1214. En una realizacion, la secuencia i) corresponde a la secuencia desde la posicion 8 a la posicion 36 en una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1-66. En unarealizacion, la secuencia i) corresponde
a la secuencia desde la posicion 8 a la posicion 36 en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEQ
ID NO: 1-35. En una realizacién, la secuencia i) corresponde a la secuencia desde la posicion 8 a la posicion 36 en
una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1-27. En una realizacién, la secuencia i)
corresponde a la secuencia desde la posicion 8 a la posicidén 36 en una secuencia seleccionada del grupo que consiste
en la SEQ ID NO: 1-10. En una realizacion, la secuencia i) corresponde a la secuencia desde la posicién 8 a la posiciéon
36 en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1-7. En una realizacion, la secuencia i)
corresponde a la secuencia desde la posicion 8 a la posicidén 36 en una secuencia seleccionada del grupo que consiste
en la SEQ ID NO: 1-4. En una realizacion, la secuencia i) corresponde a la secuencia desde la posicién 8 a la posicion
36 enla SEQ ID NO: 1.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, el BM como se definié anteriormente "forma parte de" un dominio
de proteina de haz de tres hélices. Se entiende que esto significa que la secuencia del BM se "inserta" o se "injerta"
en la secuencia del dominio de haz de tres hélices original, de manera que el BM reemplaza un motivo estructural
similar en el dominio original. Por ejemplo, sin desear estar ligado a la teoria, se cree que el BM constituye dos de las
tres hélices de un haz de tres hélices y, por lo tanto, puede reemplazar dicho motivo de dos hélices dentro de cualquier
haz de tres hélices. Como comprendera el experto en la materia, la sustitucién de dos hélices del dominio del haz de
tres hélices por las dos hélices de BM debe realizarse para no afectar a la estructura bésica del polipéptido. Es decir,
el plegamiento global de la cadena principal de Ca del polipéptido de acuerdo con esta realizacion de la invencion es
sustancialmente el mismo que el del dominio de proteina del haz de tres hélices del que forma parte, por ejemplo, que
tiene los mismos elementos de estructura secundaria en el mismo orden, etc. Por lo tanto, un BM de acuerdo con la
divulgacion "forma parte" de un dominio de haz de tres hélices si el polipéptido de acuerdo con esta realizacién del
aspecto tiene el mismo pliegue que el dominio original, lo que implica que las propiedades estructurales basicas son
compartidas, por ejemplo, resultando esas propiedades, en espectros de CD similares. El experto en la materia conoce
otros parametros que son relevantes.

En realizaciones particulares, el motivo de union (BM) a IL-17A forma por tanto parte de un dominio de proteina de
haz de tres hélices. Por ejemplo, el BM puede constituir esencialmente dos hélices alfa con un bucle de interconexion,
dentro de dicho dominio de proteina de haz de tres hélices. En realizaciones particulares, dicho dominio de proteina
de haz de tres hélices se selecciona de dominios de proteinas receptoras bacterianas. Ejemplos no limitantes de tales
dominios son los cinco dominios de tres hélices diferentes de la Proteina A de Staphylococcus aureus, tal como el
dominio B, y sus derivados. En algunas realizaciones, el dominio de proteina de haz de tres hélices es una variante
de la proteina Z, que se deriva del dominio B de la proteina A estafilocdcica.

En algunas realizaciones en las que el polipéptido de unién a IL-17A como se divulga en este documento forma parte
de un dominio de proteina de haz de tres hélices, el polipéptido de unién a IL-17A puede comprender un modulo de
union (BMod) de la secuencia de aminoacidos definido como:

K-[BM]-DPSQS XaXpLLXc EAKKL XyXeX:Q;

en el que

[BM] es un motivo de unién a IL-17A como se define en el presente documento, siempre que Xyg sea D;

X, se seleccionade Ay S;

Xp se seleccionade Ny E;

X se seleccionade A, Sy C;

X4 se seleccionade E, Ny S;

Xe se seleccionade D, Ey S;

Xt se selecciona de Ay S. En una realizacion, X, es A.

En una realizacion, X, es S.

En una realizacién, Xy es N.

En una realizacién, X, es E.

En una realizacion, X; es A.

En una realizacion, X; es S.

En una realizacion, X; es C.

En una realizacion, Xq4 es E.

En una realizacioén, X4 es N.
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En una realizacion, X4 es S.

En una realizacion, Xe es D.

En una realizacion, Xe es E.

En una realizacion, Xe es S.

En una realizacion, XgX. se selecciona de EE, ES, SD, SE y SS.
En una realizacion, XqXe es ES.

En una realizacion, XqXe es SE.

En una realizacion, XqXe es SD.

En una realizacion, X es A.

En una realizacion, Xs es S.

En una realizacién, Xa es A; Xp es N; Xces Ay Xres A.

En una realizacion, Xaes S; Xp es E; X; es Ay Xres A.

En una realizacion, X; es A; Xp es N; Xc es Cy Xres A.

En una realizacion, Xaes S; Xp es E; X; es Sy Xres S.

En una realizacion, Xaes S; Xp es E; X; es Sy Xres A.

En una realizacion, Xaes S; Xp es E; X; es Ay Xres S.

En una realizacion, Xaes S; Xp es E; X;es Cy Xres S.

En una realizacién, Xa es A; Xy es N; Xc es A; XgXe es NDy Xres A.
En una realizacion, Xs es S; Xp es E; X; es A; XaXe es ND y Xr es A.
En una realizacion, Xs es A; Xy es N; X; es C; XgXe es ND y Xres A.
En una realizacion, Xaes S; Xp es E; X; es S; XqXe es ND y Xres S.
En una realizacion, Xs es S; Xp es E; X; es S; XqXe es ND y Xr es A.
En una realizacion, Xa es S; Xy es E; X; es C; XgXe es NDy Xres S.
En una realizacion, Xs es A; Xp es N; X; es A; XgXe es SE y Xres A.
En una realizacion, Xs es S; Xp es E; X es A; XqXe es SE y Xres A.
En una realizacion, X, es A; Xp es N; X; es C; XqXe es SE y Xres A.
En una realizacion, Xs es S; X, es E; X; es S; XqXe es SE y Xres S.
En una realizacion, Xs es S; X es E; X; es A; XqXe es SE y Xres S.
En una realizacion, Xa es S; X, es E; X; es C; XgXe es SEy Xres S.
En una realizacion, X es A; Xp es N; X; es A; XgXe es ESy Xres A.
En una realizacion, Xa es S; X es E; X; es A; XqXe es ES y Xres A.
En una realizacion, X, es A; Xp es N; X; es C; XqXe es ES y Xres A.

En una realizacion, Xa es S; X, es E; X; es S; XqXe es ES y Xres S.
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En una realizacion, Xaes S; Xy es E; X; es C; XgXe es ESy Xres S.
En una realizacion, X, es A; Xp es N; Xc es A; XgXe es SD y Xres A.
En una realizacion, Xa es S; X es E; X; es A; XqXe es SDy Xres A.
En una realizacion, Xs es A; Xp es N; X; es C; XqXe es SDy Xres A.
En una realizacion, Xaes S; Xp es E; X; es S; XqXe es SDy Xres S.
En una realizacion, Xa es S; Xp es E; X; es A; XqXe es SDy Xres S.
En una realizacion, Xs es S; Xp es E; X; es C; XgXc es SDy Xres S.

En oftra realizacion mas, Bmod corresponde a la secuencia desde la posicién 7 a la posicién 55 en una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1-1216. En una realizaciéon, Bmod corresponde a la secuencia
desde la posicion 7 a la posicion 55 en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1-66,
1200, 1206 y 1214. En una realizacion, Bmod corresponde a la secuencia desde la posicion 7 a la posicioén 55 en una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1-66. En una realizacion, Bmod corresponde a la
secuencia desde la posicion 7 a la posiciéon 55 en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NO: 1-35. En otra realizacion, Bmod corresponde a la secuencia desde la posicion 7 a la posicién 55 en una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1-27. En una realizaciéon, Bmod corresponde a la secuencia
desde la posicidn 7 a la posicion 55 en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1-10.
En otra realizacion mas, Bmod corresponde a la secuencia desde la posicién 7 a la posicion 55 en una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1-7. En una realizaciéon, Bmod corresponde a la secuencia
desde la posicion 7 a la posicién 55 en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 14 y
en otra realizacion, Bmod corresponde a la secuencia desde la posicion 7 a la posicion 55 en la SEQ ID NO: 1.

Ademas, en una realizacion adicional, se proporciona un polipéptido de unioén a IL-17A, que comprende la secuencia
de aminodcidos:

YA-[BMod]-AP;

en la que [BMod] es un mddulo de unién a IL-17A como se definié anteriormente.

En algunas realizaciones, el motivo de union a IL-17A puede formar parte de un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada entre

SEQ ID NO:
1250 ADNNFNK-/BM]-DPSQSANLLSEAKKLNESQAPK;
1251 ADNKFNK-/BM]-DPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK;
1252 ADNKFNK-/BM]-DPSVSKEILAEAKKLNDAQAPK;
1253 ADAQQNNFNK-/BM]-DPSQSTNVLGEAKKLNESQAPK;
1254 AQHDE-[BM]-DPSQSANVLGEAQKLNDSQAPK;
1255 VDNKFNK-/BM]-DPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK;
1256 AEAKYAK-[BM]-DPSESSELLSEAKKLNKSQAPK;
1257 VDAKYAK-/BM]-DPSQSSELLAEAKKLNDAQAPK;
1258 VDAKYAK-/BM]-DPSQSSELLAEAKKLNDSQAPK;
1259 AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLNDSQAPK;
1260 AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLNDSQAP;
1261 AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLNDAQAPK;
1262 AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLNDAQAP;
1263 AEAKFAK-/BM]-DPSQSSELLSEAKKLNDSQAPK;
1264 AEAKFAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLNDSQAP;
1265 AEAKYAK-/BM]-DPSQSSELLAEAKKLNDAQAPK;
1266 AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLSESQAPK;
1267 AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLSESQAP;
1268 AEAKFAK-/BM]-DPSQSSELLSEAKKLSESQAPK;
1269 AEAKFAK-/BM]-DPSQSSELLSEAKKLSESQAP;
1270 AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLAEAKKLSEAQAPK;
1271 AEAKYAK-[BM]-QPEQSSELLSEAKKLSESQAPK;
1272 AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLESSQAPK;
1273 AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLESSQAP;
1274 AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLAEAKKLESAQAPK;
1275 AEAKYAK-[BM]-QPEQSSELLSEAKKLESSQAPK;
1276 AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLSDSQAPK;
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(continuacion)

SEQ ID NO:

1277 AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLSDSQAP;
1278 AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLAEAKKLSDSQAPK;
1279 AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLAEAKKLSDAQAPK;
1280 AEAKYAK-[BM]-QPEQSSELLSEAKKLSDSQAPK;
1281 VDAKYAK-/BM]-DPSQSSELLSEAKKLNDSQAPK;
1282 VDAKYAK-/BM]-DPSQSSELLSEAKKLSESQAPK;
1283 VDAKYAK-/BM]-DPSQSSELLAEAKKLSEAQAPK;
1284 VDAKYAK-/BM]-QPEQSSELLSEAKKLSESQAPK;
1285 VDAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLESSQAPK;
1286 VDAKYAK-/BM]-DPSQSSELLAEAKKLESAQAPK;
1287 VDAKYAK-[BM]-QPEQSSELLSEAKKLESSQAPK;
1288 VDAKYAK-/BM]-DPSQSSELLSEAKKLSDSQAPK;
1289 VDAKYAK-/BM]-DPSQSSELLAEAKKLSDSQAPK;
1290 VDAKYAK-/BM]-DPSQSSELLAEAKKLSDAQAPK;
1291 VDAKYAK-/BM]-QPEQSSELLSEAKKLSDSQAPK;
1292 VDAKYAK-/BM]-DPSQSSELLAEAKKLNKAQAPK;
1293 AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLAEAKKLNKAQAPK; y
1294 ADAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLNDSQAPK;

en las que [BM] es un motivo de unién a IL-17A como se definié anteriormente.

En una realizacion, el polipéptido de union a IL-17A comprende la secuencia de aminoacidos definida por:
VDAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLN DSQAPK;
en la que [BM] es un motivo de unién a IL-17A como se definié anteriormente.

La secuencia comprendida en tal polipéptido puede seleccionarse del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1-1216.
En una realizacion, dicha secuencia se selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1-66, 1200, 1206 y 1214.
En una realizacion, dicha secuencia se selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1-66. En una realizacion,
dicha secuencia se selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1-35. En otra realizacién, dicha secuencia se
selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1-27. En una realizacion, dicha secuencia se selecciona del grupo
que consiste en la SEQ ID NO: 1-10. En una realizacién, dicha secuencia se selecciona de la SEQ ID NO: 1-7. En una
realizacion, dicha secuencia se selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1-4. En una realizacién, dicha
secuencia es la SEQ ID NO: 1.

En una realizacion, el polipéptido de unién a IL-17A comprende la secuencia de aminoacidos definida por:
AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLN DSQAPK;
en la que [BM] es un motivo de union a IL-17A como se definié anteriormente.

La secuencia comprendida en tal polipéptido puede seleccionarse del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1217-
1222. En una realizacion, dicha secuencia se selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1218-1222. En una
realizacion, dicha secuencia se selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1219-1222. En otra realizacion,
dicha secuencia se selecciona del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1219 y la SEQ ID NO: 1222. En una
realizacion, dicha secuencia es la SEQ ID NO: 1219.

Eltamafo pequefo y la robustez de los dominios de union a IL-17A de la presente divulgacion confieren varias ventajas
sobre las terapias convencionales basadas en anticuerpos monoclonales. Tales ventajas incluyen la posibilidad de
administracion subcutanea (sc) a dosis mas altas que los anticuerpos, vias alternativas de administracion, flexibilidad
en el formato para una potencia superior y ausencia de efectos secundarios mediados por Fc. El tamafio pequefio
combinado con el potencial de una solubilidad muy alta (> 100 mg/mL) y estabilidad permite cantidades molares
extremas de farmaco en un volumen pequefo para inyecciones sc. Para administracion sistémica, esto sugiere un
tratamiento ambulatorio de "uso domiciliario" utilizando pequefas jeringas precargadas o autoinyectores, con una
administracion de dosis baja y bien tolerada. Ademas, la capacidad para altas concentraciones molares en
preparaciones de farmacos en combinaciéon con la capacidad para retener la estabilidad funcional en diversas
formulaciones se abre a las vias de administracion tépicas (piel, ojos, pulmones). La psoriasis, el asma, la uveitis y el
sindrome de o0jo seco son ejemplos de indicaciones en las que las vias de administracion alternativas podrian ser
especialmente relevantes en la enfermedad mediada por IL-17A.

Los términos "union a IL-17A" y "afinidad de union por IL-17A" como se usan en esta memoria descriptiva se refieren
a una propiedad de un polipéptido que se puede probar, por ejemplo, por ELISA, mediante el uso de resonancia de
plasmén superficial (SPR) tecnologia, o mediante el uso del ensayo de exclusién cinética (KinExA®). Por ejemplo,
como se describe en los ejemplos siguientes, la afinidad de unién a IL-17A se puede probar en un experimento en el
que las muestras del polipéptido se capturan en placas de ELISA recubiertas de anticuerpo y se afiaden IL-17A
biotinilada, seguida de HRP conjugada con estreptavidina. Se afiade el sustrato TMB y se mide la absorbancia a 450
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nm usando un lector de placas de multiples pozos, como Victor3 (Perkin Elmer). El experto en la materia puede
entonces interpretar los resultados obtenidos mediante tales experimentos para establecer al menos una medida
cualitativa de la afinidad de unién del polipéptido por IL-17A. Si se desea una medida cuantitativa, por ejemplo para
determinar el valor de ECsp (la mitad de la concentracion efectiva maxima) para la interaccion, también se puede usar
ELISA. La respuesta de los polipéptidos contra una serie de diluciones de IL-17A biotinilada se mide usando ELISA
como se describié anteriormente. El experto en la materia puede entonces interpretar los resultados obtenidos
mediante tales experimentos y los valores de ECsy pueden calcularse a partir de los resultados usando, por ejemplo,
GraphPad Prism 5 y regresion no lineal.

La afinidad de unién a IL-17A también se puede analizar en un experimento en el que se inmoviliza IL-17A, o un
fragmento de la misma, en un chip sensor del instrumento de resonancia de plasmoén de superficie (SPR), y la muestra
que contiene el polipéptido que se va a analizar se pasa sobre el chip. Alternativamente, el polipéptido que se va a
analizar se inmoviliza en un chip sensor del instrumento y se pasa una muestra que contiene IL-17A, o un fragmento
de la misma, sobre el chip. El experto en la materia puede entonces interpretar los resultados obtenidos mediante
tales experimentos para establecer al menos una medida cualitativa de la afinidad de unién del polipéptido por IL-17A.
Si se desea una medida cuantitativa, por ejemplo, para determinar un valor de Kp para la interaccién, también se
pueden usar métodos de resonancia de plasmon superficial. Los valores de unién pueden definirse, por ejemplo, en
un instrumento Biacore (GE Healthcare) o ProteOn XPR 36 (Bio-Rad). IL-17A se inmoviliza adecuadamente en un
chip sensor del instrumento, y las muestras del polipéptido cuya afinidad se va a determinar se preparan mediante
dilucién en serie y se inyectan en orden aleatorio. Los valores de Kp pueden calcularse a continuacion a partir de los
resultados utilizando, por ejemplo, el modelo de unién de Langmuir 1:1 del software BlAevaluation 4.1, u otro software
adecuado, proporcionado por el fabricante del instrumento.

Otro método para determinar la afinidad de unién por IL-17A es el ensayo de exclusion cinética (KinExA®; Sapidyne
Instruments Inc, Boise, EE. UU.; Darling y Brault, 2004. Assay and Drug Dev Tech 2 (6): 647-657) para medir la afinidad
de union en equilibrio y la cinética entre moléculas no modificadas en solucién. Para el analisis de afinidad, la constante
de disociacion de equilibrio, Kp, y la tasa de asociacion, ka, se determinan experimentalmente, mientras que la tasa de
disociacion, kg, se puede calcular con base en la ecuacion kq = Kp * Ka.

Un analisis de Kp mediante KinExA® requiere la inmovilizacién de un compafiero de interacciéon (por ejemplo, el
compafiero de union titulado) en una fase sélida, que luego se usa como sonda para capturar el otro compafero de
interaccién (por ejemplo, el compafiero de unién constante) libre en soluciéon una vez se alcanza el equilibrio. Para
cada experimento, se equilibran una serie de soluciones con una concentracién constante de un comparnero de union
y una valoracion del otro compariero de unién. A continuacion, las soluciones se exponen brevemente a la fase soélida
y se captura una porcién de la pareja de unidn constante libre y se marca con una molécula secundaria fluorescente.
El corto tiempo de contacto con la fase sdélida es menor que el tiempo necesario para la disociacion del complejo
preformado en la solucidn, lo que significa que la competencia entre la solucién y el compariero de unién titulado en
fase sdlida esta "cinéticamente excluida". Dado que la fase sélida solo se usa como sonda para la pareja de unién
libre constante en cada muestra, el equilibrio de la solucién no se altera durante las mediciones. Se calcula un valor
de Kp a partir de sefiales generadas a partir del compariero de unién constante libre capturado, que son directamente
proporcionales a la concentracion del compaiero de unidon constante libre en la muestra equilibrada. Los datos se
pueden analizar utilizando el software KinExA® Pro y el andlisis de minimos cuadrados para ajustar las soluciones
optimas para el Kp y la concentracion del sitio de unién activa (ABC) a una curva representativa de un modelo
estequiométrico relevante, por ejemplo, una interaccion bimolecular reversible 1:1.

La determinacion de la cinética de unién se puede realizar en un formato similar al analisis de equilibrio, excepto que
las mediciones se recogen en "pre-equilibrio" y las sefiales de unién son una funcion del tiempo y la concentracion
total del compafiero de unién titulado. Hay dos métodos que se pueden utilizar para determinar el ka. El "método
directo" mantiene fijas las concentraciones de los comparieros de unién constantes y titulados, y la solucion se prueba
con el tiempo. La cantidad del compariero de unién constante libre en la solucion disminuira a medida que la muestra
se mueva hacia el equilibrio. El "método de inyeccion" mantiene el tiempo de incubacion y la concentracion fija de un
comparfero, mientras titula las concentraciones del otro compariero. A medida que aumenta la concentracién del
compafiero de union valorado, la cantidad del compafiero de unién constante libre disminuira a medida que se formen
mas complejos.

En una realizacién, el polipéptido de unién a IL-17A es capaz de unirse a IL-17A de manera que el valor Kp de la
interaccién sea como maximo 1 x 106 M, tal como como maximo 1 x 107 M, tal como maximo 1 x 108 M, tal como
maximo 1 x 109 M.

En una realizacion, un polipéptido de union a IL-17A de acuerdo con cualquier aspecto divulgado en este documento
es capaz de unirse a una molécula de IL-17A seleccionada del grupo que consiste en IL-17A humana e IL-17A murina.
En una realizacion, el polipéptido de unién a IL-17A es capaz de unirse a IL-17A humana. En una realizacion, el
polipéptido de unién a IL-17A es capaz de unirse a IL-17A murina. En una realizacion, el polipéptido de unién a IL-17A
es capaz de unirse a IL-17A humana ya IL-17A murina. A este respecto, la IL-17A humana puede comprender la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1226, o un fragmento antigénicamente eficaz de la misma. Asimismo, la IL-
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17A murina puede comprender la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1227, o un fragmento antigénicamente eficaz
de la misma.

El experto en la materia comprendera que se pueden realizar diversas modificaciones y/o adiciones a un polipéptido
de unién a IL-17A de acuerdo con cualquier aspecto divulgado en este documento para adaptar el polipéptido a una
aplicacion especifica sin apartarse del alcance de la presente divulgacion.

Por ejemplo, en una realizacion, se proporciona un polipéptido de unién a IL-17A como se describe en el presente
documento, cuyo polipéptido se ha extendido y/o comprende aminoacidos adicionales en el extremo terminal C y/o el
extremo terminal N. Dicho polipéptido debe entenderse como un polipéptido que tiene uno o mas residuos de
aminoacidos adicionales en la primera y/o Ultima posicion de la cadena polipeptidica, es decir, en el extremo N y/o C
de la secuencia i) o ii). Por lo tanto, un polipéptido de union a IL-17A puede comprender cualquier nimero adecuado
de residuos de aminoacidos adicionales, por ejemplo, al menos un residuo de aminoacido adicional. Cada residuo de
aminoacido adicional puede afiadirse individual o colectivamente para, por ejemplo, mejorar y/o simplificar la
produccion, purificacion, estabilizacion in vivo o in vitro, acoplamiento o deteccion del polipéptido. Tales residuos de
aminoacidos adicionales pueden comprender uno o mas residuos de aminoacidos afiadidos con el propdsito de
acoplamiento quimico. Un ejemplo de esto es la adiciéon de un residuo de cisteina. Los residuos de aminoacidos
adicionales también pueden proporcionar una "etiqueta" para la purificacion o deteccion del polipéptido, tal como una
etiqueta Hiss, una etiqueta (HisGlu)s (etiqueta "HEHEHE") o una etiqueta "myc" (c-myc) o una Etiqueta "FLAG" para
la interaccién con anticuerpos especificos para la etiqueta o cromatografia de afinidad de metal inmovilizado (IMAC)
en el caso de la etiqueta Hise.

Los aminoécidos adicionales discutidos anteriormente se pueden acoplar al polipéptido de unién a IL-17A por medio
de conjugacion quimica (usando métodos de quimica organica conocidos) o por cualquier otro medio, tal como la
expresion del polipéptido de unioén a IL-17A como una proteina de fusion o unida de cualquier otra manera, ya sea
directamente o mediante un enlazador, por ejemplo un enlazador de aminoacidos.

Los aminoéacidos adicionales discutidos anteriormente pueden comprender, por ejemplo, uno o mas dominios
polipeptidicos. Otro dominio polipeptidico puede proporcionar al polipéptido de unién a IL-17A otra funcién, tal como,
por ejemplo, otra funcidon de unién, una funcidon enzimatica, una funcién téxica, una funcion de sefializacion
fluorescente o combinaciones de las mismas.

Un dominio polipeptidico adicional puede proporcionar ademas otra fraccion de unién a IL-17A con la misma funcion
de unién a IL-17A. Por lo tanto, en una realizacion adicional, se proporciona un polipéptido de unién a IL-17A en una
forma multimérica. Se entiende que dicho multimero comprende al menos dos polipéptidos de unién a IL-17A como
se divulga en el presente documento como unidades monomeéricas, cuyas secuencias de aminoacidos pueden ser
iguales o diferentes. Las formas multiméricas de los polipéptidos pueden comprender un nimero adecuado de
dominios, cada uno de los cuales tiene un motivo de unién a IL-17A y cada uno forma un mondmero dentro del
multimero. Estos dominios pueden tener la misma secuencia de aminoacidos, pero alternativamente, pueden tener
diferentes secuencias de aminoacidos. En otras palabras, el polipéptido de unién a IL-17A de la invencion puede
formar homo o heteromultimeros, por ejemplo homo o heterodimeros. En una realizacion, se proporciona un
polipéptido de unién a IL-17A, en el que dichas unidades monomeéricas se acoplan covalentemente entre si. En otra
realizacion, dichas unidades monomeéricas del polipéptido de unién a IL-17A se expresan como una proteina de fusién.
En una realizacion, se proporciona un polipéptido de union a IL-17A en forma dimérica.

Ademas, polipéptidos o proteinas de fusion "heterogénicas", o conjugados, en los que un polipéptido de union a IL-
17A descrito en este documento, o un multimero del mismo, constituye un primer dominio o primera fraccion, y la
segunda y otras fracciones tienen otras funciones que se unen a IL-17A, también se contemplan y caen dentro del
ambito de la presente divulgacion. La segunda y otra fraccion o fracciones del polipéptido de fusion o conjugado en
dicha proteina tienen adecuadamente una actividad biologica deseada.

Por lo tanto, en un segundo aspecto de la presente divulgacion, se proporciona una proteina de fusion o un conjugado,
que comprende una primera fraccion que consiste en un polipéptido de unién a IL-17A de acuerdo con el primer
aspecto, y una segunda fraccidon que consiste en un polipéptido que tiene una actividad biologica deseada. En otra
realizacion, dicha proteina de fusidon o conjugado puede comprender adicionalmente fracciones adicionales, que
comprenden actividades bioldgicas deseadas que pueden ser iguales o diferentes de la actividad biolégica de la
segunda fraccion.

Los ejemplos no limitantes de una actividad bioldégica deseada comprenden una actividad terapéutica, una actividad
de unién y una actividad enzimatica.

En una realizacion, la segunda fraccién que tiene una actividad bioloégica deseada es un polipéptido terapéuticamente
activo.

Los ejemplos no limitantes de polipéptidos terapéuticamente activos son biomoléculas, tales como moléculas
seleccionadas del grupo que consiste en enzimas, hormonas, factores de crecimiento, quimioquinas, citoquinas y
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linfocinas endégenas humanas. Los ejemplos no limitantes de citoquinas contempladas son IL-2, IL-4, IL-7, IL-10, IL-
11, IL-13, IL-21, IL-27, IL-35, IFNB y TGF. Ejemplos no limitativos de quimioquinas contempladas son SDF-1/CXCL12,
BCL/BCA-1/CXCL13, CXCL16, HCC1/CCL14, TARC/CCL17, PARC/CCL18, MIP-3B3/ELC/CCL19, SLC/CCL21,
CCL25/TECKy CCL27/CTACK.

Los ejemplos no limitantes de actividades de unién son las actividades de unién que aumentan la vida media in vivo
de la proteina de fusion o del conjugado. En una realizacién particular, dicha actividad de unién es una actividad de
unién a albumina que aumenta la vida media in vivo de la proteina de fusién o del conjugado. En una realizacion, dicha
actividad de union a albumina la proporciona el dominio de unién a albumina de la proteina G estreptocécica o un
derivado de la misma. En otra realizacion particular, dicha actividad de unién es una actividad de unién a FcRn que
aumenta la vida media in vivo de la proteina de fusién o del conjugado.

En una realizacion, la proteina de fusiéon o conjugado de este segundo aspecto comprende dos monémeros del
polipéptido de unién a IL-17A del primer aspecto, cuyas secuencias de aminoacidos pueden ser iguales o diferentes,
unidas por una fraccion de unién a albumina. En una realizacion especifica de esta construccion, la proteina de fusion
o el conjugado comprende dos mondmeros de union a IL-17A con una fraccién de unién a albumina entre ellos. Dicha
fraccion de union a albumina puede por ejemplo, ser un dominio de uniéon a albumina "GA" de la proteina G
estreptocdcica, tal como "GA3", o un derivado de la misma como se describe en cualquiera de los documentos
W02009/016043, W0O2012/004384, WO2014/048977 y WO2015/091957.

En una realizacién, el formato de tal proteina de fusién o conjugado es "Z-A-Z", en el que cada "Z" individualmente es
un polipéptido de unién a IL-17A como se describe en el presente documento, y "A" es un dominio de unién a albdmina.
En una realizacion, tal polipéptido de unién a IL-17A con el formato "ZAZ" es capaz de unirse a IL-17A de manera que
el valor Kp de la interaccion es a lo sumo 1 x 1019 M, tal como a lo sumo 1 x 10"'" M, tal como a lo sumo 1 x 10712 M,
tal como a lo sumo 1 x 10-'* M. En una realizacion, tal polipéptido "ZAZ" comprende una secuencia de aminoéacidos
seleccionada del grupo que consta de la SEQ ID NO: 1233-1247, por ejemplo seleccionado del grupo que consta de
las SEQ ID NO: 1236, 1237 y 1242-1247, tal como se selecciona del grupo que consta de las SEQ ID NO: 1236, 1244
y 1247 o el grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1237, 1244 y 1247. En una realizacion ain mas especifica, el
polipéptido "ZAZ" comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO:
1244 y 1245. En una realizacion, el polipéptido "ZAZ" comprende la SEQ ID NO: 1244.

En una realizacion, dicha actividad de unién se une a un factor asociado a la angiogénesis. Los ejemplos no limitantes
de factores asociados a la angiogénesis incluyen factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor 1 de crecimiento
de fibroblastos (FGF-1), FGF basico, angiogenina 1 (Ang-1), angiogenina 2 (Ang-2), angiopoyetina 1 (Angpt-1),
angiopoyetina 2 (Angpt-2), angiopoyetina 3 (Angpt-3), angiopoyetina 4 (Angpt-4), tirosina quinasa con dominios 1
similares a inmunoglobulinas (TIE-1), tirosina quinasa con dominios 2 similares a inmunoglobulinas (TIE-2), receptor
1 del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR-1), receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGFR-2), receptor 3 del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR-3), factor A de crecimiento endotelial
vascular (VEGF-A), factor B de crecimiento endotelial vascular (VEGF-B), factor C de crecimiento endotelial vascular
(VEGF-C), factor D de crecimiento endotelial vascular (VEGF-D), factor E de crecimiento endotelial vascular (VEGF-
E), factor de crecimiento placentario (PIGF), factor 31 de crecimiento transformante (TGF-31), factor 32 de crecimiento
transformante (TGF-B2), receptores del factor 3 de crecimiento transformante (tipo I, tipo Il y tipo IIl), metaloproteinasa
de matriz (MMP), receptor de tirosina quinasa de MET (también denominado cMET y receptor del factor de crecimiento
de hepatocitos (HGFR)), miembros de la familia de receptores Notch y beta-catenina.

En una realizacion, dicha actividad de unién se une a un factor asociado a la respuesta inmune. Los ejemplos no
limitantes de factores asociados a la respuesta inmune incluyen

- Factores reguladores de células T tales como CD3, CD4, CD6, CD28, receptor a de células T (TCRa), receptor 3
de células T (TCRB), proteina 4 asociada a linfocitos T citotdxicos (CTLA-4) y proteina 1 de muerte celular programada
(PD-1), ligando 1 de muerte programada (PD-L1), ligando 2 de muerte programada (PD-L2), homélogo 3 de B7 (B7-
H3), homdélogo 4 de B7 (B7-H4), mediador de entrada del virus del herpes (HVEM)/atenuador de linfocitos By T
(BTLA), receptor inhibidor asesino (KIR), gen 3 de activacion de linfocitos (LAG3), galectina 9 (Gal9)/mucina 3 de
inmunoglobulina de células T (TIM3) y receptores de adenosina/ adrenérgicos alfa-2 (A2aR);

- Factores de reclutamiento de células NK tales como CD16, producto 2D del gen receptor de tipo lectina de células
asesinas naturales (NKG2D), antigeno 1 asociado a la funcion de linfocitos (LFA1) y los receptores NKp30 y NKp40
de citotoxicidad natural;

- factores asociados a la inflamacién como

e citoquinas y sus receptores, incluidos factores de necrosis tumoral (TNF); miembros de la superfamilia del ligando
del factor de necrosis tumoral (TNFSF) TNFSF11/RANKL, TNFSF12/TWEAK, TNFSF13, TNFSF13B/BAFF/BLys,
TNFSF14, TNFSF15; interleuquinas (IL) IL-1a, IL-18, IL-2, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E, IL-
17F, IL-18, IL-22, IL-23, IL-26, IL-32, IL-33 e IL-34; interferones INFa e INFy; factor estimulante de colonias de
granulocitos (GCSF), factor estimulante de colonias de granulocitos (GM-CSF); y
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e quimioquinas inflamatorias y sus receptores, incluidos IL-8/CXCL8, ENA-78/CXCL5, GROa/CXCL1, CTAP-
III/CXCL7, IP-10/CXCL10, Mig/CXCL9, PF4/CXCL4, GCP-2/CXCL6, MCP -1/CCL2, MIP-1a/CCL3, MIP-3a/CCL20,
RANTES/CCLS5, linfotactina/XCL1 y fractalquina/CX3CL1.

En realizaciones particularmente seleccionadas, la actividad de unién de dicha segunda fraccion se une a un objetivo
seleccionado del grupo que consiste en TNF, IL-1B, IL-6, IL-17F e IL-23.

En una realizacion del primer o segundo aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un polipéptido de unién a
IL-17A, proteina de fusién o conjugado que comprende un agente modificador de la respuesta inmune. Los ejemplos
no limitantes de tales agentes modificadores de la respuesta inmune incluyen agentes inmunosupresores o
inmunomoduladores u otros agentes antiinflamatorios. Por ejemplo, un polipéptido de unién a IL-17A, proteina de
fusion o conjugado como se describe en el presente documento puede comprender un agente seleccionado del grupo
que consiste en farmacos antireumaticos modificadores de la enfermedad (DMARD), tales como sales de oro,
azatioprina, metotrexato y leflunomida; inhibidores de calcineurina, tales como ciclosporina A o FK 506; moduladores
de la recirculacion de linfocitos; inhibidores de mTOR, tales como rapamicina; una ascomicina que tiene propiedades
inmunosupresoras; glucocorticoides; corticosteroides; ciclofosfamida; anticuerpos monoclonales inmunosupresores,
por ejemplo anticuerpos monoclonales con afinidad por receptores de leucocitos tales como MHC, CD2, CD3, CD4,
CD7, CD8, CD25, CD28, CD40, CD45, CD58, CD80, CD86 o sus ligandos; inhibidores de moléculas de adhesion,
tales como antagonistas de LFA-1, antagonistas de ICAM-1 o ICAM-3, antagonistas de VCAM-4 o antagonistas de
VLA-4; agentes anti-TNF, tales como etanercept y anticuerpos monoclonales para TNF tales como infliximab y
adalimumab; inhibidores de citoquinas proinflamatorias; bloqueadores de IL-1 tales como anakinra o trampa de IL-1;
bloqueadores de IL-6; inhibidores de quimioquinas; medicamentos antiinflamatorios no esteroides (NSAID) tales como
la aspirina; y agentes antiinfecciosos y otros agentes moduladores de la respuesta inmunitaria; asi como
combinaciones de dos o mas de los anteriores.

En una realizacion del primer o segundo aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un polipéptido de union a
IL-17A, proteina de fusion o conjugado que comprende un compuesto téxico. Los ejemplos no limitantes de tales
compuestos toxicos incluyen caliqueamicina, maitansinoide, neocarzinostatina, esperamicina, dinemicina, kedarcidina,
maduropeptina, doxorrubicina, daunorrubicina, auristatina, cadena A de ricina, modecina, exotoxina A truncada de
Pseudomonas, toxina de la Difteria y gelonina recombinante.

Recientemente, se ha logrado un progreso considerable en el desarrollo de agentes multiespecificos, tales como
anticuerpos con la capacidad de unirse a mas de un antigeno, por ejemplo, mediante modificacion de las regiones
determinantes de complementariedad (CDR) para abordar dos antigenos en un solo sitio de combinacion de
anticuerpos (Bostrom et al, 2009, Science 323 (5921): 1610-1614; Schaefer et al, 2011, Cancer Cell 20 (4): 472-486),
mediante la construccion de anticuerpos heterodiméricos utilizando unidades Fc modificadas (Carter, 2001, J Immunol
Methods 248 (1-2): 7-15; Schaefer et al., 2011, Proc Natl Acad Sci USA 108 (27): 11187-11192) y mediante la fusion
genética de unidades de reconocimiento auxiliar a los terminales a N o C de cadenas ligeras o pesadas de anticuerpos
de longitud completa (Kanakaraj et al., 2012, MAbs 4 (5): 600-613; LaFleur et al., 2013, MAbs 5 (2): 208-218).

Como se discutié anteriormente, puede ser beneficioso que un polipéptido con afinidad por IL-17A como se divulga en
el presente documento también exhiba afinidad por otro factor, tal como un factor asociado a la respuesta inmune, por
ejemplo un factor asociado a la inflamacion.

Por lo tanto, en un tercer aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un complejo que comprende al menos
un polipéptido de unién a IL-17A como se define en el presente documento y al menos un anticuerpo o un fragmento
de unién a antigeno del mismo.

Cuando se usa en el presente documento para indicar el tercer aspecto de la divulgacion, el término "complejo”
pretende hacer referencia a dos o0 mas cadenas polipeptidicas asociadas, una de las cuales tiene afinidad por IL-17A
en virtud de su motivo de unién a IL-17A como se definié anteriormente, y el otro es un anticuerpo o un fragmento de
union a antigeno del mismo. Cada una de estas cadenas polipeptidicas puede contener diferentes dominios proteicos,
como se describido ampliamente anteriormente para el polipéptido de union a IL-17A del primer y segundo aspectos, y
el complejo multiproteico resultante puede tener multiples funciones. "Complejo" pretende referirse a dos o mas
polipéptidos como se define en este documento, conectados por enlaces covalentes, por ejemplo, dos o mas cadenas
polipeptidicas conectadas por enlaces covalentes a través de la expresion de las mismas como una proteina de fusion
recombinante, o asociadas por conjugacion quimica.

El tercer aspecto proporciona un complejo que comprende un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del
mismo. Como es bien sabido, los anticuerpos son moléculas de inmunoglobulina capaces de unirse especificamente
a un objetivo (un antigeno), tal como un carbohidrato, polinucleétido, lipido, polipéptido u otro, a través de al menos
un sitio de reconocimiento de antigeno ubicado en la region variable de la molécula de inmunoglobulina. Como se usa
en este documento, el término "anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo" abarca no solo anticuerpos
policlonales o monoclonales de longitud completa o intactos, sino también fragmentos de unién a antigeno de los
mismos, tales como Fab, Fab', F(ab'),, Fabs, Fv y variantes de los mismos, proteinas de fusiéon que comprenden una
0 mas porciones de anticuerpos, anticuerpos humanizados, anticuerpos quiméricos, minicuerpos, diacuerpos,
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triacuerpos, tetracuerpos, anticuerpos lineales, anticuerpos monocatenarios, anticuerpos multiespecificos (por
ejemplo, anticuerpos biespecificos) y cualquier otra configuraciéon modificada de la molécula de inmunoglobulina que
comprende un sitio de reconocimiento de antigeno de la especificidad requerida, que incluye variantes de glicosilacion
de anticuerpos, variantes de secuencia de aminoacidos de anticuerpos y anticuerpos modificados covalentemente.
Otros ejemplos de anticuerpos modificados y fragmentos de unién a antigeno de los mismos incluyen nanocuerpos,
AlbudAb, DART (reorientacion de afinidad dual), BiTE (enlazador biespecifico de células T), TandAb (diacuerpos en
tandem), DAF (Fab de accion dual), anticuerpos dos en uno, SMIP (inmunofarmacos modulares pequefios), FynomAb
(fyndmeros fusionados con anticuerpos), DVD-lg (inmunoglobulina de dominio variable dual), cuerpos CovX
(anticuerpos modificados con péptidos), duocuerpos y triomAb. Esta lista de variantes de anticuerpos y fragmentos de
unién a antigeno de los mismos no debe considerarse limitante, y el experto en la materia conoce otras variantes
adecuadas.

Un anticuerpo de longitud completa comprende dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras. Cada cadena pesada
contiene una region variable de cadena pesada (Vu) y una primera, segunda y tercera regiones constantes (Cu1, Cn2
y Cn3). Cada cadena ligera contiene una regioén variable de cadena ligera (VL) y una region constante de cadena ligera
(CL). Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas, los anticuerpos
se asignan a diferentes clases. Hay seis clases principales de anticuerpos: IgA, IgD, IgE, I1gG, IgM e IgY, y varios de
estos pueden dividirse en subclases (isotipos), por ejemplo, 1gG1, 1gG2, IgG3, IgG4, IgA1 e IgA2. El término
"anticuerpo de longitud completa”, como se usa en este documento, se refiere a un anticuerpo de cualquier clase, tal
como IgD, IgE, IgG, IgA, IgM o IgY (o cualquier subclase de los mismos). Las estructuras de subunidades vy las
configuraciones tridimensionales de diferentes clases de anticuerpos son bien conocidas.

Un "fragmento de unién a antigeno" es una porcién o regiéon de una molécula de anticuerpo, o un derivado de la misma,
que retiene toda o una parte significativa de la unién de antigeno del correspondiente anticuerpo de longitud completa.
Un fragmento de unién a antigeno puede comprender la region variable de cadena pesada (Vh), la region variable de
cadena ligera (VL) o ambas. Cada una de las V4 y VL contiene tipicamente tres regiones determinantes de
complementariedad CDR1, CDR2 y CDR3. Las tres CDR en V4 0 V. estan flanqueadas por regiones marco (FR1,
FR2, FR3 y FR4). Como se enumerd brevemente anteriormente, los ejemplos de fragmentos de unién a antigeno
incluyen, pero no se limitan a: (1) un fragmento Fab, que es un fragmento monovalente que tiene una cadena V.-C. y
una cadena Vh-Cn1; (2) un fragmento Fab', que es un fragmento Fab con la region bisagra de la cadena pesada, (3)
un fragmento F(ab');, que es un dimero de fragmentos Fab' unidos por la region bisagra de la cadena pesada, por
ejemplo unido por un puente disulfuro en la regién bisagra; (4) un fragmento Fc; (5) un fragmento Fv, que es el
fragmento de anticuerpo minimo que tiene los dominios V. y V4 de un solo brazo de un anticuerpo; (6) un fragmento
Fv de cadena sencilla (scFv), que es una cadena polipeptidica sencilla en la que los dominios Vy y V. de un scFv
estan unidos por un enlazador peptidico; (7) un (scFv)2, que comprende dos dominios Vi y dos dominios V|, que estan
asociados a través de los dos dominios Vy a través de puentes disulfuro y (8) anticuerpos de dominio, que pueden ser
polipéptidos de dominio variable unico (Vx o V.) de anticuerpos que se unen especificamente a antigenos.

Los fragmentos de unidn a antigeno se pueden preparar mediante métodos rutinarios. Por ejemplo, los fragmentos F
(ab'")2 pueden producirse mediante digestién con pepsina de una molécula de anticuerpo de longitud completa, y los
fragmentos Fab pueden generarse reduciendo los puentes disulfuro de los fragmentos F(ab'),. Alternativamente, los
fragmentos se pueden preparar mediante tecnologia recombinante expresando los fragmentos de cadena pesada y
ligera en células huésped adecuadas (por ejemplo, células de E. coli, levadura, mamifero, plantas o insectos) y
ensamblandolas para formar los fragmentos deseados de unién al antigeno ya sea in vivo o in vitro. Se puede preparar
un anticuerpo de cadena sencilla mediante tecnologia recombinante uniendo una secuencia de nucleétidos que
codifica una regioén variable de cadena pesada y una secuencia de nucleétidos que codifica una regién variable de
cadena ligera. Por ejemplo, se puede incorporar un enlazador flexible entre las dos regiones variables. El experto en
la materia conoce métodos para la preparacion tanto de anticuerpos de longitud completa como de sus fragmentos de
unién a antigenos.

Por lo tanto, en una realizacion, este aspecto de la divulgaciéon proporciona un complejo como se define en el presente
documento, en el que dicho al menos un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se selecciona del
grupo que consiste en anticuerpos de longitud completa, fragmentos Fab, fragmentos Fab', fragmentos F(ab'),,
fragmentos Fc, fragmentos Fv, fragmentos Fv monocatenarios, (scFv). y anticuerpos de dominio. En una realizacion,
dicho al menos un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se selecciona de anticuerpos de longitud
completa, fragmentos Fab y fragmentos scFv. En una realizacién particular, dicho al menos un anticuerpo o fragmento
de unién a antigeno del mismo es un anticuerpo de longitud completa.

En una realizacién de dicho complejo como se define en el presente documento, el anticuerpo o fragmento de union
a antigeno del mismo se selecciona del grupo que consiste en anticuerpos monoclonales, anticuerpos humanos,
anticuerpos humanizados, anticuerpos quiméricos y fragmentos de unién a antigeno de los mismos.

El término "anticuerpos monoclonales" como se usa en este documento se refiere a anticuerpos que tienen afinidad
monovalente, lo que significa que cada molécula de anticuerpo en una muestra del anticuerpo monoclonal se une al
mismo epitopo en el antigeno, mientras que el término "anticuerpos policlonales" como se usa se usa en este
documento se refiere a una coleccién de anticuerpos que reaccionan contra un antigeno especifico, pero en cuya
coleccion puede haber diferentes moléculas de anticuerpo, por ejemplo, identificando diferentes epitopos en el
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antigeno. Los anticuerpos policlonales se producen tipicamente mediante la inoculacién de un mamifero adecuado y
se purifican a partir del suero del mamifero. Los anticuerpos monoclonales son producidos por células inmunes
idénticas que son clones de una célula parental Unica (por ejemplo, una linea celular de hibridoma). El término
"anticuerpo humano", como se usa en el presente documento, se refiere a anticuerpos que tienen regiones variables
y constantes que corresponden sustancialmente a, o se derivan de, anticuerpos obtenidos de sujetos humanos. El
término "anticuerpos quiméricos", como se usa en este documento, se refiere a anticuerpos recombinantes o
modificados genéticamente, como por ejemplo anticuerpos monoclonales de ratén, que contienen polipéptidos o
dominios de una especie diferente, por ejemplo humana, introducidos para reducir la inmunogenicidad de los
anticuerpos. El término "anticuerpos humanizados" se refiere a anticuerpos de especies no humanas cuyas secuencias
de proteinas se han modificado para aumentar su similitud con variantes de anticuerpos producidas naturalmente en
humanos, con el fin de reducir la inmunogenicidad.

Puede ser beneficioso para un complejo como se define en este documento, ademas de ser capaz de unirse a IL-17A,
apuntar al menos a un antigeno adicional, tal como un antigeno seleccionado del grupo que consiste en un antigeno
asociado con un trastorno relacionado con angiogénesis y un antigeno asociado con la respuesta inmune. En una
realizacion, dicho antigeno adicional esta asociado con la angiogénesis. En una realizacién, dicho antigeno adicional
esta asociado con la respuesta inmune.

En una realizacion, el antigeno esta asociado con la angiogénesis y se selecciona del grupo que consiste en factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), factor 1 de crecimiento de fibroblastos (FGF-1), FGF basico, angiogenina 1 (Ang-
1), angiogenina 2 (Ang-2), angiopoyetina 1 (Angpt-1), angiopoyetina 2 (Angpt-2), angiopoyetina 3 (Angpt-3),
angiopoyetina 4 (Angpt-4), tirosina quinasa con dominios 1 similares a inmunoglobulina (TIE-1), tirosina quinasa con
dominios 2 similares a inmunoglobulina (TIE-2), receptor 1 del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR-1),
receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR-2), receptor 3 del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGFR-3), factor A de crecimiento endotelial vascular (VEGF-A), factor B de crecimiento endotelial vascular
(VEGF-B), factor C de crecimiento endotelial vascular (VEGF-C), factor D de crecimiento endotelial vascular (VEGF-
D), factor E de crecimiento endotelial vascular (VEGF-E), factor de crecimiento placentario (PIGF), factor 1 de
crecimiento transformante (TGF-B1), factor B2 de crecimiento transformante (TGF-p2), receptores del factor 8 de
crecimiento transformante (tipo |, tipo Il y tipo IIl), metaloproteinasa de matriz (MMP), receptor de tirosina quinasa MET
(también denominado cMET y receptor del factor de crecimiento de hepatocitos (HGFR)), miembros de la familia de
receptores Notch y beta-catenina. En una realizacion, dicho anticuerpo o fragmento del mismo se selecciona del grupo
que consiste en AMG 780, AMG 386, MEDI-3617, nesvacumab, CVX-241, bevacizumab, ranibizumab, VGX100, CVX-
241, ABP 215, PF-06439535, fresolimumab, metelimumab, onartuzumab, emibetuzumab y tarextumab.

En una realizacion, el antigeno esta asociado con la respuesta inmune o un trastorno del sistema inmune, y se
selecciona del grupo que consiste en

- Factores reguladores de células T tales como CD3, CD4, CD6, CD28, receptor a de células T (TCRa), receptor 3
de células T (TCRB), proteina 4 asociada a linfocitos T citotoxicos (CTLA-4) y proteina 1 de muerte celular programada
(PD-1), ligando 1 de muerte programada (PD-L1), ligando 2 de muerte programada (PD-L2), homdlogo 3 de B7 (B7-
H3), homdlogo 4 de B7 (B7-H4), mediador de entrada del virus del herpes (HVEM)/atenuador de linfocitos B y T
(BTLA), receptor inhibidor asesino (KIR), gen 3 de activacion de linfocitos (LAG3), galectina 9 (Gal9)/mucina3 de
inmunoglobulina de células T (TIM3) y receptores adrenérgicos de adenosina/alfa-2 (A2aR);

- Factores de reclutamiento de células NK tales como CD16, producto 2D del gen receptor de tipo lectina de células
asesinas naturales (NKG2D), antigeno 1 asociado a la funcion de linfocitos (LFA1) y los receptores NKp30 y NKp40
de citotoxicidad natural;

- Factores asociados a la inflamacién como

e citoquinas y sus receptores, incluidos factores de necrosis tumoral (TNF); miembros de la superfamilia del ligando
del factor de necrosis tumoral (TNFSF) TNFSF11/RANKL, TNFSF12/TWEAK, TNFSF13, TNFSF13B/BAFF/BLy,
TNFSF14, TNFSF15; interleuquinas (IL) IL-1a, IL-18, IL-2, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E, IL-
17F, IL-18, IL-22, 1L-23, IL-26, IL-32, IL33 e IL-34; interferones INFa e INFy; factor estimulante de colonias de
granulocitos (GCSF), factor estimulante de colonias de granulocitos (GM-CSF); y

e quimioquinas inflamatorias y sus receptores, incluidos IL-8/CXCL8, ENA-78/CXCL5, GROao/CXCL1, CTAP-
III/CXCL7, IP-10/CXCL10, Mig/CXCL9, PF4/CXCL4, GCP-2/CXCL6, MCP-1/CCL2, MIP-1a/CCL3, MIP-3a/CCL20,
RANTES/CCLS5, linfotactina/XCL1 y fractalquina/CX3CL1.

En una realizacion, el antigeno se selecciona del grupo que consiste en TNF, IL-13, IL-6, IL-17F e IL-23.

En una realizacion, dicho anticuerpo o fragmento del mismo se selecciona del grupo que consiste en visilizumab,
otelixizumab, ipilimumab, tremelimumab, pembrolizumab, nivolumab, pidilizumab, MPDL3280A, MEDI-4736,
MPDL3280A y lirilumab, y fragmentos de unién a antigeno de los mismos.

En una realizacion particular, dicho antigeno es TNF. En una realizacion, dicho anticuerpo o fragmento del mismo se

selecciona del grupo que consiste en adalimumab, infliximab, golimumab, certolimumab pegol y fragmentos de unién
a antigeno de los mismos. En otra realizacién, dicho anticuerpo o fragmento del mismo es un anticuerpo de longitud
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completa seleccionado del grupo que consiste en adalimumab, infliximab, golimumab y certolimumab pegol. En una
realizacion particular, dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo es adalimumab o un fragmento de
unién a antigeno del mismo, por ejemplo, adalimumab de longitud completa.

El complejo como se describe en el presente documento puede estar presente, por ejemplo, en forma de una proteina
de fusién o un conjugado. Por lo tanto, dicho al menos un polipéptido de unién a IL-17A y dicho al menos un anticuerpo,
o fragmento de union a antigeno del mismo, pueden acoplarse mediante conjugaciéon quimica (usando métodos de
quimica organica conocidos) o por cualquier otro medio, tal como la expresion del complejo como una proteina de
fusion o unido de cualquier otra forma, ya sea directamente o mediante un enlazador, por ejemplo un enlazador de
aminoacidos.

Por lo tanto, en una realizacién, se proporciona un complejo como se define en este documento, en el que dicho
complejo es una proteina de fusién o un conjugado. En una realizacién, dicho complejo es una proteina de fusiéon. En
otra realizacion, dicho complejo es un conjugado. En una realizacion de dicho complejo, dicho polipéptido de union a
IL-17A esta unido al extremo terminal N o al extremo terminal C de la cadena pesada de dicho anticuerpo o fragmento
de union a antigeno del mismo. En otra realizacién, dicho polipéptido de unién a IL-17A esta unido al extremo terminal
N o al extremo terminal C de la cadena ligera de dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo. En una
realizacion, dicho polipéptido de unién a IL-17A esta unido al extremo terminal N y/o al extremo terminal C de la cadena
ligera y la cadena pesada de dicho anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo. Por ejemplo, el polipéptido
de union a IL-17A puede unirse solo al extremo terminal N de la cadena o cadenas pesadas, solo al extremo terminal
N de la cadena o cadenas ligeras, solo al extremo terminal C de la cadena o cadenas pesadas, solo al extremo terminal
C de la cadena o cadenas ligeras, tanto al extremo terminal N como al extremo terminal C de la cadena o cadenas
pesadas, tanto al extremo terminal N como al extremo terminal C de la cadena o cadenas ligeras , solo al extremo
terminal C de la cadena o cadenas ligeras y al extremo terminal N de la cadena o cadenas pesadas, solo al extremo
terminal C de la cadena o cadenas pesadas y al extremo terminal N de la cadena o cadenas ligeras, de dicho
anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo.

Como comprendera el experto en la materia, la construccion de una proteina de fusidon a menudo implica el uso de
enlazadores entre fracciones funcionales a fusionar. La persona experta conoce diferentes tipos de enlazadores con
diferentes propiedades, tales como enlazadores de aminoacidos flexibles, enlazadores de aminoacidos rigidos y
enlazadores de aminoacidos escindibles. Se han utilizado enlazadores para, por ejemplo, aumentar la estabilidad o
mejorar el plegamiento de proteinas de fusion, para aumentar la expresion, mejorar la actividad bioldgica, la afinidad
y/o la unién, permitir el direccionamiento y alterar la farmacocinética de las proteinas de fusién. Por lo tanto, en una
realizacion, el polipéptido, proteina de fusion, conjugado o complejo de union a IL-17A como se define en el presente
documento comprende ademas al menos un enlazador. El enlazador se puede seleccionar, por ejemplo, del grupo
que consiste en enlazadores de aminoacidos flexibles, enlazadores de aminoacidos rigidos y enlazadores de
aminoacidos escindibles. Alternativamente, el enlazador puede ser un enlazador no peptidico. En una realizaciéon de
una proteina de fusion o conjugado como se divulga en el presente documento, dicho enlazador se dispone entre una
primera fraccion que consiste en un polipéptido de unién a IL-17A como se define en el presente documento y una
segunda fraccidn que consiste en un polipéptido que tiene una actividad biologica deseada. En una realizacion de un
complejo como se divulga en el presente documento, dicho enlazador esta dispuesto entre dicho polipéptido de union
a IL-17A y dicho anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo. El experto en la materia apreciara que la
presencia de un enlazador dispuesto en cualquiera de los contextos mencionados anteriormente no excluye la
presencia de enlazadores adicionales en el mismo o en cualquier otro contexto.

Los enlazadores flexibles se utilizan a menudo cuando los dominios unidos requieren un cierto grado de movimiento
o interaccion, y pueden ser particularmente Utiles en algunas realizaciones del polipéptido de unién a IL-17A, proteina
de fusioén, conjugado o complejo como se define en el presente documento. Dichos enlazadores estan compuestos
generalmente por aminoacidos pequefios, no polares (por ejemplo, G) o polares (por ejemplo, S o T). Algunos
enlazadores flexibles consisten principalmente en tramos de residuos G y S, por ejemplo (GGGGS), y (SSSSG),. El
ajuste del numero de copia "p" permite la optimizacién del enlazador para lograr una separacién apropiada entre las
fracciones funcionales o para mantener la interaccion necesaria entre fracciones. Aparte de los enlazadores Gy S, se
conocen en la técnica otros enlazadores flexibles, tales como enlazadores G y S que contienen residuos de
aminoacidos adicionales, tales como T, A, Ky E, para mantener la flexibilidad, asi como residuos de aminoacidos
polares para mejorar la solubilidad.

En una realizacién, dicho enlazador es un enlazador flexible que comprende residuos de glicina (G), serina (S) y/o
treonina (T). En una realizacién, dicho enlazador comprende una secuencia con una férmula general seleccionada
entre (GnSm)p Y (SnGm)p, €n la que, independientemente, n =1-7,m =0-7,n+ m< 8y p =1 -10. En una realizacion, n
= 1-5. En una realizacion, m = 0-5. En una realizacion, p = 1-5. En una realizacién mas especifica, n=4, m=1yp =
1-4.

En una realizacion, dicho enlazador comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en G4S, (G4S)2,
(G4S)3y (G4S)4.
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En una realizacién, dicho enlazador comprende una secuencia con la férmula general GT(GnSm)p, en la que,
independientemente, n = 1-7, m=0-7,n + m < 8 y p = 1-10. En una realizacién, n = 1-5. En una realizacién, m = 0-5.
En una realizacion, p = 1-5. En una realizacién mas especifica, n =4, m =1y p = 1-4. Por lo tanto, en una realizacién
en la que n = 4, dicho enlazador comprende GT(G4S),. En una realizacion especifica, n =4y p = 1, de modo que dicho
enlazador comprende GTG4S. En una realizacion, dicho enlazador comprende una secuencia seleccionada del grupo
que consiste en GT(G4S),S, GT(G4S),PR Yy GT(G4S),PK.

En una realizacién, dicho enlazador comprende una secuencia con la formula general GAP(GnSm)p, en la que,
independientemente, n = 1-7, m=0-7,n + m< 8 y p = 1-10. En una realizacién, n = 1-5. En una realizacién, m = 0-5.
En una realizacion, p = 1-5. En una realizacion mas especifica, n =4, m = 1y p = 1-4. Por lo tanto, en una realizacion
en la que n = 4, dicho enlazador comprende GAP(G4S),. En una realizacion especifica, n =4 y p = 1, de modo que
dicho enlazador comprende GAPG.S. En una realizacion, dicho enlazador comprende una secuencia seleccionada
del grupo que consiste en GAP(G4S), TS, GAP(G4S),PR y GAP(G4S),PK.

En una realizacién, dicho enlazador comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en KL(G4S)p,
LQ(G4S)p y YV(G4S),PK. En una realizacién, dicho enlazador comprende una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en S4G, (S4G)3, (S4G)s y (S4G)s. En una realizacién, dicho enlazador comprende una secuencia seleccionada
del grupo que consiste en VDGS, ASGS y VEGS. En una realizacion especifica, dicho enlazador comprende ASGS.

Con respecto a la descripcion anterior de proteinas de fusion, conjugados o complejos que incorporan un polipéptido
de unién a IL-17A de acuerdo con la divulgacién, debe tenerse en cuenta que la designacion de la primera, segunda
y otras fracciones se realiza por razones de claridad para distinguir entre el polipéptido o polipéptidos de unién a IL-
17A de acuerdo con la invencion, por un lado, y las fracciones que presentan otras funciones, por otro lado. Estas
designaciones no pretenden hacer referencia al orden real de los diferentes dominios en la cadena polipeptidica de la
proteina de fusién, conjugado o complejo. Asi, por ejemplo, dicha primera fracciéon puede aparecer sin restriccion en
el extremo terminal N, en el medio o en el extremo terminal C de la proteina de fusién, conjugado o complejo.

La divulgacion ademas abarca polipéptidos en los que el polipéptido de unién a IL-17A de acuerdo con el primer
aspecto, el polipéptido de unién a IL-17A comprendido en una proteina de fusién o conjugado de acuerdo con el
segundo aspecto o en un complejo de acuerdo con el tercer aspecto, comprende ademas un marcador, tal como un
marcador seleccionado del grupo que consiste en tintes fluorescentes y metales, tintes cromoféricos, compuestos
quimioluminiscentes y proteinas bioluminiscentes, enzimas, radionuclidos y particulas. Tales marcadores se pueden
usar, por ejemplo, para la deteccién del polipéptido.

En realizaciones en las que el polipéptido de union a IL-17A marcado comprende un polipéptido de unién a IL-17A de
acuerdo con el primer aspecto de la divulgacion y un marcador, este polipéptido marcado se puede usar para el
marcado indirecto de células que expresan IL-17A, tales como células de canceres asociados a inflamacién. Los
ejemplos no limitantes de canceres asociados a inflamacién incluyen canceres gastricos, canceres colorrectales,
canceres de pulmén de células no pequefias, carcinomas hepatocelulares y adenocarcinomas (Wu et al., 2014 Tumor
Biol. 35 (6): 5347-56; Wu et al., 2012 PLoS One 7 (12); Zhang et al., 2012 Asian Pac J Cancer Prev 13 (8): 3955-60;
Liu et al., 2011 Biochem Biophys Res Commun 407 (2): 348-54).

En otras realizaciones, el polipéptido de union a IL-17A marcado esta presente como una fraccion en una proteina de
fusion, conjugado o complejo que también comprende una segunda y posible fraccion adicional que tiene una actividad
biolégica deseada. En algunos casos, el marcador puede estar acoplado solo al polipéptido de unién a IL-17A y, en
algunos casos, tanto al polipéptido de union a IL-17A como a la segunda fraccion de la proteina de fusion o conjugado
y/o al anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del complejo. Ademas, también es posible que el marcador se pueda
acoplar a una segunda fraccién, o anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo solamente y no a la fraccion
de unién a IL-17A. Por lo tanto, en otra realizacion mas, se proporciona un polipéptido de uniéon a IL-17A que
comprende una segunda fraccion, en la que dicho marcador esta acoplado a la segunda fraccion solamente. En otra
realizacion, se proporciona un complejo como se define en el presente documento, en el que dicho marcador esta
acoplado al anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo Unicamente.

En una realizacion, dicho polipéptido de union a IL-17A, proteina de fusion, conjugado o complejo como se describe
en el presente documento comprende un entorno quelante proporcionado por un quelante de poliaminopolicarboxilato
conjugado con el polipéptido de unién a IL-17A a través de un grupo tiol de un residuo de cisteina o un grupo amina
de un residuo de lisina.

En realizaciones en las que el polipéptido de unién a IL-17A, proteina de fusion, conjugado o complejo esta
radiomarcado, dicho polipéptido radiomarcado puede comprender un radionuclido. La mayoria de los radionucleidos
tienen una naturaleza metalica y los metales suelen ser incapaces de formar enlaces covalentes estables con
elementos presentes en proteinas y péptidos. Por esta razon, el marcaje de proteinas y péptidos con metales
radiactivos se realiza con el uso de quelantes, es decir, ligandos multidentados, que forman compuestos no covalentes,
llamados quelatos, con los iones metalicos. En una realizacion del polipéptido de unién a IL-17A, proteina de fusion,
conjugado o complejo, la incorporacion de un radionuclido se permite mediante la provision de un entorno quelante, a
través del cual el radionuclido puede coordinarse, quelarse o complejarse con el polipéptido.
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Un ejemplo de un quelante es el tipo de quelante de tipo poliaminopolicarboxilato. Pueden distinguirse dos clases de
tales quelantes de poliaminopolicarboxilato: quelantes macrociclicos y aciclicos.

En una realizacion, el polipéptido de unién a IL-17A, proteina de fusién o conjugado comprende un entorno quelante
proporcionado por un quelante de poliaminopolicarboxilato conjugado con el polipéptido de unién a IL-17A a través de
un grupo tiol de un residuo de cisteina o un grupo amina épsilon de un residuo de lisina.

Los quelantes macrociclicos mas comunmente utilizados para radioisétopos de indio, galio, itrio, bismuto,
radioactinidos y radiolantanidos son diferentes derivados de DOTA (acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-
tetraacético). En una realizacion, En una realizacion un entorno quelante del polipéptido IL-17A proteina de fusion,
conjugado o complejo es proporcionado por DOTA o un derivado del mismo. Mas especificamente, en una realizacion,
los polipéptidos quelantes abarcados por la presente divulgacion se obtienen haciendo reaccionar el derivado de
DOTA acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-tris-acético-10-maleimidoetilacetamida (maleimidomonoamida-
DOTA) con dicho polipéptido.

Ademas, el acido 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-triacético (NOTA) y sus derivados pueden usarse como quelantes. Por
lo tanto, en unarealizacién, se proporciona un polipéptido de unién a IL-17A, proteina de fusion, conjugado o complejo,
en el que el quelante de poliaminopolicarboxilato es acido 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-triacético o un derivado del
mismo.

Los quelantes de poliaminopolicarboxilato aciclicos mas comunmente utilizados son diferentes derivados de DTPA
(acido dietilentriaminopentaacético). Por lo tanto, los polipéptidos que tienen un entorno quelante proporcionado por
el acido dietilentriaminopentaacético o derivados del mismo también estan incluidos en la presente divulgacion.

En una realizacion, dicho polipéptido de union a IL-17A, proteina de fusion, conjugado o complejo como se describe
en el presente documento comprende ademas una o mas fracciones de polietilenglicol (PEG), por ejemplo, con el fin
de mejorar las propiedades farmacocinéticas de la molécula.

En un cuarto aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un polinucleétido que codifica un polipéptido de union
a IL-17A o una proteina de fusion como se describe en el presente documento. También se divulgan un vector de
expresion que comprende dicho polinucledtido; y una célula huésped que comprende dicho vector de expresion.

También se incluye en esta divulgacion un método para producir un polipéptido o proteina de fusidon como se describid
anteriormente, que comprende cultivar dicha célula huésped en condiciones permisivas de expresion de dicho
polipéptido a partir de su vector de expresion y aislar el polipéptido.

El polipéptido de union a IL-17A de la presente divulgacion puede producirse alternativamente mediante sintesis de
péptidos no bioldgicos utilizando aminoacidos y/o derivados de aminoacidos que tienen cadenas laterales reactivas
protegidas, comprendiendo la sintesis de péptidos no bioldgicos:

- acoplamiento escalonado de los aminoacidos y/o los derivados de aminoacidos para formar un polipéptido de
acuerdo con el primer aspecto que tiene cadenas laterales reactivas protegidas,

- eliminacion de los grupos protectores de las cadenas laterales reactivas del polipéptido, y

- plegamiento del polipéptido en solucién acuosa.

Debe entenderse que el polipéptido de union a IL-17A de acuerdo con la presente divulgacion puede ser util como
agente terapéutico, de diagnostico o de prondstico por derecho propio o como medio para dirigirse a otros agentes
terapéuticos o de diagndstico, por ejemplo, con efectos directos o indirectos sobre IL-17A. Un efecto terapéutico directo
puede lograrse, por ejemplo, inhibiendo la sefializaciéon de IL-17A, tal como bloqueando la unién de IL-17A a uno o
mas de sus receptores.

En otro aspecto, se proporciona una composicién que comprende un polipéptido de unién a IL-17A, proteina de fusion,
conjugado o complejo como se describe en el presente documento y al menos un excipiente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En una realizacion, dicha composicion comprende ademas al menos un agente activo
adicional, tal como al menos dos agentes activos adicionales, tal como al menos tres agentes activos adicionales.
Ejemplos no limitantes de agentes activos adicionales que pueden resultar Utiles en tal composicion son los
polipéptidos terapéuticamente activos, agentes modificadores de la respuesta inmune y compuestos téxicos descritos
en este documento.

La persona experta apreciara que dicho polipéptido de unién a IL-17A, proteina de fusién, conjugado o complejo, o
una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido de union anti-IL-17A, proteina de fusion, conjugado o
complejo como se describe en este documento puede administrarse a un sujeto usando técnicas de administracion
esténdar, tales como incluyendo administracién oral, topica, intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, pulmonar,
transdérmica, intramuscular, intranasal, bucal, sublingual o en supositorios. Por lo tanto, en una realizacién se
proporciona un polipéptido de unién a IL-17A, proteina de fusion, conjugado o complejo o una composicion
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farmacéutica como se describe en este documento para administracion oral, topica, intravenosa, intraperitoneal,
subcutanea, pulmonar, transdérmica, intramuscular, intranasal, bucal, sublingual o de supositorios. En una realizacién
particular, se proporciona un polipéptido de unién a IL-17A, proteina de fusion, conjugado o complejo o una
composicion farmacéutica como se describe en este documento para administracion oral. En otra realizacién particular,
se proporciona un polipéptido de unién a IL-17A, proteina de fusién, conjugado o complejo o una composicion
farmacéutica como se describe en el presente documento para administracion tépica, tal como administracién tépica
en el ojo.

La IL-17A también puede servir como un marcador valioso para el diagnéstico y pronéstico de ciertos canceres, tales
como canceres asociados a inflamacion, por ejemplo canceres gastricos, canceres colorrectales, canceres de pulmén
de células no pequeias, carcinomas hepatocelulares y adenocarcinomas. Por ejemplo, IL-17 se ha relacionado con
el prondstico y la escasa supervivencia en pacientes que padecen carcinoma colorrectal y carcinoma hepatocelular.

Por lo tanto, en otro aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un polipéptido de union a IL-17A, proteina de
fusion, conjugado, complejo o composicion como se describe en el presente documento para su uso como un
medicamento, un agente de diagnéstico o un agente de prondstico.

En una realizacion, se proporciona un polipéptido de uniéon a IL-17A, proteina de fusién, conjugado, complejo o
composicion como se describe en el presente documento, para usar como un medicamento para modular la funcion
de IL-17A in vivo. Como se usa en el presente documento, el término "modular" se refiere a cambiar la actividad, tal
como convertir la funcion de IL-17A en hipomorfo, inhibiendo parcialmente o inhibiendo completamente la funcion de
IL-17A.

Los ejemplos no limitantes de afecciones o enfermedades asociadas a IL-17A, en las que los polipéptidos de unién a
IL-17A pueden ser Utiles para el tratamiento, prondstico y/o diagnéstico incluyen, artritis, tal como artritis reumatoide,
artritis crénica progrediente, artritis deformante y enfermedades reumaticas, enfermedades que implican pérdida 6sea,
dolor inflamatorio, espondiloartropatias que incluyen espondilitis anquilosante, sindrome de Reiter, artritis reactiva,
artritis psoriasica, artritis enterofatica, artritis reumatoide pauciarticular, artritis reumatoide poliarticular, artritis
reumatoide de aparicion sistémica, osteoartritis; condiciones de hipersensibilidad, tales como hipersensibilidad
(incluyendo tanto hipersensibilidad de las vias respiratorias como hipersensibilidad dérmica), alergias y respuestas a
la exposicion a alérgenos; afecciones o enfermedades gastrointestinales, tales como enfermedad inflamatoria
intestinal autoinmune (incluyendo, por ejemplo, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn y sindrome del intestino
irritable), enfermedad celiaca (esprue idiopatico), abscesos y adherencias intraperitoneales, esclerosis biliar primaria,
colangitis esclerosante, hepatitis autoinmune, hepatitis viral, hepatitis cronica activa y gastritis asociada a Helicobacter
pylori; afecciones y enfermedades oftalmicas, tales como oftalmopatia endocrina, enfermedad de Graves, uveitis
(anterior y posterior), queratoconjuntivitis seca (enfermedad del ojo seco), queratoconjuntivitis vernal, queratitis
estromal herpética y enfermedad del ojo seco; afecciones y enfermedades nefrologicas, tales como glomerulonefritis
(con y sin sindrome nefrético, por ejemplo, que incluye sindrome nefrético idiopatico o nefropatia de cambio minimo);
afecciones y enfermedades agudas, tales como reacciones inflamatorias agudas e hiperaguda, choque séptico (por
ejemplo, choque endotoxico y sindrome de dificultad respiratoria del adulto), meningitis, neumonia, quemaduras
graves, infecciones agudas, septicemia, accidente cerebrovascular e isquemia; caquexia (sindrome de desgaste), tal
como caquexia asociada con liberacion mérbida de TNF, caquexia consecuente a infeccién, caquexia asociada con
cancer, caquexia asociada con disfuncién organica y caquexia relacionada con SIDA; afecciones y enfermedades
relacionadas con los huesos, tales como enfermedades del metabolismo 6seo que incluyen osteoartritis, osteoporosis,
artritis inflamatorias, pérdida 6sea tal como pérdida ésea relacionada con la edad, enfermedad periodontal,
aflojamiento de implantes 6seos y erosion 6sea; afecciones y enfermedades juveniles, tales como artritis reumatoide
juvenil, artritis reumatoide juvenil pauciarticular, artritis reumatoide juvenil poliarticular, artritis reumatoide juvenil de
aparicion sistémica, espondilitis anquilosante juvenil, artritis enteropatica juvenil, artritis reactiva juvenil, sindrome de
Reiter juvenil, sindrome de Sea (sindrome de seronegatividad entesopatia artropatia), dermatomiositis juvenil, artritis
psoriasica juvenil, esclerodermia juvenil, lupus eritematoso sistémico juvenil y vasculitis juvenil; vasculitis incluyendo
vasculitis de vasos grandes, tal como polimialgia reumatica, arteritis de Takayasu y arteritis temporal, vasculitis de
vasos medianos, tal como enfermedad de Buerger, vasculitis cutanea, enfermedad de Kawasaki y poliarteritis nodosa,
vasculitis de vasos pequefios, tal como sindrome de Behget, sindrome de Churg-Strauss, vasculitis cutanea, parpura
de Henoch-Schonlein, poliangeitis microscépica, granulomatosis de Wegener y vasculitis del golfista, vasculitis de
vasos variables y arteritis; afecciones o enfermedades dermatoldgicas, tales como psoriasis, psoriasis en placas,
psoriasis guttata, psoriasis inversa, psoriasis pustulosa, psoriasis eritrodérmica, dermatitis y dermatitis atdpica;
afecciones y enfermedades pulmonares, tales como enfermedades obstructivas o inflamatorias de las vias
respiratorias, asma, bronquitis, EPOC, neumoconiosis, enfisema pulmonar, reacciones inflamatorias agudas e
hiperaguda, fibrosis pulmonar intersticial, inflamacion de las vias respiratorias y asma bronquial; afecciones y
enfermedades metabdlicas, tales como aterosclerosis, dislipidemia y diabetes mellitus de tipo I; asi como otras
afecciones y enfermedades autoinmunes sistémicas, tales como lupus eritematoso sistémico (SLE), nefritis lupica,
policondritis, miastenia grave, sindrome de Steven-Johnson, tumores, miositis, dermatomiositis, enfermedad de Still
del adulto, polimialgia reumatica, sarcoidosis, esclerodermia, esclerosis, esclerosis sistémica, sindrome de Sjogren,
esclerosis multiple (MS), enfermedad de Guillain-Barre, enfermedad de Addison y fenémeno de Raynaud.
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Los polipéptidos de unién a IL-17A como se divulgan en el presente documento pueden ademas ser utiles para el
tratamiento de receptores de trasplantes de corazén, pulmén, corazén-pulmén combinado, higado, rifién, pancreas,
piel o cornea, incluyendo rechazo de aloinjerto o rechazo de xenoinjerto, y para la prevencion de la enfermedad de
injerto contra huésped, tal como después de un trasplante de médula 6sea y arteriosclerosis asociada al trasplante de
érganos.

Los polipéptidos de unién a IL-17A como se divulgan en el presente documento pueden ademas ser Utiles para el
tratamiento, diagnostico o prondstico de canceres asociados a inflamacion. El término "cancer" como se usa en este
documento se refiere a enfermedades tumorales y/o cancer, tales como canceres metastasicos o invasivos, por
ejemplo cancer de pulmén, cancer de pulmén de células no pequefias (NSCL), cancer de pulmén de células
bronquioloalviolares, cancer de hueso, cancer de pancreas, cancer de piel, cancer de cabeza o cuello, melanoma
cuténeo o intraocular, cancer rectal, cancer de la regién anal, cancer de estdbmago, cancer gastrico, cancer de colon,
cancer colorrectal, cancer de intestino delgado, cancer de es6fago, cancer de higado, cancer de pancreas, cancer de
mama, cancer de ovario, cancer de utero, carcinoma de las trompas de Falopio, carcinoma de endometrio, carcinoma
de cuello uterino, carcinoma de vagina, carcinoma de vulva, enfermedad de Hodgkin, cancer del sistema endocrino,
cancer de la glandula tiroides, cancer de glandula paratiroidea, cancer de glandula suprarrenal, sarcoma de tejido
blando, cancer de uretra, cancer de pene, cancer de prostata, cancer de vejiga, cancer de rifidn o uréter, carcinoma
de células renales, carcinoma de pelvis renal, mesotelioma, carcinoma hepatocelular, cancer biliar, neoplasias del
sistema nervioso central (SNC), tumores del eje espinal, glioma de tronco encefélico, glioblastoma multiforme,
astrocitomas, schwanomas, ependimonas, meduloblastomas, meningiomas, carcinomas de células escamosas,
adenomas pituitarios , adenocarcinomas, linfoma, leucemia linfocitica o cancer de origen desconocido, u otra afeccion
asociada a IL-17A hiperplasica o neoplasica, incluidas versiones refractarias de cualquiera de los canceres anteriores
0 una combinacion de uno o mas de los canceres anteriores o enfermedades hiperproliferativas.

Los ejemplos no limitantes de canceres asociados a inflamacion incluyen canceres gastricos, canceres colorrectales,
canceres de pulmon de células no pequefas, carcinomas hepatocelulares y adenocarcinomas.

En una realizacion, se proporciona un polipéptido de uniéon a IL-17A, proteina de fusién, conjugado, complejo o
composicion para su uso en el tratamiento, diagndstico o prondstico de una afeccién asociada a IL-17A, tal como una
afeccion seleccionada del grupo que consiste en enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunes y cancer,
tales como enfermedades inflamatorias y enfermedades autoinmunes. En una realizacion, dicha afeccion se
selecciona del grupo que consiste en afecciones inflamatorias, afecciones alérgicas, reacciones de hipersensibilidad,
enfermedades autoinmunes, infecciones graves y rechazos de trasplantes.

En una realizacion particular, dicha afeccién asociada a IL-17A se selecciona del grupo que consiste en artritis
reumatoide, espondilitis anquilosante, artritis psoriasica, psoriasis, esclerosis multiple, lupus eritematoso sistémico,
uveitis y enfermedad del ojo seco.

En una realizacion aun mas particular, dicha afeccién asociada a IL-17A es psoriasis.

En otra realizacion, dicha afecciéon asociada a IL-17A es un cancer asociado a inflamacion, tal como un cancer
seleccionado del grupo que consiste en canceres gastricos, canceres colorrectales, canceres de pulmén de células
no pequenas, carcinomas hepatocelulares y adenocarcinomas.

En un aspecto relacionado, se proporciona un método para determinar la presencia de IL-17A en un sujeto,
comprendiendo el método las etapas de:

- poner en contacto una muestra aislada del sujeto con un polipéptido de uniéon a IL-17A, proteina de fusion,
conjugado, complejo o composicion como se describe en este documento, y
- obtener un valor correspondiente a la cantidad del polipéptido de unién a IL-17A, proteina de fusién, conjugado,
complejo o composicion que se ha unido en dicho sujeto o en dicha muestra.

En una realizacion, dicho método comprende ademas una etapa de lavado intermedia para eliminar polipéptido,
proteina de fusion, conjugado, complejo o composicién no unidos, después de poner en contacto el sujeto o la muestra
y antes de obtener un valor.

En una realizacién, dicho método comprende ademas una etapa de comparar dicho valor con una referencia. Dicha
referencia puede puntuarse mediante un valor numérico, un umbral o un indicador visual, por ejemplo basado en una
reaccion de color. El experto en la materia apreciara que se conocen en la técnica diferentes formas de comparacion
con una referencia que pueden ser adecuadas para su uso.

En una realizacion de tal método, dicho sujeto es un sujeto mamifero, tal como un sujeto humano.
También se divulga un método de tratamiento de una afecciéon asociada a IL-17A, que comprende administrar a un

sujeto que lo necesite una cantidad eficaz de un polipéptido de union a IL-17A, proteina de fusién, conjugado, complejo
0 composicion como se describe en el presente documento. En una realizacién mas especifica de dicho método, el
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polipéptido de unién a IL-17A, proteina de fusién, conjugado, complejo o composicién como se describe en el presente
documento modula la funciéon de IL-17A in vivo.

En una realizacion, dicha afeccion asociada a IL-17A se selecciona del grupo que consiste en enfermedades
inflamatorias, enfermedades autoinmunes y cancer, tal como un grupo que consiste en enfermedades inflamatorias y
enfermedades autoinmunes. En una realizacion particular de dicho aspecto, la afeccion asociada a IL-17A se
selecciona del grupo que consiste en afecciones inflamatorias, afecciones alérgicas, reacciones de hipersensibilidad,
enfermedades autoinmunes, infecciones graves y rechazos de trasplantes. En una realizacion, dicha afeccion
asociada a IL-17A se selecciona del grupo que consiste en artritis reumatoide, espondilitis anquilosante, artritis
psoriasica, psoriasis, esclerosis multiple, lupus eritematoso sistémico, uveitis y enfermedad del ojo seco. En una
realizacion mas especifica, dicha afeccion asociada a IL-17A es psoriasis. En otra realizaciéon, dicha afeccion asociada
a IL-17A es cancer, tal como un cancer seleccionado del grupo que consiste en canceres gastricos, canceres
colorrectales, canceres de pulmén de células no pequefas, carcinomas hepatocelulares y adenocarcinomas.

Puede ser beneficioso administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido de unién a IL-17A, proteina
de fusién, conjugado, complejo o composicion como se describe en este documento junto con al menos una segunda
sustancia farmacolégica, tal como un agente modificador de la respuesta inmune, un compuesto téxico o un agente
contra el cancer.

Como se usa en el presente documento, el término "coadministracion" abarca la administraciéon concomitante y la
administracion en secuencia. Por tanto, en una realizacién, se proporciona un método como se definié anteriormente,
que comprende ademas la coadministracion de un agente modulador de la respuesta inmune. En otra realizacion, se
proporciona un método como se definié anteriormente, que comprende ademas la coadministracion de un agente
antiinflamatorio adicional. En otra realizacién, se proporciona un método como se definié anteriormente, que
comprende ademas la coadministracién de un compuesto téxico. En otra realizacion, se proporciona un método como
se definié anteriormente, que comprende ademas la coadministracién de un agente anticanceroso.

Los ejemplos no limitantes de agentes moduladores de la respuesta inmune y compuestos téxicos se presentaron
anteriormente. Los ejemplos no limitantes de agentes anticancerigenos incluyen agentes seleccionados del grupo que
consiste en auristatina, antraciclina, caliqueamicina, combretastatina, doxorrubicina, duocarmicina, el antibiético
antitumoral CC-1065, ecteinsascidina, geldanamicina, maitansinoide, metotrexato, micotoxina, taxol, ricina,
bouganina, gelonina, exotoxina 38 de pseudomonas (PE38), toxina diftérica (DT) y sus analogos, y sus derivados y
combinaciones de los mismos. Una persona experta apreciaria que los ejemplos no limitantes de agentes citotoxicos
incluyen todas las posibles variantes de dichos agentes, por ejemplo, el agente auristatina incluye, por ejemplo,
auristatina E, auristatina F, auristatina PE y derivados de los mismos.

Aunque la invencién se ha descrito con referencia a varios ejemplos de aspectos y realizaciones, los expertos en la
técnica entenderan que se pueden realizar varios cambios y se pueden sustituir elementos equivalentes por elementos
de los mismos sin apartarse del alcance de la invencidon. Ademas, se pueden realizar muchas modificaciones para
adaptar una situacidon o molécula particular a las ensefianzas de la invencion sin apartarse del alcance esencial de la
misma. Por lo tanto, se pretende que la invencion no se limite a ninguna realizacion particular contemplada, sino que
la invencion incluira todas las realizaciones que caigan dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es una lista de las secuencias de aminoacidos de ejemplos de polipéptidos de unién a IL-17A de la presente
divulgacion (SEQ ID NO: 1-1222), un polipéptido de control (SEQ ID NO: 1223), los polipéptidos de union a albumina
PP013 (SEQ ID NO: 1224) y PEP07843 (SEQ ID NO: 1225) asi como las secuencias de aminoacidos de IL-17A
humana (SEQ ID NO: 1226), IL-17A murina (SEQ ID NO: 1227), IL-17A de mono cynomolgus (SEQ ID NO: 1229), IL-
17A de mono rhesus (SEQ ID NO: 1230) e IL-17F humana (SEQ ID NO: 1228) utilizadas para la seleccion, cribado
y/o caracterizacion para la ilustracion de la invencion. En los polipéptidos de unién a IL-17A de la presente divulgacion,
los motivos de union (BM) a IL-17A deducidos se extienden desde el residuo 8 al residuo 36 en cada secuencia. Las
secuencias de aminoacidos de los polipéptidos largos de 49 residuos de aminoacidos (BMod) que se predice que
constituyen el haz completo de tres hélices dentro de cada una de estas variantes de Z se extienden desde el residuo
7 al residuo 55.

La Figura 2 muestra la inhibicion de la produccion de IL-6 inducida por IL-17A evaluada por el ensayo de NHDF descrito
en el Ejemplo 3. (A) Hise-Z206260 (diamantes sin relleno), Hise-Z06282 (cuadrados sin relleno) e Hise-Z06455 (circulos
sin relleno) se valoraron en un medio que contenia IL-17A. (B) Z06260-ABD (diamantes rellenos), Hise-Z06282
(cuadrados sin relleno), Z06282-ABD (cuadrados rellenos), Hise-Z06455 (circulos sin relleno) y Z06455-ABD (circulos
rellenos) se valoraron en un medio que contenia IL- 17A 'y HSA.

La Figura 3 muestra la capacidad de unién a IL-17A de un conjunto de variantes de Z de la primera y segunda biblioteca
de maduracién ensayadas por ELISA como se describe en el Ejemplo 8. Los resultados se muestran como capacidad
de union porcentual en comparacion con la variante de unién a IL-17A Z10241 (SEQ ID NO: 11).

La Figura 4 muestra el resultado del analisis de especificidad de unién realizado en un instrumento Biacore como se
describe en el Ejemplo 8. Se obtuvieron sensorgramas mediante la inyeccion de 20 nM de las variantes de Z
etiquetadas con Hisg 210508 (SEQ ID NO: 2) (A), 210532 (SEQ ID NO: 1) (B) y Z15167 (SEQ ID NO: 4) (C) sobre IL-
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17A humana (negro), IL-17A/F humana (gris oscuro) e IL-17F humana (gris claro), respectivamente, inmovilizadas en
la superficie de un chip CM5.

La Figura 5 muestra la inhibicion de la produccion de IL-6 inducida por IL-17A para una seleccion de variantes de Z
que se originan a partir de la primera seleccion de maduracién (curvas de linea continua) en comparaciéon con un
ligante de la seleccion primaria (curva de linea discontinua) ensayado como se describe en el Ejemplo 8. Todos los
ligantes inhibieron IL-17A de una manera dependiente de la dosis y los ligantes maduros tenian una mayor capacidad
de bloqueo en comparacién con el ligante primario.

La Figura 6 muestra la union a IL-17A humana (gris) e IL-17A de cynomolgus (negro) a (A) ZAZ3363 (SEQ ID NO:
1244), (B) ZAZ3364 (SEQ ID NO: 1245) y (C) ZAZ3365 (SEQ ID NO: 1246), analizadas en un instrumento Biacore
como se describe en el Ejemplo 11. Las curvas resultantes, de las cuales se restaron las respuestas de una superficie
en blanco, corresponden a inyecciones de la proteina IL-17A respectiva a concentraciones de 2,5, 10 y 40 nM.

La Figura 7 muestra la inhibicion de la produccion de IL-6 inducida por IL-17A en el ensayo de NHDF descrito en el
Ejemplo 14. La Figura 7A muestra una eficacia inhibidora superior con el polipéptido Z-ABD-Z dimérico ZAZ3220 (SEQ
ID NO: 1236; linea negra continua) en comparacion con la correspondiente variante de Z monomérica 210241 (SEQ
ID NO: 11; linea negra punteada). La Figura 7B muestra una evaluacion de diferentes longitudes de enlazador entre
las fracciones de Z y ABD en los polipéptidos Z-ABD-Z que comprenden la variante de Z 206282 (SEQ ID NO: 1206).
Se compararon los polipéptidos Z-ABD-Z ZAZ3174 (SEQ ID NO: 1233), ZAZ3176 (SEQ ID NO: 1235), ZAZ3234 (SEQ
ID NO: 1238), ZAZ3235 (SEQ ID NO: 1239), ZAZ3236 (SEQ ID NO: 1240) ) y ZAZ3237 (SEQ ID NO: 1241) con varios
numeros de repeticiones de G4S, o enlazadores minimos, en cada lado del ABD.

La Figura 8 muestra la inhibicion dependiente de la dosis por polipéptidos Z-ABD-Z en el modelo de KC inducido por
hIL-17A descrito en el Ejemplo 15. (A) Se obtuvo una inhibicion completa de la produccion de KC por ZAZ3174 (SEQ
ID NO: 1233) a una dosis de 2,5 mg/kg. (B) Se obtuvo la inhibicion completa de la produccion de KC por ZAZ3220
(SEQ ID NO: 1236) a una dosis de 0,4 mg/kg. Las dosis indicadas en el eje x se dan en mg/kg y la dosis de pmol
correspondiente. Los numeros sobre la barra indican el porcentaje de inhibicion en cada grupo de dosis; se obtuvo
una inhibicién del 72% con 0,1 mg/kg de ZAZ3220. LOQ = limite de cuantificacion.

La Figura 9 muestra los perfiles farmacocinéticos de los polipéptidos Z-ABD-Z (A) ZAZ3220 (SEQ ID NO: 1236) y (B)
ZAZ3363 (SEQ ID NO: 1244), siguiendo una Unica administracién iv (linea negra) o sc (linea discontinua gris) a ratas
SD como se describe en el Ejemplo 16. Se muestran las concentraciones en suero medias frente al tiempo.

La Figura 10 muestra el resultado de la administracién topica a los ojos de conejos realizada como se describe en el
Ejemplo 17. Se demostré la captacion de la variante de Z Z10199 (SEQ ID NO: 1217) y el polipéptido Z-ABD-Z
ZAZ3174 (SEQ ID NO: 1233) tanto en humor acuoso como en humor vitreo, mientras que el anticuerpo IgG de control
no penetré en el ojo.

La Figura 11 muestra la actividad de ZAZ3363 (SEQ ID NO: 1244) formulada en OAF1 y OAF2, respectivamente, en
comparacion con la formulacion en PBS, y analizada en el ensayo de NHDF descrito en el Ejemplo 18. A) OAF1
(circulos rellenos), PBS (cruces) y OAF1 sin ZAZ3363 (diamantes sin relleno). B) OAF2 (triangulos sin relleno), PBS
(cruces) y OAF2 sin ZAZ3363 (diamantes sin relleno).

La Figura 12 muestra el perfil farmacocinético de la administracién intraduodenal de ZAZ3363 formulada en OAF1
(circulos rellenos), OAF2 (triangulos sin relleno) y PBS (cruces) realizada como se describe en el Ejemplo 18.

La Figura 13 muestra la evaluacion de los complejos HCada-Z14253 y LCada-Z14253 en el ensayo de NHDF descrito
en el Ejemplo 19. (A) Diagrama esquematico de los complejos HCada-Z14253 (izquierda) y LCada-Z14253 (derecha).
(B) Inhibicion de la produccion de IL-6 inducida por IL-17A. (C) Inhibicién de la produccién de IL-8 inducida por TNF.
(D) Inhibicion de la produccion de IL-8 inducida por TNF e IL-17A. Z04726-ABD es un control negativo, incluido en los
tres ensayos.

La Figura 14 muestra los perfiles farmacocinéticos del polipéptido Z-ABD-Z ZAZ3363 (SEQ ID NO: 1244) en monos
cynomolgus después de la administracion iv de 20 mg/kg (negro) o 40 mg/kg (gris) el dia 1, 4, 7 y 10 como se describe
en el Ejemplo 20. Las concentraciones plasmaticas medias frente al tiempo se muestran después del analisis de (A)
la primera inyeccion el dia 1 y (B) la cuarta inyeccion el dia 10. Las barras de error representan la desviacion estandar.
La Figura 15 muestra los perfiles farmacocinéticos del polipéptido Z-ABD-Z ZAZ3363 (SEQ ID NO: 1244) en perros
Beagle individuales después de la administraciéon oral. Se administraron 150 mg de ZAZ3363 como capsulas con
recubrimiento entérico el dia 0.

Ejemplos

Resumen

Los siguientes ejemplos divulgan el desarrollo de nuevas moléculas variantes de Z dirigidas a la interleucina 17A (IL-
17A) con base en la tecnologia de presentacion en fagos. Los polipéptidos de unién a IL-17A descritos en el presente
documento se secuenciaron, y sus secuencias de aminoacidos se enumeran en la Figura 1 con los identificadores de
secuencia SEQ ID NO: 1-1222. Los Ejemplos describen ademas la caracterizacion de polipéptidos de union a IL-17A
y la funcionalidad in vitro e in vivo de dichos polipéptidos.

Ejemplo 1

Seleccion y cribado de variantes de Z de unién a IL-17A

Materiales y métodos
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Biotinilacion de la proteina objetivo: se biotinilaron IL-17A humana (hIL-17A Peprotech cat. No. 200-17; SEQ ID NO:
1226) e IL-17A murina (mIL-17A Peprotech cat. No. 210-17; SEQ ID NO: 1227) de acuerdo con las recomendaciones
del fabricante a temperatura ambiente (TA) durante 30 min usando No-Weigh EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin (Thermo
Scentific, cat. No. 21327) con un exceso molar de 20 veces. El intercambio posterior de tampdn por solucién salina
tamponada con fosfato (PBS, fosfato 10 mM, NaCl 137 mM, KCI 2,68 mM, pH 7,4) se realizé usando un casete de
dialisis (Slide-a-lyzer 3,5 K, 3500 MWCO, Thermo Scentific, cat. No. 66333) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

Seleccion de presentacion en fagos de variantes de Z de union a IL-17A: una biblioteca de variantes aleatorias de
proteina Z presentada en bacteriéfagos, construida en el fagémido pAY02592 esencialmente como se describe en
Gronwall et al., (2007) J Biotechnol, 128: 162-183, se utilizd para seleccionar variantes de Z de unién a IL-17A. En
esta biblioteca, un dominio de unién a albumina (abreviado ABD y correspondiente a GA3 de la proteina G de la cepa
G148 de Streptococcus) se usa como compaiero de fusion para las variantes de Z. La biblioteca se denomina
Zlib006Naive.lIl y tiene un tamafio de 1,5 x 10'® miembros de la biblioteca (variantes de Z). Se inocularon células de
E. coli RRIAM15 (Ruther et al., (1982) Nucleic Acids Res 10: 5765-5772) de una solucién madre de glicerol que
contenia la biblioteca de fagémidos Zlib0O6Naive.ll, en 20 L de un medio definido libre de prolina [3 g/L KH2PO4, 2 g/L
K2HPQy4, 0,02 g/L de uracilo, 6,7 g/L YNB (base nitrogenada de levadura DifcoVR sin aminoacidos, Becton Dickinson),
5,5 g/L de glucosa monohidrato, 0,3 g/L de L-alanina, 0,24 g/L de L-arginina monoclorhidrato, 0,11 g/L de L-asparagina
monohidrato, 0,1 g/L de L-cisteina, 0,3 g/L de acido L-glutamico, 0,1 g/L de L-glutamina, 0,2 g/L de glicina, 0,05 g/L
de L-histidina, 0,1 g/L de L-isoleucina, 0,1 g/L de L-leucina, 0,25 g/L de L-lisina monoclorhidrato, 0,1 g/L de L-metionina,
0,2 g/L de L-fenilalanina, 0,3 g/L de L-serina, 0,2 g/L de L-treonina, 0,1 g/L de L-triptéfano, 0,05 g/L de L-tirosina, 0,1
g/L de L-valina], suplementado con 100 pg/mL de ampicilina. Los cultivos se hicieron crecer a 37 °C en un fermentador
(Belach Bioteknik, BR20). Cuando las células alcanzaron una densidad 6ptica a 600 nm (DOsoo) de 0,75, se infectaron
aproximadamente 2,6 L del cultivo usando un exceso molar de 10 veces del fago auxiliar M13K07 (New England
Biolabs, cat. No. NO315S). Las células se incubaron durante 30 min, después de lo cual se llené el fermentador hasta
20 L con medio de cultivo [2,5 g/L (NH4)2SO4; 5,0 g/L de extracto de levadura (Merck 1.03753.0500); 25 g/L de peptona
(Scharlau 07-119); 2 g/L de KyHPOs; 3 g/L de KH;POg4; 1,25 g/L de NasCsHsO7 - 2H,0; 0,1 mL/L de agente
antiespumante Breox FMT30] suplementado con isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) 100 uM para la induccion
de la expresion y con 50 ug/mL de ampicilina, 12,5 pyg/mL de carbenicilina, 25 yg/mL de kanamicina, 35 mL/L de
MgSO4 1,217 My 10 mL de una solucién de oligoelementos [FeCls 129 mM; ZnSO4 36,7 mM; CuSO4 10,6 mM; MnSO.4
78,1 mM; CaCl; 94,1 mM, disueltos en HCI 1,2 M]. Se inicié un cultivo de alimentacién por lotes limitado en glucosa
en el que se alimento al reactor una solucion de glucosa de 600 g/L (15 g/h al inicio, 40 g/h al final de la fermentacion
después de 17 h). Mediante la adicion automatica de NHsOH al 25%, se control6 el pH a 7. Se suplementé con aire
(10 L/min) y se ajusto el agitador para mantener el nivel de oxigeno disuelto por encima del 30%. Las células del cultivo
se eliminaron mediante filtracion de flujo tangencial.

Las particulas de fago se precipitaron del sobrenadante dos veces en PEG/NaCl (polietilenglicol/cloruro de sodio), se
filtraron y se disolvieron en PBS y glicerol como se describe en Gronwall et al., citado mas arriba. Los patrones de
fagos se almacenaron a -80 °C antes de su uso.

Se realizaron selecciones contra hiL-17A biotinilada (b-hIL-17A) o mIL-17A biotinilada (b-mIL-17A) en cuatro ciclos
divididos en seis carriles diferentes (Tabla 2). La preparacion de una soluciéon madre de fagos, el procedimiento de
seleccion y la amplificacion de fagos entre ciclos de seleccion se realizaron esencialmente como se describe en el
documento W0O2009/077175 para la seleccidon contra otro objetivo con las siguientes excepciones. Excepcion 1: se
utilizé PBS suplementado con albumina de suero bovino al 3% (BSA, Sigma, cat. No. A3059) y Tween20 al 0,1%
(Acros Organics cat. No. 233362500) como tampdn de seleccion. Excepcion 2: la preseleccion se realizo en los ciclos
1-3 mediante incubacién de una solucion madre de fagos con estreptavidina Dynabeads® M-280 (perlas SA,
Invitrogen, cat. No. 11206D). Excepcion 3: todos los tubos y perlas utilizados en las selecciones se bloquearon
previamente con PBS suplementado con BSA al 5% y Tween20 al 0,1%. Excepcion 4: las selecciones se realizaron
en solucion a TA y el tiempo de seleccion fue de 200 min en el primer ciclo y de 120 min en los siguientes ciclos.
Excepcion 5: esto fue seguido por la captura de complejos objetivos-fago en perlas SA utilizando perlas de 1 mg por
6,4 ug de b-hlL-17A o b-mIL-17A. Excepcidn 6: se utilizaron para la infeccion células de E. coli cepa XL1-Blue (Agilent
Technologies, cat. No. 200268) cultivadas en medio suplementado con 10 ug/mL de tetraciclina (excepcién 7).
Excepcion 8: se utilizaron placas de extracto de levadura con triptona (15 g/L de agar, 10 g/L agua triptonada (Merck),
5 g/L de extracto de levadura, 3 g/L de NaCl, glucosa al 2%) suplementadas con 0,1 g/L de ampicilina y 0,01 g/L de
tetraciclina para la propagaciéon de bacterias. Excepcién 9: se permitié que un exceso de 10 veces del fago auxiliar
M13K07 en comparacioén con las bacterias infectara las bacterias en fase logaritmica.

En la Tabla 2 se muestra una descripcion general de la estrategia de seleccion, que describe una mayor rigurosidad
en los ciclos posteriores obtenidos usando una concentracion objetivo reducida y un mayor nimero de lavados.

Tabla 2: Resumen de la seleccion de una biblioteca primaria
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Ciclo Carril de Soluciéon madre de Objetivo Concentracion = Numero de Mayor cantidad de
seleccion | fagos de la biblioteca del objetivo lavados fagos en el carril de
o carril de seleccion (nM) seleccion

1 1 Zlib006Naive.ll hIL-17A 50 2 -
2 1-1 1 hIL-17A 25 4 Si
2 1-2 1 hIL-17A 25 4 -
2 1-3 1 hIL-17A 5 5 -
2 1-4 1 miL-17A 50 4 -
3 1-1-1 1-1 hIL-17A 12,5 6 Si
3 1-2-1 1-2 hIL-17A 12,5 6 -
3 1-3-1 1-3 hIL-17A 1 8 -
3 1-4-1 1-4 hIL-17A 12,5 6 -
3 1-4-2 1-4 miL-17A 5 8 -
4 1-1-1-1 1-1-1 hIL-17A 5 8 Si
4 1-2-1-1 1-2-1 hIL-17A 5 8 -
4 1-3-1-1 1-3-1 hIL-17A 0,25 12 -
4 1-3-1-2 1-3-1 hIL-17A 0,05 15 -
4 1-4-1-1 1-4-1 miL-17A 5 8 -
4 1-4-2-1 1-4-2 hIL-17A 0,5 12 -

El carril 1 se dividio en el segundo al cuarto ciclo, lo que resulté en un total de cuatro carriles (1-1 a 1-4) en el ciclo 2,
cinco carriles (1-1-1 a 1-4-2) en el ciclo 3 y seis carriles (1-1-1-1 a 1-4-2-1) en el ciclo 4. El nimero de particulas de
fago utilizadas para las selecciones fue aproximadamente 2000 veces el niumero de particulas de fago eluidas en el
ciclo anterior, pero se utilizé una mayor cantidad en los carriles de seleccion 1-1, 1-1-1y 1-1-1-1.

Se realizaron lavados durante 1 min usando PBST al 0,1% (PBS suplementado con Tween-20 al 0,1%) y la elucion se
llevo a cabo como se describe en el documento WO2009/077175.

Produccion de variantes de Z para ELISA: las variantes de Z se produjeron inoculando colonias individuales de las
selecciones en 1 mL de medio TSB-YE suplementado con 100 ug/mL de ampicilina e IPTG 0,1 mM en placas de pozos
profundos (Nunc, cat. No. 278752). Las placas se incubaron durante 18-24 horas a 37 °C. Las células se sedimentaron
mediante centrifugacion, se resuspendieron en 400 uL de PBST al 0,05% y se congelaron a -80 °C para liberar la
fraccion periplasmica de las células. Las muestras congeladas se descongelaron en un bafio de agua y el
procedimiento de congelacion-descongelacion se repitié seis veces. Se afiadieron 400 yL de PBST al 0,05% a las
muestras descongeladas y las células se sedimentaron mediante centrifugacion.

El sobrenadante final del extracto periplasmico contenia las variantes de Z como fusiones con ABD, expresadas como
AQHDEALE-{Z###+#]-VDYV-{ABD]-YVPG (Gronwall et al., citado mas arriba). Z###Ht# se refiere a variantes de Z
individuales de 58 residuos de aminoacidos.

Cribado por ELISA de variantes de Z: se analiz6 la union de variantes de Z a IL-17A humana en ensayos ELISA. Se
recubrieron placas ELISA de 96 pozos de media area (Costar, catalogo No. 3690) a 4 °C durante la noche con 2 pg/mL
de un anticuerpo anti-ABD de cabra (producido internamente) diluido en tampdn de recubrimiento (carbonato de sodio
50 mM, pH 9,6; Sigma, cat. No. C3041). Se verti6 la solucién de anticuerpo y se lavaron los pozos con agua y se
bloquearon con 100 uL de PBSC (PBS suplementado con caseina al 0,5%) durante 1 a 3 horas a TA. La solucion de
bloqueo se descarté y se afiadieron 50 uL de soluciones periplasmicas a los pozos y se incubaron durante 1,5 horas
a TA con agitacion lenta. Como control de blanco, se afiadié PBST al 0,05% en lugar de la muestra periplasmica. Se
vertieron los sobrenadantes y se lavaron los pozos 4 veces con PBST al 0,05%. A continuacion, se afiadieron a cada
pozo 50 uL de b-hIL-17A a una concentracion de 6,5 nM en PBSC. Las placas se incubaron durante 1,5 horas a TA
seguido de lavados como se describid anteriormente. Se afiadid HRP conjugada con estreptavidina (Thermo Scientific,
cat. No. N100) diluida 1:30.000 en PBSC, a los pozos y se incubaron las placas durante 1 hora. Después de lavar
como se describio anteriormente, se afadieron 50 L de sustrato TMB ImmunoPure (Thermo Scientific, cat. No. 34021)
a los pozos y las placas se trataron de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Se midi6 la absorbancia a
450 nm usando un lector de placas de muiltiples pozos Victor® (Perkin Elmer).
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Secuenciacion: en paralelo con el cribado por ELISA, se seleccionaron todos los clones para la secuenciacion. Los
fragmentos de PCR se amplificaron a partir de colonias individuales, se secuenciaron y analizaron esencialmente
como se describe en el documento WO2009/077175.

Resultados

Seleccion de presentacion en fagos de variantes de Z de unién a IL-17A: Se obtuvieron clones individuales después
de cuatro ciclos de selecciones de presentacion en fagos contra b-hIL-17A y b-mIL-17A.

Cribado por ELISA de variantes de Z: Los clones obtenidos después de cuatro ciclos de seleccion se expandieron en
placas de 96 pozos y se cribaron para determinar la actividad de unién de hiL-17A en ELISA. Se encontré que 42
variantes de Z daban una respuesta de 4 x el control de blanco o superior (0,43-3,2 AU) contra hIL-17A a una
concentracion de 6,5 nM. No se obtuvo respuesta para el control de blanco.

Secuenciacion: la secuenciacion se realizé para los clones obtenidos después de cuatro ciclos de seleccion. A cada
variante se le asigné un numero de identificacion Unico ##H###, y las variantes individuales se denominan Z#####. Las
secuencias de aminoacidos de las variantes de Z largas de 58 residuos de aminoacidos se enumeran en la Figura 1
y en el listado de secuencias como SEQ ID NO: 1200-1216. Los motivos de unién a IL-17A deducidos se extienden
desde el residuo 8 al residuo 36 en cada secuencia. Las secuencias de aminoacidos de los polipéptidos largos de 49
residuos de aminoacidos que se predice que constituyen el haz completo de tres hélices dentro de cada una de estas
variantes de Z se extienden desde el residuo 7 al residuo 55.

Ejemplo 2
Produccion de variantes de Z monomeéricas de union a IL-17A

Este ejemplo describe el procedimiento general para la subclonacién y produccion de variantes de Z etiquetadas con
His y variantes de Z en fusién con ABD, que se utilizan en todos los experimentos de caracterizacion a continuacion.

Materiales y métodos

Subclonacién de variantes de Z con una etiqueta His: EI ADN de la variante de Z respectiva se amplifico a partir del
vector de biblioteca pAY02592. Se aplico una estrategia de subclonacion para la construccion de moléculas
monoméricas variantes de Z con etiqueta Hisgs del extremo terminal N usando técnicas de biologia molecular estandar
(esencialmente como se describe en el documento WO2009/077175 para variantes de Z que se unen a otro objetivo).
Los fragmentos del gen Z se subclonaron en el vector de expresion pAY01448 dando como resultado la secuencia
codificada MGSSHHHHHHLQ-[Z#####]-VD.

Subclonacion de variantes de Z en fusion con ABD: EI ADN de la variante de Z respectiva se amplificé a partir del
vector de biblioteca pAY02592. Se realizé una PCR utilizando pares de cebadores adecuados y los fragmentos de
genes resultantes se escindieron con las enzimas de restriccién Pstl y Accl y se ligaron en el vector de expresion
pAY03362 digerido con las mismas enzimas, dando como resultado una proteina de fusion ABD, en la que la variante
ABD es PP013 (SEQ ID NO: 1224). Las construcciones codificadas por los vectores de expresion fueron MGSSLQ-
[Z##HH]-VDSS-PP013.

Cultivo: Se transformaron células de E. coli BL21 (DE3) (Novagen) con plasmidos que contenian el fragmento génico
de cada variante de Z respectiva de uniéon a IL-17A y se cultivaron a 37°C en 800 o 1000 mL de medio TSB-YE
suplementado con 50 pug/mL de kanamicina. Con el fin de inducir la expresiéon de proteinas, se afiadié IPTG a una
concentracion final de 0,2 mM a una DOgyo = 2 y el cultivo se incub6é a 37°C durante otras 5 h. Las células se
recolectaron por centrifugacion.

Purificacion de variantes de Z de unién a IL-17A con una etiqueta Hiss: Se resuspendieron aproximadamente 2-5 g de
cada sedimento celular en 30 mL de tampdn de union (fosfato de sodio 20 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 20 mM, pH 7,4)
suplementado con Benzonase® (Merck) a una concentracion de 15 U/mL. Después de la rotura celular, los restos
celulares se eliminaron mediante centrifugacion y cada sobrenadante se aplicé en una columna His GraviTrap IMAC
de 1 mL (GE Healthcare). Los contaminantes se eliminaron lavando con tampén de lavado (fosfato de sodio 20 mM,
NaCl 0,5 M, imidazol 60 mM, pH 7,4 y las variantes de Z de union a IL-17A se eluyeron posteriormente con tampén
de elucion (fosfato de sodio 20 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 500 mM, pH 7,4).

Purificacion de variantes de Z de unién a IL-17A en fusiéon con ABD: Se resuspendieron aproximadamente 1-2 g de
cada sedimento celular en 30 mL de tampén TST (Tris-HCI 25 mM, EDTA 1 mM, NaCl 200 mM, Tween 20 al 0,05%,
pH 8,0) suplementado con Benzonase® (Merck). Después de la rotura celular por sonicacion y clarificacion por
centrifugacion, cada sobrenadante se aplicé en una columna de flujo por gravedad con 1 mL de agarosa inmovilizada
con un ligando anti-ABD (producido internamente). Después de lavar con tampén TST y tampdén NHsAc 5 mM pH 5,5,
las variantes de Z fusionadas con ABD se eluyeron con HAc 0,1 M. A las fracciones eluidas en la etapa de purificacion
por cromatografia de afinidad de agarosa anti-ABD, se afiadié acetonitrilo (ACN) hasta una concentracion final del
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10% y la muestra se cargé en una columna Resource 15RPC de 1 mL (GE Healthcare), previamente equilibrada con
disolvente A de RPC (0,1% de TFA, 10% de ACN, 90% de agua). Después de lavar la columna con el disolvente A de
RPC, las proteinas unidas se eluyeron con un gradiente lineal de disolvente B de RPC al 0-50% (0,1% de TFA, 80%
de ACN, 20% de agua) para 20 mL. Las fracciones que contenian variantes de Z puras fusionadas con ABD se
identificaron mediante analisis SDS-PAGE y se combinaron. Después de la purificacion por RPC, el tampoén de la
combinacién se cambié a PBS (KCI 2,68 mM, NaCl 137 mM, KH.PO4 1,47 mM, Na;HPO4 8,1 mM, pH 7,4) usando
columnas PD-10 (GE Healthcare). Finalmente, las variantes de Z fusionadas con ABD se purificaron en columnas
rojas EndoTrap® de 1 mL (Hyglos) para garantizar un bajo contenido de endotoxinas.

Las concentraciones de proteina se determinaron midiendo la absorbancia a 280 nm, usando un espectrofotémetro
NanoDrop® ND-1000 vy el coeficiente de extincion de la proteina respectiva. La pureza se analizd6 mediante SDS-
PAGE tefida con azul Coomassie y se confirmé la identidad de cada variante de Z purificada usando analisis por
LC/MS.

Resultados

Cultivo y purificacion: Las variantes de Z de unién a IL-17A con una etiqueta Hisg, asi como las variantes de Z
fusionadas en su extremo terminal C a ABD, se expresaron como productos génicos solubles en E. coli. La cantidad
de proteina purificada de aproximadamente 1-5 g de sedimento bacteriano se determiné espectrofotométricamente
midiendo la absorbancia a 280 nm y varié de aproximadamente 5 mg a 20 mg para las diferentes variantes de Z de
unién a IL-17A. El analisis SDS-PAGE de cada preparacion final de proteina mostré que estas contenian
predominantemente la variante de Z de unién a IL-17A. La identidad y el peso molecular correctos de cada variante
de Z se confirmaron mediante analisis por HPLC-MS.

Ejemplo 3
Evaluacién de la capacidad de bloqueo de variantes primarias de Z de unién a IL-17A

Los fibroblastos dérmicos humanos normales (NHDF) producen IL-6 tras la estimulacion con IL-17A (Chang y Dong
2007, Cell Research 17: 435-440) y la cantidad de IL-6 liberada al sobrenadante se correlaciona con la concentracion
de IL-17A afadida. Por tanto, el bloqueo de IL-17A conduce a una reduccion de IL-6 en el sobrenadante que puede
cuantificarse. En este ejemplo, el ensayo se utilizé para evaluar la capacidad de bloqueo de las variantes de Z de
unién a IL-17A Z06260 (SEQ ID NO: 1200), 206282 (SEQ ID NO: 1206) y Z06455 (SEQ ID NO: 1214), solas o en
fusion con ABD (PP013; SEQ ID NO: 1224).

Materiales y métodos

Ensayo de NHDF con variantes de Z etiquetadas con Hise: Se cultivaron células NHDF (Lonza, cat. No. CC-2511) en
medio basal de fibroblastos (Lonza, cat. No. CC-3132) suministradas con factores promotores del crecimiento (Lonza
, cat. no. CC-5034). El dia antes del experimento, se sembraron 105 células en 100 uL por pozo en placas de cultivo
de 96 pozos (Greiner, cat. No. 655180). El dia del experimento, se prepararon diluciones de las variantes de Z
especificas de IL-17A Hisg-Z206260, Hise-Z206282 y Hise-Z06455 en una placa de 96 pozos separada. Las variantes de
Z se valoraron en tres etapas desde 3130 nM hasta 0,2 nM en medio que contenia hiL-17A 0,031 nM. También se
prepard una curva estandar de hiL-17A (0,002-31 nM) asi como controles que contenian medio con hiL-17A 0,031 nM
o medio solo. Se descart6 el medio en la placa con las células NHDF cultivadas durante la noche. Las muestras de
prueba, las muestras de la curva estandar y los controles se transfirieron a la placa que contenia las células. Las
células NHDF se estimularon durante 18-24 h a 37°C y el contenido de IL-6 en los sobrenadantes se cuantificd
posteriormente usando el ELISA especifico de IL-6 que se describe a continuacion.

Ensayo de NHDF con variantes de Z fusionadas con ABD y etiquetadas con Hise: Se prepararon células NHDF como
se describi6é anteriormente. El dia del experimento, se prepararon diluciones de las construcciones variantes de Z
especificas de IL-17A Hise-Z06282, Hise-Z206455, Z06260-ABD, Z06282-ABD y Z06455-ABD en una placa separada
de 96 pozos. Las construcciones de la variante de Z se valoraron en cuatro etapas desde 780 nM a 0,2 nM en medio
que contenia IL-17A 0,031 nM y HSA 8 uM. La preparacion de una curva estandar de IL-17Ay los controles, asi como
el andlisis mas adelante, se realizé como se describié anteriormente.

ELISA de IL-6: Se recubrieron placas de media area de 96 pozos (Costar, cat. No. 3690) con el anticuerpo monoclonal
anti-IL-6 MAB206 (R&D Systems) a una concentracion de 4 ug/mL en PBS (50 uL/pozo) y se incubd durante la noche
a4 °C. Al dia siguiente, las placas se enjuagaron dos veces con agua del grifo y se bloquearon con PBS + BSA al 2%
(Sigma) durante 2 h. Se afiadié un estandar de IL-6 (R&D Systems, cat. No. 206-IL-50), titulado en una serie de dilucion
doble (0,2-50 ng/mL) y los sobrenadantes de la placa de ensayo celular a las placas de ELISA recubiertas (50 uL/pozo)
y se incubd durante 1,5 h a TA. Las placas se lavaron 4 veces en una lavadora de ELISA automatizada y se afiadieron
0,25 pg/mL (50 pL/pozo) de anticuerpo policlonal anti-IL-6 biotinilado (R&D Systems, BAF206). Después de la
incubacioén durante 1 hora, se lavé la placa y se afiadieron a cada pozo 50 L de estreptavidina-HRP (Thermo Fisher,
cat. No. N100) diluido 8000 veces. Después de una hora adicional de incubacién y posterior lavado, la placa se reveld
con 50 yL de TMB (Thermo Fisher, cat. No. 34021) por pozo y las reacciones se detuvieron con 50 uL de H2SO4 2 M.
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Se midio6 la absorbancia a 450 nm en un lector de placas de 96 pozos (Victor®) y se calculd la concentracion de I1L-6
en cada muestra. Los resultados se presentan como el porcentaje de produccion méxima de IL-6, calculado como:

100 - [(ABSbioqueador de 1L-17A = ABStondo) / (ABSproduccion max. de IL-6 = ABStondo)] * 100
Resultados

Los resultados del primer ensayo de NHDF mostraron que las tres variantes de Z Hisg-Z06260, Hiss-Z06282 y Hise-
Z06455 bloquearon la produccioén de IL-6 inducida por IL-17A de una manera dependiente de la dosis (Figura 2A). Los
valores de ICso fueron aproximadamente 40-140 nM.

Se repitio el ensayo de NHDF con las mismas variantes de Z fusionadas con ABD asi como con la inclusion de HSA
en el ensayo para determinar la unién retenida al antigeno cuando se imitan las condiciones in vivo. In vivo, ABD se
unird a la albumina y permitird una vida media en circulacion mas prolongada. Los resultados mostraron que los tres
ligantes en fusién con ABD bloquearon la produccién de IL-6 inducida por IL-17A igualmente bien o mejor que las
variantes de Z etiquetadas con Hisg (Figura 2B). Los valores de ICsp del segundo ensayo se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3: Valores de ICso para variantes primarias de Z que bloquean la produccion de IL-6 inducida por IL-17A en
presencia de HSA

Analito SEQ ID NO de la variante de Z ICs0 (NM)
Z06260-ABD 1200 8
Hise-206282 1206 16
Z06282-ABD 1206 15
Hise-Z206455 1214 67
Z06455-ABD 1214 15

Ejemplo 4
Disefo y construccion de una primera biblioteca madurada de variantes de Z de unién a IL-17A

En este ejemplo, se disefid y construyd una biblioteca madurada. La biblioteca se utilizo para la seleccion de variantes
de Z de unién a IL-17A adicionales. Normalmente, se espera que las selecciones de bibliotecas maduras den como
resultado ligantes con mayor afinidad (Orlova et al., (2006) Cancer Res 66 (8): 4339-48). En este estudio, se generaron
enlazadores monocatenarios aleatorizados utilizando sintesis de ADN de grupo dividido, lo que permitio la
incorporacion de codones definidos en las posiciones deseadas en la sintesis.

Materiales y métodos

Disefio de la biblioteca: La biblioteca se basé en las secuencias de las variantes de Z de unién a IL-17A identificadas
como se describe en el Ejemplo 1. En la nueva biblioteca, 13 posiciones variables en la estructura de la molécula Z
estaban sesgadas hacia ciertos residuos de aminoacidos, de acuerdo con una estrategia basada en las secuencias
variantes de Z definidas en la SEQ ID NO: 1200-1216. Se generd un enlazador de ADN usando sintesis de grupo
dividido que contiene la siguiente secuencia de 147 pb ordenada a partir de ADN 2.0 (Menlo Park, CA, EE. UU.): 5'-
AA ATA AAT CTC GAG GTA GAT GCC AAA TAC GCC AAA GAA NNN NNN NNN GCG NNN NNN GAG ATC NNN
NNN TTA CCT AAC TTA ACC NNN NNN CAA NNN NNN GCC TTC ATC NNN AAA TTA NNN GAT GAC CCA AGC
CAG AGCTCATTATTT A-3' (SEQ ID NO: 1248; los codones aleatorios se denotan como NNN), que comprende una
secuencia codificante para una hélice 1 y 2 parcialmente aleatorizada en la secuencia de aminoacidos
correspondiente, flanqueada por sitios de restriccion para Xhol y Sacl. Se presentan las distribuciones tedricas de los
residuos de aminoacidos en la nueva biblioteca que incluyen 13 posiciones de Z variables (9, 10, 11, 13, 14, 17, 18,
24, 25, 27, 28, 32 y 35) en la estructura de la molécula Z en la Tabla 4. El tamaio tedrico de biblioteca resultante es
de 6,1 x 10° variantes.

Tabla 4: Disefo de la biblioteca, primera maduracion

Posicion del aminoacido en la Aleatorizacién (abreviaturas de los No de aminoacidos ' Proporcion
molécula variante de Z aminoacidos)

9 A H MWY 5 1/5

10 A, D(60%),G,L,N 5 1/10, 6/10 (D)
11 D,E,F,N,QRY 7 17

13 AE QW 4 1/4
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(continuacion)

Posicion del aminoacido en la Aleatorizacion (abreviaturas de los No de aminoacidos ' Proporcion
molécula variante de Z aminoacidos)

14 F,I,L, MV, W 6 1/6
17 A F, QW 4 1/4
18 A,D,E, LM S, T 7 17
24 AHRTWY 6 1/6
25 A,D,H RV 5 1/5
27 A G QR S W 6 1/6
28 F.HKNRSTVY 9 1/9
32 AGHILQRSV 8 1/8
35 I,L,N, R 4 1/4

Construccion de la biblioteca: La biblioteca se amplificé usando polimerasa AmpliTaq Gold (Applied Biosystems, cat.
No. 4311816) durante 12 ciclos de PCR, y los productos combinados se purificaron con el kit de purificacion de PCR
QIlAquick (QIAGEN, cat. No. 28106) de acuerdo con las recomendaciones del proveedor. El conjunto purificado de
fragmentos de biblioteca aleatorizados se digirié con las enzimas de restriccion Xhol y Sacl-HF (New England Biolabs,
cat. No. R0O146L y cat. No. R3156M, respectivamente) y se concentré usando el kit de purificacion de PCR QIAquick.
Posteriormente, el producto se sometié a electroforesis en gel utilizando un gel preparativo de agarosa al 2,5%
(agarosa Nuisieve GTC, Cambrex, Invitrogen) y se purificé a partir de dicho gel utilizando el kit de extraccién de gel
QIAGEN (QIAGEN, cat. No. 28706) de acuerdo con las recomendaciones del proveedor.

El vector fagémido pAY02592 (esencialmente como pAffi1 descrito en Gronwall et al., citado mas arriba) se restringio
con las mismas enzimas, se purificéd usando extraccion con fenol/cloroformo y precipitacion con etanol. Los fragmentos
restringidos y el vector restringido se ligaron en una proporcion molar de 5:1 con ADN ligasa T4 (Fermentas, cat. No.
EL0011) durante 2 horas a TA, seguido de incubacién durante la noche a 4 °C. El ADN ligado se recuper6 mediante
extraccion con fenol/cloroformo y precipitacion con etanol, seguido de disolucion en Tris-HCI 10 mM, pH 8,5. Por lo
tanto, la biblioteca resultante en el vector pAY02592 codificé variantes de Z, cada una fusionada a un dominio de union
a albumina (ABD) derivado de la proteina G estreptocdcica.

Las reacciones de ligacion (aproximadamente 160 ng de ADN/transformacion) se electroporaron en células E. coli
ER2738 electrocompetentes (Lucigen, Middleton, WI, EE.UU., 50 pL). Inmediatamente después de la electroporacion,
se afnadio aproximadamente 1 mL de medio de recuperacion (suministrado con células de E. coli ER2738). Las células
transformadas se incubaron a 37 °C durante 60 min. Se tomaron muestras para valoracion y determinacion del numero
de transformantes. A continuacion, las células se combinaron y se cultivaron durante la noche a 37 °C en 1 L de medio
TSB-YE, suplementado con glucosa al 2%, 10 ug/mL de tetraciclina y 100 ug/mL de ampicilina. Las células se
sedimentaron durante 15 min a 4.000 g y se resuspendieron en una solucién de PBS/glicerol (aproximadamente 40%
de glicerol). Las células se dividieron en alicuotas y se almacenaron a -80 °C. Los clones de la biblioteca de variantes
de Z se secuenciaron con el fin de verificar el contenido y evaluar el resultado de la biblioteca construida con respecto
al disefo de la biblioteca. La secuenciacion se realizé como se describe en el Ejemplo 1y se verificé la distribucion de
aminoacidos.

Preparacion de una solucion madre de fagos: Se preparé una solucidon madre de fagos que contenia la biblioteca de
fagémidos en un fermentador de 20 L (Belach Bioteknik). Se inocularon células de una solucion madre de glicerol que
contenia la biblioteca de fagémidos en 10 L de TSB-YE suplementado con 1 g/L de glucosa, 100 mg/L de ampicilina
y 10 mg/L de tetraciclina. Cuando las células alcanzaron una densidad éptica a 600 nm (DOsgo) de 0,52, se infectd
aproximadamente 1,7 L del cultivo usando un exceso molar de 5 veces del fago auxiliar M13K07. Las células se
incubaron durante 30 min, después de lo cual se lleno el fermentador hasta 10 L con medio de fermentacién complejo
[2,5 g/L (NH4)2SOs4; 5,0 g/L de extracto de levadura; 30 g/L de triptona, 2 g/L de KoHPOs; 3 g/L de KH2POy4, 1,25 g/L
de NazCgHs07 * 2 H20; agente antiespumante Breox FMT30 0,1 mL/L]. Se afiadieron los siguientes componentes: 10
mL de carbenicilina de 25 mg/mL; 5 mL de kanamicina de 50 mg/mL; 1 mL de IPTG 1 M; 17,5 mL/L de MgSQO4 1,217
M y 5 mL de una solucién de oligoelementos [FeCl; 129 mM; ZnSO4 36,7 mM; CuSO4 10,6 mM; MnSQO4 78,1 mM;
CaClz 94,1 mM, disuelto en HCI 1,2 M]. Se inici6 un cultivo de alimentacion por lotes limitado en glucosa en el que se
alimentd al reactor una solucion de glucosa de 600 g/L (3,5 g/h al inicio, 37,5 g/h después de 20 h continuando hasta
el final del cultivo). Mediante la adicién automatica de NH4sOH al 25%, el pH se controlé a pH 7. Se suplementé con
aire (5 L/min) y el agitador se ajustd a 500 rpm. Después de 24 h de cultivo alimentado por lotes, la DOggo fue de 19,4.
Las células del cultivo se sedimentaron mediante centrifugacion a 15.900 g. Las particulas de fago se precipitaron del
sobrenadante dos veces en PEG/NaCl, se filtraron y se disolvieron en PBS y glicerol como se describe en el Ejemplo
1. Los patrones de fagos se almacenaron a -80 °C hasta su uso en la seleccion.
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Resultados

Construccion de la biblioteca: La nueva biblioteca se disefié con base en un conjunto de variantes de Z de unién a IL-
17A con propiedades de union verificadas (Ejemplo 1y 3). El tamafio tedrico de la biblioteca disefiada fue de 6,1 x 10°
variantes de Z. El tamafio real de la biblioteca, determinado por titulacién después de la transformacién en células de
E. coli ER2738, fue de 4,5 x 10° transformantes.

La calidad de la biblioteca se probd secuenciando 96 transformantes y comparando sus secuencias reales con el
disefio tedrico. Se demostré que el contenido de la biblioteca real en comparacion con la biblioteca disefiada era
satisfactorio. Por lo tanto, se construyé con éxito una biblioteca madurada de ligantes potenciales de IL-17A.

Ejemplo 5
Seleccion, cribado y caracterizacion de variantes de Z de la primera biblioteca madurada
Materiales y métodos

Seleccion de presentacion en fagos de variantes de Z de union a IL-17A: Las proteinas objetivo hIL-17A'y mIL-17A se
biotinilaron como se describe en el Ejemplo 1. Se realizaron selecciones de presentacion en fagos, usando la nueva
biblioteca de moléculas variantes de Z construida como se describe en el Ejemplo 4, en cuatro ciclos contra hiL-17A
y mIL-17A esencialmente como se describe en el Ejemplo 1, con las siguientes excepciones. Excepcion 1: se utilizé
PBST al 0,1% como tampdn de seleccion. En el momento de la seleccion, se afiadieron suero de ternera fetal (FCS,
Gibco, cat. No. 10108-165) y albumina de suero humano (HSA, Albucult, Novozymes, cat. No. 230-005) al tampén de
seleccién hasta una concentracion final de 10 % y 1,5 uM, respectivamente. Excepcion 2: se realizé una etapa de
preseleccioén en el ciclo 1 incubando la solucién madre de fagos con perlas SA. Excepcion 3: todos los tubos y perlas
utilizados en la seleccion se bloquearon previamente con PBS suplementado con BSA al 3% y Tween20 al 0,1%.
Excepcion 4: el tiempo de seleccion fue de 140, 70, 60 y 50 min en los ciclos 1, 2, 3 y 4, respectivamente.

En la Tabla 5 se muestra una descripcion general de la estrategia de seleccion, que describe una mayor rigurosidad
en los ciclos posteriores obtenidos mediante el uso de una concentracion objetivo reducida y un mayor nimero de
lavados.

Tabla 5: Resumen de la seleccion de la primera biblioteca madurada
Ciclo  Carril de Solucion madre de | Objetivo | Conc. | Numero de | Niumero de | Numero de @ Elusion

seleccion | fagos de la biblioteca objetivo lavados de | lavados de lavados a
o carril de seleccion (nM) 1 min 10 min durante la
noche
1 1 Zlih006IL-17A.l hIL-17A 25 2 - - pH 5,5
1 2 Zlih006IL-17A.l hIL-17A 12,5 3 - - pH 2,2
1 3 Zlih006IL-17A.l hIL-17A 25 2 - - pH 2,2
2 1-1 1 hIL-17A 12,5 6 - - pH 5,5
2 2-1 2 hIL-17A 2,5 10 - - pH 2,2
2 2-2 2 hIL-17A 5 6 - - pH 2,2
2 3-1 3 hIL-17A 7,5 10 - - pH 2,2
2 3-2 3 hIL-17A 12,5 6 - - pH 2,2
2 3-3 3 miL-17A | 12,5 6 - - pH 2,2
3 1-1-1 1-1 hIL-17A 2,5 10 - - pH 5,5
3 2-1-1 2-1 hiL-17A 0,05 15 1 - pH 2,2
3 2-2-1 2-2 hIL-17A 0,5 15 1 - pH 2,2
3 3-1-1 3-1 hiL-17A 0,75 15 1 - pH 2,2
3 3-2-1 3-2 hIL-17A 2,5 10 - - pH 2,2
3 3-3-1 3-3 hIL-17A 5 10 - - pH 2,2
4 1-1-1-1a 1-1-1 hiL-17A 0,05 20 - - pH 5,5
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(continuacion)

Ciclo | Carriilde  Solucion madre de | Objetivo = Conc. = Numerode @ Numerode Numerode Elusion

seleccion  fagos de la biblioteca objetivo | lavados de 1 lavados de lavados a
o carril de seleccion (nM) min 10 min durante la
noche
4 1-1-1-1b 1-1-1 hiL-17A | 0,05 20 - 1 pH 5,5
4 1-1-1-2a 1-1-1 hIL-17A 1 12 - - pH 5,5
4 1-1-1-2b 1-1-1 hIL-17A 1 12 - 1 pH 5,5
4 2-1-1-1a 2-1-1 hiL-17A | 0,0025 30 - - pH 2,2
4 2-1-1-1b 2-1-1 hiL-17A | 0,0025 30 - 1 pH 2,2
4 2-1-1-2a 2-1-1 hiL-17A 0,025 20 - - pH 2,2
4 2-1-1-2b 2-1-1 hiL-17A 0,025 20 - 1 pH 2,2
4 2-2-1-1a 2-2-1 hiL-17A 0,005 30 - - pH 2,2
4 2-2-1-1b 2-2-1 hiL-17A 0,005 30 - 1 pH 2,2
4 2-2-1-2a 2-2-1 hiL-17A | 0,05 20 - - pH 2,2
4 2-2-1-2b 2-2-1 hiL-17A | 0,05 20 - 1 pH 2,2
4 3-1-1-1a 3-1-1 hiL-17A 0,025 30 - - pH 2,2
4 3-1-1-1b 3-1-1 hiL-17A 0,025 30 - 1 pH 2,2
4 3-1-1-2a 3-1-1 hiL-17A | 0,25 20 - - pH 2,2
4 3-1-1-2b 3-1-1 hiL-17A | 0,25 20 - 1 pH 2,2
4 3-2-1-1a 3-2-1 hiL-17A | 0,05 20 - - pH 2,2
4 3-2-1-1b 3-2-1 hiL-17A | 0,05 20 - 1 pH 2,2
4 3-2-1-2a 3-2-1 hIL-17A 1 12 - - pH 2,2
4 3-2-1-2b 3-2-1 hIL-17A 1 12 - 1 pH 2,2
4 3-3-1-1a 3-3-1 miIL-17A 0,05 20 - - pH 2,2
4 3-3-1-1b 3-3-1 miIL-17A 0,05 20 - 1 pH 2,2
4 3-3-1-2a 3-3-1 miL-17A 1 15 - - pH 2,2
4 3-3-1-2b 3-3-1 miL-17A 1 15 - 1 pH 2,2

Los carriles 1-3 en el ciclo 1 se dividieron del segundo al cuarto ciclos, lo que resulté en un total de seis carriles (1-1 a
3-3) en el ciclo 2, seis carriles (1-1-1 a 3-3-1) en el ciclo 3 y 24 carriles (1-1-1-1a a 3-3-1-2b) en el ciclo 4. Los lavados
se realizaron utilizando PBST al 0,1% durante 1 min. Sin embargo, para el carril 1-3 en el ciclo 3, uno de los lavados
duré 10 minutos.

Después del ultimo lavado en el ciclo 4, los complejos objetivo-fago en perlas SA de todos los carriles se dividieron en
dos partes iguales. Las particulas de fago unidas de la primera parte se eluyeron inmediatamente, mientras que la
segunda parte se sometié a un lavado durante la noche antes de la elucién de las particulas de fagos. Las particulas
de fago unidas se eluyeron usando dos procedimientos diferentes: 1) con glicina-HCI, pH 2,2, como en el Ejemplo 1,
0 2) 500 L de fosfato de sodio 100 mM, cloruro de sodio 150 mM, pH 5,5 y neutralizacion con 500 uL de PBS .

Amplificacion de particulas de fagos: La amplificacion de particulas de fagos entre el ciclo de seleccion 1y 2 se realizé
esencialmente como se describe en el Ejemplo 1, con las siguientes tres excepciones. Excepcion 1: se utilizé E. coli
ER2738 para la amplificacion de fagos. Excepcion 2: se utilizaron fagos auxiliares M13K07 en un exceso de 5 veces.
Excepcion 3: la amplificacion de particulas de fagos entre los ciclos de selecciéon 2 y 4 se realizé de la siguiente
manera: después de la infeccion de E. coli ER2738 en fase logaritmica con particulas de fagos, TSB suplementado
con glucosa al 2%, se afiadieron 10 pg/mL de tetraciclina y 100 uyg/mL de ampicilina y seguido por incubaciéon con
rotacion durante 30 min a 37 °C. A continuacion, las bacterias se infectaron con el fago auxiliar M13K07. Las bacterias
infectadas se sedimentaron mediante centrifugacion, se resuspendieron en medio TSB-YE suplementado con IPTG
100 pM, 25 pg/mL de kanamicina y 100 pg/mL de ampicilina, y se cultivaron durante la noche a 30 °C. Los cultivos de
una noche se centrifugaron y las particulas de fago en el sobrenadante se precipitaron dos veces con tampodn
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PEG/NaCl. Por ultimo, los fagos se resuspendieron en el tampdn de seleccion antes de entrar en el siguiente ciclo de
seleccion.

En el ciclo de seleccion final, las bacterias en fase logaritmica se infectaron con eluato y se diluyeron antes de
esparcirlas sobre placas TBAB (30 g/L de base de agar sangre triptosa, Oxoid cat. No. CMO233B) suplementado con
0,2 g/L de ampicilina para formar colonias individuales para ser utilizadas en el cribado por ELISA.

Secuenciacion de ligantes potenciales: Se seleccionaron clones individuales de los diferentes carriles de seleccion
para secuenciacion. La amplificacion de fragmentos de genes y el analisis de secuencia de fragmentos de genes se
realizaron esencialmente como se describe en el Ejemplo 1.

Cribado por ELISA de variantes de Z: Se seleccionaron al azar colonias individuales que contenian variantes de Z
(expresadas como proteinas de fusion ABD variantes de Z como se describe en el Ejemplo 1) de los clones
seleccionados de la biblioteca madurada, y se hicieron crecer en cultivos esencialmente como se describe en el
Ejemplo 1. La preparacién de los sobrenadantes periplasmicos y los cribados por ELISA también se realizaron
esencialmente como se describe en el Ejemplo 1 con las dos excepciones siguientes. Excepcién 1: se usé hiL-17A
biotinilado a una concentracién de 0,4 nM. Excepcion 2: se usé la fraccidn periplasmica de la variante de Z 206282
(SEQ ID NO: 1206) a partir de la seleccion primaria como control positivo.

Analisis de ECso de variantes de Z: Una seleccién de variantes de Z de uniéon a IL-17A se sometié a un analisis de
respuesta frente a una serie de diluciones de b-hIL-17A usando ELISA como se describidé anteriormente. Se afiadié
proteina objetivo biotinilada a una concentraciéon de 6 nM y se diluy6 paso a paso 1:3 hasta 8 pM. Como control de
fondo, las variantes de Z también se ensayaron sin afadir proteina objetivo. Se incluyeron muestras de periplasma
que contenian el ligante primario de IL-17A 206282 (SEQ ID NO: 1206) como control positivo. Los datos se analizaron
usando GraphPad Prism 5 y regresion no lineal, y se calcularon los valores de ECs (la mitad de la concentracion
efectiva maxima).

Resultados

Seleccion de presentacion en fagos de variantes de Z de unién a IL-17A maduradas: La seleccién se realizé en un
total de 24 carriles paralelos que contenian cuatro ciclos cada uno. Los diferentes carriles de seleccion diferian en la
concentracion objetivo, el origen de la especie objetivo (IL-17A humana o IL-17A murina), el tiempo de seleccion, las
condiciones de lavado y el pH del tampdén de elucion. Se demostré que los clones que se originan a partir de los
carriles de seleccién que utilizan solo IL-17 humana y elucién a pH 2,2 tienen el mejor rendimiento en el cribado por
ELISA.

Secuenciacion: Se secuenciaron clones seleccionados al azar. A cada variante de Z individual se le dio un nimero de
identificacion, Z##H#HH#, como se describe en el Ejemplo 1. En total, se identificaron 932 nuevas moléculas variantes
de Z Unicas. Para las 494 variantes de mejor rendimiento en el cribado por ELISA a continuacion, las secuencias de
aminodacidos de las variantes de Z largas de 58 residuos de aminoacidos se enumeran en la Figura 1 como la SEQ ID
NO: 1-3, SEQ ID NO: 11-16, SEQ ID NO: 28-31, SEQ ID NO: 36-63 y SEQ ID NO: 67-519. Los motivos de unién a IL-
17A deducidos se extienden desde el residuo 8 al residuo 36 en cada secuencia. Las secuencias de aminoacidos de
los polipéptidos de 49 residuos de aminoacidos que se predice que constituyen el haz completo de tres hélices dentro
de cada una de estas variantes de Z se extienden desde el residuo 7 al residuo 55.

Cribado por ELISA de variantes de Z: Los clones obtenidos después de cuatro ciclos de seleccion se produjeron en
placas de 96 pozos y se cribaron para la actividad de unién a IL-17A humana usando ELISA. Se analizaron todos los
clones seleccionados al azar. Se encontré que 494 de las 932 variantes de Z Unicas daban una respuesta de 2 veces
el control de blanco o superior (0,15-2,0 AU) contra hiL-17A a una concentracion de 0,4 nM. Se mostraron sefiales
positivas para los clones procedentes de todos los carriles de seleccion. Los controles del blanco tenian absorbancias
de 0,055-0,075 AU.

Analisis de ECsp de variantes de Z: Se seleccioné un subconjunto de variantes de Z con base en el resultado del
experimento de cribado por ELISA descrito anteriormente (absorbancia superior a 1,25 AU) o en funcién de la variacion
en la secuencia de aminoacidos, y se sometié a una titulacion objetivo en formato de ELISA. Las muestras de
periplasma se incubaron con una dilucién en serie de b-hIL-17A en el intervalo de 6 nM a 8 pM. Una muestra de
periplasma que contenia Z06282 (SEQ ID NO: 1206) identificada en la selecciéon primaria se incluyé como control
positivo. Se analizaron los valores obtenidos y se calcularon los respectivos valores de ECsg (Tabla 6).
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Tabla 6: Valores de ECsp calculados a partir del analisis de titulacion por ELISA
Variante de Z SEQ ID NO ECso (M) Variante de Z SEQ ID NO ECso (M)

210210 36 1,1x10° 210703 48 7,5x 1010
210241 11 3,4x 10710 210708 49 4,1x 1010
210255 37 4,6 x 10710 210710 50 5,4 x 1010
210257 38 6,7 x 10710 210718 16 5,1x 10710
210433 28 9,4 x 1010 210728 51 5,3x 1010
210459 39 4,7 x 1010 210745 52 6,8 x 10710
210462 12 3,4x 10710 210756 53 6,4 x 10710
210465 40 5,0x 1010 210759 54 6,7 x 10710
210470 41 4,7x 1010 210775 55 5,1x 10710
210483 42 4,0x 1010 210778 56 4,7x 1010
210508 2 3,8x 1010 210779 57 5,7 x 1010
210529 43 6,4 x 10710 Z10800 58 6,4 x 10710
2105632 1 3,6 x1010 210807 59 6,0 x 10710
210534 13 4,1x 1010 210844 60 7,5x 10710
210550 44 7,9x 10710 210857 61 4,5x 1010
210565 45 3,8x 1010 210858 62 5,2x 1010
210566 14 5,5x 1010 210859 31 6,9 x 1010
210675 15 3,6 x 1010 210863 3 4,5x 1010
210676 46 4,0x 1010 210914 63 5,1x 10710
Z10690 47 5,9x 1010 206282 1206 5,0x10°

Ejemplo 6
Disefo y construccion de una segunda biblioteca madurada de variantes de Z de unién a IL-17A

En este Ejemplo, se construy6 una segunda biblioteca madurada esencialmente como se describe en el Ejemplo 4.
La biblioteca se us6 para selecciones de variantes de Z de unién a IL-17A adicionales.

Materiales y métodos

Disefo de la biblioteca: La biblioteca se baso6 en las secuencias de variantes de Z de union a IL-17A seleccionadas y
caracterizadas en el Ejemplo 5. En la nueva biblioteca, las 13 posiciones en la estructura de la molécula Z que se
variaron en la biblioteca de maduracion descrita en los Ejemplos 4 y 5 estaban sesgados hacia ciertos residuos de
aminoacidos, de acuerdo con una estrategia basada en las secuencias de la variante de Z de las 37 variantes de mejor
desempefio en el analisis de ECso (Tabla 6). Se generd un enlazador de ADN usando sintesis de grupo dividido y se
ordeno a partir de ADN 2.0. Contenia las siguientes 147 pb, que codificaban la hélice 1 y 2 parcialmente aleatorizada
de la secuencia de aminoacidos: 5- AA ATA AAT CTC GAG GTA GAT GCC/GCA AAA TAC GCC AAA GAA/GAG
NNN NNN NNN GCG NNN NNN GAG ATC/ATT NNN NNN TTA/CTG CCT/CCC AAC TTA/CTC ACC NNN NNN
CAA/CAG NNN NNN GCC TTC ATC NNN AAA TTA NNN GAT GAC CCA AGC CAG AGC TCATTATTT A-3' (SEQ
ID NO: 1249; los codones aleatorios son denotados NNN) flanqueado por sitios de restriccion Xhol y Sacl. Las
distribuciones tedricas de residuos de aminoacidos en la nueva biblioteca, incluidas seis posiciones variables de
aminoacidos (11, 14, 18, 25, 28 y 32) y siete posiciones constantes de aminoacidos (9, 10, 13, 17, 24, 27 y 35) en la
estructura de la molécula Z se dan en la Tabla 7. El tamafio de biblioteca tedrico resultante es de 3,9 x 108 variantes.

Construccion de la biblioteca: la biblioteca se construyé esencialmente como se describe en el Ejemplo 4 con la
siguiente excepcion: las células se cultivaron durante la noche en 0,5 L de medio TSB-YE, suplementado con glucosa
al 2%, 10 yg/mL de tetraciclina y 100 ug/mL de ampicilina.

Preparacion de la solucion madre de fagos: Se prepar6 la solucion madre de fagos que contenia la biblioteca de
fagémidos en matraces de agitacion. Se inocularon células de una solucién madre de glicerol que contenia la biblioteca
de fagémidos en 0,5 L de medio TSB-YE, suplementado con glucosa al 2%, 10 ug/mL de tetraciclina y 100 pg/mL de
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ampicilina. Los cultivos se hicieron crecer a 37 °C hasta que la DOgp alcanzé 0,6 y luego se infectaron
aproximadamente 83 mL del cultivo usando un exceso molar de 5 veces del fago auxiliar M13K07 y se incubaron
durante 40 min a 37 °C. Las células en el cultivo se sedimentaron mediante centrifugacion, se disolvieron en medio
TSB-YE, suplementado con 100 pg/mL de ampicilina, 25 pg/mL de kanamicina e IPTG 0,1 mM y se cultivaron a 30 °C
durante 18 h. Después del cultivo, las células se sedimentaron mediante centrifugacion a 4.000 g y las particulas de
fago que quedaban en el medio se precipitaron luego dos veces en PEG/NaCl, se filtraron y se disolvieron en PBS y
glicerol como se describe en el Ejemplo 1. Las soluciones madre de fagos se almacenaron a -80 °C hasta su uso en
la seleccion.

Tabla 7: Disefio de la biblioteca, segunda maduracién

Posicion del aminoacido enla  Aleatorizacion (abreviatura de los aminoacidos) No. de Proporcion
molécula de la variante Z aminoécidos

9 A 1 171

10 D 1 171

11 A D EFGHILKLMNQRSTVW 17 117

13 A 1 17

14 AF 1L MVY 7 17

17 A 1 171

18 A D EFGHILKLMNQRS VWY 17 117

24 W 1 11

25 A,D(50 %), E,F,I,L,M,V,W,Y 10 1/18, 1/2 (D)
27 W 1 11

28 A, D, E F,GHILMQWY 12 112

32 A D EF,GHKLMNQRSTWY 16 116

35 R 1 17
Resultados

Construccion de la biblioteca: La nueva biblioteca se disefio basandose en un conjunto de variantes de Z de union a
IL-17A con propiedades de union verificadas (Ejemplo 5). El tamafio tedrico de la biblioteca disefiada fue de 3,9 x 10°
variantes de Z. El tamafio real de la biblioteca, determinado por titulacion después de la transformacién con células E.
coli ER2738 fue de 1,4 x 10° transformantes.

La calidad de la biblioteca se probd secuenciando 96 transformantes y comparando sus secuencias reales con el
disefio tedrico. Se demostré que el contenido de la biblioteca real en comparacion con la biblioteca disefiada era
satisfactorio. Por lo tanto, se construyd con éxito una biblioteca madurada de aglutinantes potenciales de IL-17A.

Ejemplo 7
Seleccion, cribado y caracterizacién de variantes de Z de la segunda biblioteca madurada
Materiales y métodos

Seleccion por presentacion en fagos de variantes de Z de unién a IL-17A: La proteina objetivo hIL-17A se biotinilé
como se describe en el Ejemplo 1. Se realizaron selecciones de presentacién en fagos, usando la segunda biblioteca
madurada de moléculas variantes de Z construidas como se describe en el Ejemplo 6, contra hiL-17A esencialmente
como se describe en el Ejemplo 5 con las siguientes excepciones. Excepcion 1: las selecciones se realizaron en
solucion o en fase sélida a TA. Excepcion 2: el tiempo de seleccion fue de 60 min, 10 min o 1 min en el ciclo 1y de 30
min, 4 min o 10 seg en los ciclos 2, 3 y 4. La seleccion en solucion fue seguida por la captura de complejos objetivo-
fago en perlas SA como se describe en el Ejemplo 1. Excepcion 3: durante la seleccién en fase soélida, el objetivo se
capturd en perlas SA antes de la seleccion.

En la Tabla 8 se muestra una descripcion general de la estrategia de seleccién, que resume las diferencias entre la

seleccién en solucion y la seleccion en fase solida, asi como el aumento de la rigurosidad en los ciclos posteriores
obtenidos mediante el uso de una concentracidn objetivo mas baja y un mayor nimero de lavados.
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Los carriles 1-6 en el ciclo 1 se dividieron en el segundo al cuarto ciclo, dando como resultado un total de siete carriles
(1-1 a 6-1) en el ciclo 2, ocho carriles (1-1-1 a 6-1-1) en el ciclo 3 y 16 carriles (1-1-1-1 a 6-1-1-1) en el ciclo 4. Se
realizaron lavados utilizando PBST al 0,1% durante 1 min. Sin embargo, uno de los lavados duré 15 min en los carriles
2-1-1, 3-1-1 y 5-1-1 en el ciclo 3.

Después del ultimo lavado en el ciclo 4, los complejos objetivo-fago en perlas SA de cinco de los carriles (1-1-1-1, 1-
2-1-2, 3-1-1-1, 4-1-1-1 y 5-1-1-2) se dividieron en dos partes iguales. Las particulas de fago unidas de la primera parte
se eluyeron inmediatamente, mientras que la segunda parte se sometié a un lavado durante aproximadamente 65 h
antes de la elucién de las particulas de fago. Los fagos unidos se eluyeron usando glicina-HCI, pH 2,2, como se
describe en el Ejemplo 1.

La amplificacién de las particulas de fagos entre los ciclos de seleccion se realizé esencialmente como se describe en
el Ejemplo 1.

Tabla 8: Resumen de la seleccion de la segunda biblioteca madurada
Ciclo = Carrilde @ Solucion madre de Conc.del Tiempode HNumerode Numerode | Nimerode Método

seleccién fagos de la objetivo seleccién | lavados de lavados de lavados de de
biblioteca o carril (pM) (min) 1 min 15 min ~65h seleccién
de seleccion
1 1 ZIlib006IL-17A.ll 12500 60 3 - - solucion
1 2 Zlib006IL-17A.ll 12500 60 3 - - solucion
1 3 Zlib006IL-17A.ll 1250 60 3 - - solucion
1 4 Zlib006IL-17A.ll 12500 10 3 - - fase
solida
1 5 Zlib006IL-17A.ll 2500 10 3 - - fase
solida
1 6 Zlib006IL-17A.ll 2500 1 3 - - fase
solida
2 1-1 1 5000 30 6 - - solucion
2 1-2 1 2500 30 10 - - solucion
2 2-1 2 1000 30 10 - - solucion
2 3-1 3 100 30 10 - - solucién
2 4-1 4 5000 4 6 - - fase
solida
2 5-1 5 250 4 10 - - fase
solida
2 6-1 6 250 0,17 10 - - fase
solida
3 1-1-1 1-1 500 30 15 - - solucion
3 1-2-1 1-2 50 30 15 - - solucion
3 2-1-1 2-1 25 30 14 1 - solucion
3 3-1-1 3-1 5 30 14 1 - solucion
3 4-1-1 4-1 500 4 15 - - fase
solida
3 4-1-2 4-1 50 4 15 - - fase
solida
3 5-1-1 5-1 25 4 14 1 - fase
solida
3 6-1-1 6-1 5 0,17 15 - - fase
solida
4 1-1-1-1 1-1-1 50 30 20 - - solucion
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(continuacion)
Ciclo  Carril de Solucién madre  Conc. del | Tiempode ' Numerode Numerode Numerode Método

seleccion de fagos de la objetivo selecciébn | lavados de lavados de  lavados de de
biblioteca o carril (pM) (min) 1 min 15 min ~65 h seleccién
de seleccion

4 1-1-1-1X 1-1-1 50 30 20 - 1 solucion
4 1-1-1-2 1-1-1 5 30 20 - - solucion
4 1-2-1-1 1-2-1 25 30 20 - - solucion
4 1-2-1-2 1-2-1 5 30 20 - - solucion
4 1-2-1-2X 1-2-1 5 30 20 - 1 solucion
4 2-1-1-1 2-1-1 0,5 30 20 - - solucion
4 3-1-1-1 3-1-1 0,05 30 20 - - solucion
4 3-1-1-1X 3-1-1 0,05 30 20 - 1 solucién

4 4-1-1-1 4-1-1 50 4 20 - - fase

solida

4 4-1-1-1X 4-1-1 50 4 20 - 1 fase

solida

4 4-1-2-1 4-1-2 25 4 20 - - fase

solida

4 5-1-1-1 5-1-1 2,5 4 20 - fase

solida

4 5-1-1-2 5-1-1 0,5 4 20 - - fase

sélida

4 5-1-1-2X 5-1-1 0,5 4 20 - 1 fase

solida

4 6-1-1-1 6-1-1 0,5 0,17 20 - - fase

solida

Secuenciacion de ligantes potenciales: Se seleccionaron clones individuales de los diferentes carriles de seleccion
para secuenciacion. La amplificacion y el andlisis de secuencia de los fragmentos de genes se realizaron
esencialmente como se describe en el Ejemplo 1.

Cribado por ELISA de variantes de Z: Se seleccionaron al azar colonias individuales que contenian variantes de Z
(expresadas como proteinas de fusion ABD variantes de Z como se describe en el Ejemplo 1) de los clones
seleccionados de la segunda biblioteca madurada de IL-17A y se hicieron crecer en cultivos como se describe en el
Ejemplo 1. La preparacion de los sobrenadantes periplasmicos y los cribados por ELISA se realizaron esencialmente
como se describe en el Ejemplo 1 con las dos excepciones siguientes. Excepcion 1: se usé hlL-17A biotinilado a una
concentracion de 0,2 o 0,33 nM. Excepcidn 2: la fraccion periplasmica de la variante de Z 210241 (SEQ ID NO: 11),
identificada en selecciones de la primera biblioteca madurada, se usé como control positivo y el control de blanco se
cred intercambiando la etapa periplasmica con la adicién de PBST al 0,05% .

Analisis ECso de variantes de Z: una seleccion de variantes de Z de unién a IL-17A se sometié a un analisis de la
respuesta contra una serie de diluciones de b-hIL-17A usando ELISA como se describe en el Ejemplo 5. Se afiadié
proteina biotinilada a concentracion de 10 nM y se diluyé por etapas 1:2 ocho veces seguido de una dilucién 1:5 hasta
8 pM. Como control de fondo, las variantes de Z también se ensayaron sin afiadir proteina objetivo. Se incluydé como
control positivo una muestra de periplasma que contenia la variante de Z 210241 previamente madurada (SEQ ID NO:
11). Los datos se analizaron utilizando GraphPad Prism 5 y se calcularon los valores de regresién no lineal y ECso.

Resultados
Seleccion de presentacion en fagos de variantes de Z de unién a IL-17A de una segunda biblioteca madurada: La
seleccion se realizé en un total de 16 carriles paralelos que contenian cuatro ciclos cada uno. Los carriles de seleccion

diferian en la concentracion objetivo, el tiempo de seleccion, las condiciones de lavado y si la seleccién se realizé en
solucién o en fase solida.
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Secuenciacion: Se secuenciaron los clones seleccionados al azar. A cada variante de Z individual se le dio un nimero
de identificacion, Z###H#H, como se describe en el Ejemplo 1. En total, se identificaron 759 nuevas moléculas variantes
de Z Unicas.

Para las 704 variantes de mejor rendimiento en el cribado por ELISA a continuacion, las secuencias de aminoacidos
de las variantes de Z largas de 58 residuos de aminoacidos se enumeran en la Figura 1 y en el listado de secuencias
como la SEQ ID NO: 5-10, SEQ ID NO: 17-27, SEQ ID NO: 32-35, SEQ ID NO: 64-66 y SEQ ID NO: 520-1199. Los
motivos de union a IL-17A deducidos se extienden desde el residuo 8 al residuo 36 en cada secuencia. Las secuencias
de aminoacidos de los polipéptidos de 49 residuos de aminoacidos que se predice que constituyen el haz completo
de tres hélices dentro de cada una de estas variantes de Z se extienden desde el residuo 7 al residuo 55.

Cribado por ELISA de variantes de Z: Los clones obtenidos después de cuatro ciclos de seleccién se produjeron en
placas de 96 pozos y se cribaron para la actividad de unién a hIL-17A usando ELISA. Se analizaron todos los clones
seleccionados al azar. Se encontré que 704 de las 759 variantes de Z Unicas daban una respuesta de 2 veces los
controles o blanco o mas (0,22-2,2 AU) contra hIL-17A a una concentracion de 0,2 o 0,33 nM. Se recogieron sefiales
positivas para los clones procedentes de todos los carriles de seleccién. La respuesta promedio de los controles de
blanco fue de 0,11 AU, con base en un conjunto representativo de placas.

Analisis de ECso de las variantes de Z: se selecciond un subconjunto de variantes de Z de unién a IL-17A con base en
el resultado del experimento de ELISA descrito anteriormente (variantes de Z con absorbancias sobre la respuesta del
control positivo 210241, SEQ ID NO: 11) y se sometio a una titulacion objetivo en formato de ELISA como se describe
en el Ejemplo 5. Se analizaron los valores obtenidos y se calcularon sus respectivos valores de ECsg (Tabla 9).

Tabla 9: Valores de ECs calculados a partir del andlisis de titulacion por ELISA
Variante de Z SEQ ID NO ECso (M) Variante de Z SEQ ID NO ECso (M)

212059 17 5,3x 1010 212211 22 4,6 x 10710
212060 5 5,1 x 1010 212212 64 7,8 x 1010
212073 18 4,3x 1010 212256 23 4,7x 1010
212078 8 5,2x 1010 212264 10 3,9x 10710
212081 6 5,6 x 1010 212275 24 4,2x 1010
212115 20 4,2x 1010 212285 65 9,1x 10710
212163 9 5,0 x 1010 212439 66 6,1 x 1010
212180 21 3,7x 10710

Ejemplo 8
Caracterizacion in vitro de un subconjunto de variantes de Z de unién a IL-17A maduradas
Materiales y métodos

La subclonacion y produccion de variantes de Z con una etiqueta Hisg en el terminal N se realizé6 como se describe en
el Ejemplo 2. Se cre6 una variante adicional, Hise-Z15167 (SEQ ID NO: 4), mediante mutagénesis dirigida al sitio de
Hise-Z10532 (SEQ ID NO: 1) dando como resultado la sustitucién de D en la posicion 25 por A. La produccion de Hisg-
Z15167 se realizé como se describié anteriormente para otras variantes de Z.

Andlisis de espectroscopia de dicroismo circular (CD): Las variantes de Z etiquetadas con Hisg purificadas se diluyeron
a 0,5 mg/mL en PBS. Para cada variante de Z diluida, se obtuvo un espectro de CD a 250-195 nm a 20 °C. Ademas,
se realizd una medicion de temperatura variable (VTM) para determinar la temperatura de fusion (Tm). En la VTM, la
absorbancia se midié a 221 nm mientras que la temperatura se elevé de 20 a 90 °C, con una pendiente de temperatura
de 5 °C/min. Se obtuvo un nuevo espectro de CD a 20 °C después del procedimiento de calentamiento para estudiar
la capacidad de replegamiento de las variantes de Z. Las mediciones de CD se realizaron en un espectropolarimetro
Jasco J-810 (Jasco Escandinavia AB) usando una celda con una longitud de trayectoria 6ptica de 1 mm.

Cribado por ELISA de unién a IL-17: Se recubrieron placas de media area de 96 pozos (Costar, 3690) durante la noche
a4 °C con hlL-17A a 1 yg/mL en PBS en un volumen de 50 uL/pozo. El dia del andlisis, la placa se enjuagé dos veces
con agua del grifo y luego se bloqueé con PBS + BSA al 2% (Sigma) durante 2 h. Se us6 210241 (SEQ ID NO: 11)
como estandar y se valoré en una serie de diluciones de 3 veces (300-0,005 ng/mL) y las otras variantes de Z se
agregaron en cuatro diluciones diferentes a la placa de ELISA recubierta (50 uL/pozo) y se incub6 durante 1,5 h a TA.
La placa se lavé 4 veces en una lavadora de ELISA automatica y se afiadieron 2 ug/mL (50 uL/pozo) de un anticuerpo
de cabra anti-Z. Después de 1 h de incubacion, se lavé la placa y se afiadieron por pozo 50 uL de IgG-HRP anti-cabra
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(DAKO) diluido 5000 veces. La placa se reveld después de otra incubacién de 1 hora, se lavé con 50 pyL de TMB
(Thermo Fisher, 34021) por pozo y la reaccion se detuvo con 50 pL de H>SO4 2 M. Las placas se leyeron en un lector
de etiquetas mdultiples (Victor®, Perkin Elmer).

Andlisis cinético de Biacore: Se determinaron las constantes cinéticas (Kasociacion Y Kdisociacisn) Y 1as afinidades (Kp) para
IL-17A humana para 27 variantes de Z etiquetadas con Hise. La hIL-17A se inmoviliz en la celda de flujo sobre la
capa de dextrano carboxilado de una superficie del chip CM5 (GE Healthcare, cat. No. BR100012). La inmovilizacion
se realizo utilizando quimica de acoplamiento de amina de acuerdo con el protocolo del fabricante y utilizando HBS-
EP (HEPES 0,01 M pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM, tensioactivo P20 al 0,005% v/v, GE Healthcare, catalogo No.
BR100188) como tampdén de procesamiento. Se activé y desactivé una superficie de celda de flujo en el chip para su
uso como blanco durante las inyecciones de analito. En el experimento cinético, se usé HBS-EP como tampén de
procesamiento y el caudal fue de 50 pL/min. Los analitos, es decir, las variantes de Z, se diluyeron cada uno en tampoén
HBS-EP hasta concentraciones finales de 100 nM, 20 nM y 4 nM y se inyectaron durante 4 min, seguido de disociacion
en tampoén de procesamiento durante 8 min. Después de 8 min de disociacion, las superficies se regeneraron con dos
inyecciones de HCI 10 mM. Las constantes cinéticas se calcularon a partir de los sensogramas utilizando el modelo
Langmuir 1:1 del software BiaEvaluation 4.1 (GE Healthcare).

Analisis de especificidad de union de Biacore: Las interacciones de tres variantes de Z de unién a IL-17A etiquetadas
con Hisg (Z10508 (SEQ ID NO: 2), Z10532 (SEQ ID NO: 1) y Z15167 (SEQ ID NO: 4)) con hIL-17A (SEQ ID NO: 1226),
hIL-17F (SEQ ID NO: 1228; R&D Systems, cat. No. 1335-IL/CF) y el heterodimero IL-17A/F humano (R&D Systems,
cat. No 5194-IL-025/CF) se analizaron en un instrumento Biacore 2000. Las tres variantes diferentes de IL-17 se
inmovilizaron en las celdas de flujo en la capa de dextrano carboxilado de una superficie de chip CM5. La inmovilizacién
se realizé usando quimica de acoplamiento de amina de acuerdo con el protocolo del fabricante y usando HBS-EP
como tampén de procesamiento. Se activo y desactivd una superficie de celda de flujo en el chip para su uso como
blanco durante las inyecciones de analito. En el experimento de unién, se usé HBS-EP como tampdn de procesamiento
y el caudal fue de 50 pyL/min. Los analitos, es decir, las variantes de Z, se diluyeron cada uno en tampén de
procesamiento HBS-EP hasta concentraciones finales de 4, 20, 100 y 500 nM y se inyectaron durante 4 min. Después
de 15 min de disociacion, las superficies se regeneraron con cuatro inyecciones de HCI 10 mM. Los resultados se
analizaron mediante el software BiaEvaluation.

Bloqueo de la produccién de IL-6 inducida por IL-17A en el ensayo de NHDF: El ensayo de NHDF vy la cuantificacion
mediante el ELISA especifico de IL-6 se realizaron esencialmente como se describe en el Ejemplo 3. En resumen, el
dia antes del experimento, se sembraron 5000 células por pozo en placas de cultivo de 96 pozos de media area en
100 pL. El dia del experimento, se prepararon diluciones de 36 variantes de Z especificas de IL-17A en una placa
separada de 96 pozos. Las variantes de Z se valoraron en tres etapas desde 4690 nM hasta 0,08 nM en medio que
contenia hiL-17A 0,9 nM. Se preparé una curva estandar de hIL-17A (6,2-0,0001 nM), asi como controles que
contenian medio con hIL-17A 0,9 nM o medio solo.

Resultados

Analisis de CD: Los espectros de CD determinados para las variantes de Z de unioén a IL-17A con una etiqueta Hiss
mostraron que cada una tenia una estructura a-helicoidal a 20 °C. Los resultados de las mediciones de temperatura
variable, en las que se determinaron las temperaturas de fusién (Tm), se muestran en la Tabla 10. Se observo un
plegado reversible para todas las variantes de Z de unién a IL-17A cuando se midieron los espectros de superposiciéon
antes y después del calentamiento a 90 °C.

Analisis de la capacidad de unién a IL-17A mediante ELISA: Se cribaron moléculas variantes de Z etiquetadas con
Hise purificadas de la primera y segunda ronda de maduracion para determinar su capacidad para unirse a IL-17A en
un ensayo de ELISA. Los resultados se muestran en la Figura 3 como porcentaje de capacidad de unién en
comparacion con la variante Z10241.

Analisis cinético de Biacore: Las interacciones de 28 variantes de Z de union a IL-17A etiquetadas con Hisg con hlL-
17A se analizaron en un instrumento Biacore inyectando diversas concentraciones de las variantes de Z sobre una
superficie que contenia IL-17A inmovilizada. En la Tabla 11 se presenta un resumen de los parametros cinéticos (Kp,
Ka (Kasociacisn) Y Kd (Kdisociacion)) para la unién de las variantes de Z a hlL-17A usando un modelo de interaccion 1:1.

Tabla 10: Temperaturas de fusién (Tm)

SEQ ID NO de la SEQ ID NO de la

Analito variante de Z Tm (°C) Analito variante de Z Tm (°C)
His6-210241 11 48 His6-Z212081 6 50
His6-Z210433 28 56 His6-Z212115 20 51
His6-Z210462 12 51 His6-Z212163 9 54
His6-210508 2 54 His6-Z212180 21 51
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(continuacion)

Analito SI\E/grigltNeods;la Tm (°C) Analito SEgriglg%sila Tm (°C)
His6-210532 1 57 His6-212192 32 45
His6-Z210534 13 41 His6-Z212211 22 49
His6-Z210566 14 51 His6-212256 23 47
His6-Z210675 15 52 His6-Z212264 10 54
His6-Z210681 29 52 His6-212275 24 46
His6-Z210718 16 48 His6-212283 25 45
His6-210722 30 51 His6-212289 33 51
His6-210859 31 52 His6-212344 26 49
His6-210863 3 51 His6-212481 27 49
His6-Z212059 17 50 His6-Z212498 34 48
His6-Z212060 5 52 His6-212522 35 51
His6-212073 18 49 His6-Z212634 7 50
His6-212077 19 52 Z10241-His6 11 47
His6-212078 8 51 His6-215167 4 57

Z10199 1217 56

Analisis de especificidad de unién de Biacore: La union de tres variantes de Z de union a IL-17A etiquetadas con Hise
(210508, 210532 y Z15167) a hIL-17A, hIL-17F y hIL-17A/F se ensay6 en un instrumento Biacore inyectando las
variantes de Z sobre superficies que contienen las variantes de IL-17. Los niveles de inmovilizacion del ligando en las
superficies fueron 657 RU, 977 RU y 770 RU de IL-17A, IL-17F e IL-17A/F, respectivamente. Todas las variantes de
Z probadas mostraronn unién a IL-17A humana y uniéon mas débil a IL-17A/F, mientras que no pudo detectarse union
a IL-17F. Las curvas resultantes, de las que se restaron las respuestas de una superficie del blanco, se muestran en
la Figura 4. Z15167 mostro la curva de asociacion mas réapida con IL-17A humana.

Bloqueo de la produccion de IL-6 inducida por IL-17A en el ensayo de NHDF: Las variantes de Z etiquetadas con Hisg
purificadas de la primera y segunda rondas de maduracion se cribaron para determinar su capacidad para bloquear la
produccion de IL-6 inducida por IL-17A en el ensayo de NHDF. Los resultados del ensayo de NHDF mostraron que
todos los ligantes maduros probados tenian una capacidad de bloqueo especifica de IL-17A aumentada en
comparacion con el ligante primario Hise-Z06282. En la Figura 5 se muestra un grafico que muestra los perfiles de
inhibicion tipicos de una seleccion de ligantes de la primera biblioteca de maduracion, y en la Tabla 12 se muestran
los valores de ICs calculados para todos los ligantes analizados.

Tabla 11: Parametros cinéticos para la unioén de variantes de Z a hiL-17A

Analito SEQ ID NO de la variante de Z ka (1/Ms) kq (1/s) Ko (M)
His6-210241 11 5,2 x 10° 1,2x10°% | 2,2x10°
His6-210433 28 4,7x10° 3,1x10% | 6,4x10°
His6-210508 2 5,1 x 10° 2,0x10° | 4,0x10°
His6-Z10532 1 6,2 x 10° 1,5x10°% | 2,4x10°
His6-Z10566 14 6,1x10° 57x10% | 9,3x10°
His6-Z10675 15 5,7 x 10° 1,1x10°%  1,9x10°
His6-210681 29 6,7 x 10° 35x10% | 52x10°
His6-210859 31 5,6 x 10° 6,8x10° | 1,2x10°%
His6-210863 3 8,3x 10° 2,5x10% | 3,0x10°
His6-Z212060 5 7,5x10° 3,3x10% | 4,3x10°
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Analito
His6-Z212073
His6-212077
His6-Z212078
His6-Z212081
His6-Z212163
His6-212192
His6-Z212211
His6-212256
His6-Z212264
His6-212275
His6-Z212283
His6-212289
His6-Z212344
His6-212481
His6-Z212498
His6-212522
His6-Z212634
His6-Z215167

SEQ ID NO de la variante de Z
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18
19
8
6
9
32
22
23
10
24
25
33
26
27
34
35
7
4

(continuacién)

ka (1/Ms)
4,9 x10°
6,5 x 10°
4,5x10°
6,2 x 10°
7,3x 105
4,6 x 10°
5,8 x 10°
3,5x10°
6,0 x 10°
5,2x 105
5,5 x 10°
6,2 x 10°
7,1x 105
5,2x 105
6,0 x 10°
7,1x 105
6,9 x 10°
1,3 x 10°

ka (1/s) Ko (M)
1,2x 1073 2,3x10°
2,0x 103 3,1x10°
8,1 x 10* 1,8x10°
3,8x 103 6,2 x 10°
1,6 x 107 2,2x10°
5,6 x 103 1,2x 108
1,4x 1073 2,4x10°
1,2x 1073 3,4x10°
55x10% | 9,3x 107
1,1x 1073 2,0x 10°
1,8x 1073 3,3x10°
3,3x 10 5,3x 10°
6,6 x10* = 9,2x 107
8,9 x 10* 1,7 x 107
2,3x 103 3,8x10°
4,4x10°3 6,2 x 10°
4,3x 1073 6,3x 10°
1,4x 1073 1,1x10°

Tabla 12: Valores de ICsp para variantes de Z maduradas
SEQ ID NO de la

Analito SEQID NO dela
variante de Z:

His6-Z210241 11
His6-Z210433 28
His6-Z210462 12
His6-210508 2

His6-Z210532 1

His6-Z210534 13
His6-Z210566 14
His6-Z210675 15
His6-Z210681 29
His6-Z210718 16
His6-Z210722 30
His6-Z210859 31
His6-Z210863 3
His6-Z212059 17
His6-212060 5
His6-212073 18

ICs0 (hM)

5,3
14
6,6
5,7
6,4
6,5
9,6
5,3
25
28
35
26
8,5
3.7
7.9
4,0

39

Analito

His6-Z212081
His6-Z212115
His6-Z212163
His6-Z212180
His6-212192
His6-Z212211
His6-Z212256
His6-Z212264
His6-212275
His6-212283
His6-212289
His6-Z212344
His6-Z212481
His6-212498
His6-212522
His6-212634

variante de Z:
6
20
9
21
32
22
23
10
24
25
33
26
27
34
35
7

ICs0 (nM)

8,1
3,0
7,0
4,3
28
2,9
4,4
4,4
4,8
6,9
18
4,8
3,0
11

10
9,8
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(continuacion)

Analito SEQID NO dela ICs0 (NM) Analito SEQID NO dela ICs0 (NM)
variante de Z: variante de Z:
His6-Z212077 19 5,5 Z10241-His6 11 3,3
His6-Z212078 8 4,5
Ejemplo 9

Produccion de polipéptidos Z-ABD-Z de unién a IL-17

IL-17A es una citoquina homodimérica que posee dos sitios de union al receptor. Se especuld que un polipéptido que
comprende dos fracciones de una variante de Z de union a IL-17A de la presente divulgacion bloquearia IL-17A de
manera mas eficaz que un polipéptido que comprende una de tales fracciones. Este Ejemplo describe el procedimiento
general para la subclonacion y produccién de polipéptidos que comprenden dos variantes de Z en fusién con la variante
del dominio de unién a albumina PP013 (SEQ ID NO: 1224) en el formato general Z-[L1]-ABD- [L2]-Z en el que [L1] y
[L2] son enlazadores que separan los fracciones Z y ABD.

Materiales y métodos

Subclonacién de polipéptidos Z-[L1]-ABD-[L2]-Z con diferentes longitudes de enlazador [L1] y [L2]: Los ADN de Z06282
(SEQ ID NO: 1206), Z10241 (SEQ ID NO: 11) y Z10532 (SEQ ID NO: 1) se amplificaron a partir del vector de biblioteca
pAY02592 mediante PCR usando ADN polimerasa Pfu Turbo (Agilent Technologies, cat. No. 600254) junto con pares
de cebadores adecuados. Las construcciones Z-[L1]-ABD-[L2]-Z se generaron mediante ligacion de ADN que codifica
cada fraccion en el vector de expresion pET26b(+) (Novagen, Madison, WI) en tres etapas de clonacion posteriores
utilizando ADN ligasa T4 (Fermentas, cat. No. EL0011). EI ADN que codifica las tres fracciones se separé mediante
ADN que codifica enlazadores hibridados con diferente nimero de repeticiones de (GGGGS),, flanqueado por sitios
de enzimas de restriccion. Las construcciones codificadas por los vectores de expresion fueron Z##HH#-[GAP-(G4S),-
TS]-PP013-[GT-(G4S).-PR]-Z#H####, eran cada una n individualmente 1-4, y como se especifica adicionalmente en la
Tabla 13.

Tabla 13: Variantes diméricas de Z fusionadas a ABD a través de diferentes longitudes de [L1] y [L2]

Designacion SEQ ID NO | Polipéptido Z-[L1]-ABD-[L2]-Z

ZAZ3174 1233 206282-[GAP-(G4S)s-TS]-PP013-[GT-(G4S)s-PR]-206282
ZAZ3175 1234 Z06282-[GAP-(G4S)s-TS]-PP013-[GT-(G4S);-PR]-206282
ZAZ3176 1235 Z06282-[GAP-(G4S),-TS]-PP013-[GT-(G4S).-PR]-206282
ZAZ3236 1240 Z06282-[GAP-G4S-TS]-PP013-[GT-G4S-PR]-206282
ZAZ3237 1241 Z06282-[GAP-G4S-TS]-PP013-[GT-(G4S).-PR]-Z206282
ZAZ3220 1236 Z10241-[GAP-(G4S)s-TS]-PP013-[GT-(G4S)s-PR]-Z210241
ZAZ3221 1237 Z10532-[GAP-(G4S)s-TS]-PP013-[GT-(G4S)s-PR]-Z210532

Sitios de restriccion (1)-(1V) en el ADN que codifica Z##H#HH#-[(1)-(G4S)n-(11)]-PPO13-[(II)-(G4S)n-(1V)]-Z#HH#H#HE son
escindibles con las enzimas de restriccion Ascl (1), Spel (1), Kpnl (11l) y Sacll (IV), respectivamente

Subclonacién de polipéptidos Z-[L1]-ABD-[L2]-Z con un enlazador [L1] minimo: Se generaron ADN que codifica
variantes de Z diméricas adicionales que comprenden 206282 (SEQ ID NO: 1206) pero con un enlazador minimo [L1]
utilizando técnicas estandar de biologia molecular. Las construcciones codificadas por los vectores de expresion
fueron Z06282-VDGS-PP013-GT-(G4S),-PR-Z206282 y como se especifica adicionalmente en la Tabla 14.

Los genes que codifican 212876 (SEQ ID NO: 1218), 214253 (SEQ ID NO: 1219), Z14254 (SEQ ID NO: 1220) y
Z14255 (SEQ ID NO: 1221) (correspondientes a 210241 (SEQ ID NO: 11), 210532 (SEQ ID NO: 1), Z10508 (SEQ ID
NO: 2) y 210863 (SEQ ID NO: 3), respectivamente, pero comenzando con los residuos de aminoacidos AE en lugar
de VD) se amplificaron mediante PCR usando ADN polimerasa Pfu Turbo junto con pares de cebadores adecuados.
Las construcciones Z-[L1]-ABD-[L2]-Z se generaron mediante ligacién de cada fragmento en el vector de expresion
pET26b(+) en tres etapas de clonacién posteriores usando ADN ligasa T4. EI ADN que codifican las tres fracciones
se separé mediante enlazadores modificados adicionalmente mediante mutagénesis dirigida al sitio utilizando técnicas
de biologia molecular estandar. Las construcciones codificadas por los vectores de expresion fueron Z##H#H#-[VDGS]-
PP013-[GT-G4S-PK]-Z#it#Ht y Z###H-[ASGS]-PP013-[GT-G,4S]-Z#H#H#H, y como se especifica adicionalmente en la
Tabla 14.
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Tabla 14: Variantes Diméricas Z fusionadas a ABD a través de un enlazador [L1] minimo

Designacion SENQolD Polipéptido Z-[L1]-ABD-[L2]-Z Mutaciones

ZAZ3234 1238 Z06282-[VDGS]-PP013-GT-G4S-PR-Z06282

ZAZ3235 1239 Z06282-[VDGS]-PP013-GT-(G:S)--PR-Z06282

ZAZ3269 1242 Z12876[VDGS]-PP013-[GT-G,S-PK]-Z12876  R117K

ZAZ3270 1243 Z12876-[ASGS]-PP013-[GT-G4S]-Z12876 V59A, D60S, A116P, A117R
ZAZ3363 1244 Z14253[ASGS]-PP013-[GT-G4S]-Z14253 V59A, D60S, A116P, A117R
ZAZ3364 1245  Z14254-[ASGS]-PP013-[GT-G4S]-214254 V59A, D60S, A116P, A117R
ZAZ3365 1246 Z14255-[ASGS]-PP013-[GT-G4S]-214255 V59A, D60S, A116P, A117R
ZAZ3422 1247 Z15166-[ASGS]-PP013-[GT-G4S]-Z15166 gﬁ;’;\g‘sambas fracciones 214253 en

A: eliminacién del residuo de aminoacido indicado

Cultivo: Se transformaron células de E. coli BL21 (DE3) (Novagen) con plasmidos que contenian el fragmento génico
de cada polipéptido Z-ABD-Z respectivo y se cultivaron a 37 °C en 800 o 1000 mL de medio TSB-YE suplementado
con 50 pug/mL de kanamicina. Con el fin de inducir la expresién de proteinas, se afiadié IPTG a una concentracion final
de 0,2 mM a una DOsggo = 2 y el cultivo se incub6 a 37 °C durante otras 5 horas. Las células se recolectaron por
centrifugacion.

Purificacion de polipéptidos Z-ABD-Z de unioén a IL-17A: los sedimentos celulares se resuspendieron en tampon TST
(Tris-HCI 25 mM, EDTA 1 mM, NaCl 200 mM, Tween 20 al 0,05%, pH 8,0) suplementado con Benzonase® (Merck).
Después de la rotura celular por sonicacioén y clarificacién por centrifugacion, cada sobrenadante se aplico en una
columna empaquetada con agarosa y se inmovilizé con un ligando anti-ABD (producido internamente). Después de
lavar con tampon TST y tampén NH4Ac 5 mM, pH 5,5, los polipéptidos Z-ABD-Z se eluyeron con HAc 0,1 M. Se afadio
acetonitrilo (ACN) a las fracciones eluidas hasta una concentracion final del 10% y las muestras se cargaron en
columnas SOURCE 15RPC (GE Healthcare), previamente equilibradas con disolvente A de RPC (0,1% de TFA, 10%
de ACN, 90% de agua). Después de lavar la columna con el disolvente A de RPC, las proteinas unidas se eluyeron
con un gradiente lineal del disolvente A de RPC al disolvente B de RPC (0,1% de TFA, 80% de ACN, 20% de agua).
Las fracciones que contenian polipéptidos Z-ABD-Z puros se identificaron mediante analisis SDS-PAGE y se
combinaron. Después de la purificacion de RPC, el tampdn de la combinaciéon se cambié a PBS (KCl 2,68 mM, NaCl
137 mM, KH2PO4 1,47 mM, NazHPO4 8,1 mM, pH 7,4) usando columnas Sephadex G-25 (GE Healthcare). Finalmente,
las variantes de Z-ABD-Z se purificaron en columnas rojas EndoTrap® (Hyglos) para asegurar un contenido bajo de
endotoxinas.

Las concentraciones de proteinas se determinaron midiendo la absorbancia a 280 nm, usando un espectrofotémetro
NanoDrop® ND-1000 vy el coeficiente de extincion de la proteina respectiva. La pureza se analizé6 mediante SDS-
PAGE tefiida con azul de Coomassie, y se confirmoé la identidad de cada variante de Z-ABD-Z purificada mediante
andlisis por HPLC-MS.

Resultados

Cultivo y purificacion: Las variantes de Z de unién a IL-17A en fusién con ABD se expresaron como productos génicos
solubles en E. coli. El analisis SDS-PAGE de cada preparacion de proteina final mostré que estas contenian
predominantemente el polipéptido Z-ABD-Z de unién a IL-17A deseado. La identidad y el peso molecular correctos de
cada polipéptido Z-ABD-Z se confirmaron mediante analisis por HPLC-MS.

Ejemplo 10

Solubilidad de polipéptidos Z-ABD-Z

Se investigo la solubilidad de tres polipéptidos Z-ABD-Z en tampon fisioldgico mediante concentraciones consecutivas
de las muestras usando ultrafiltracién, seguido de mediciones de concentracion mediante lecturas de absorbancia a
280 nm e inspeccion visual de las muestras.

Materiales y métodos

Los polipéptidos Z-ABD-Z ZAZ3363 (SEQ ID NO: 1244), ZAZ3364 (SEQ ID NO: 1245) y ZAZ3422 (SEQ ID NO: 1247)

se diluyeron en PBS, pH 7,4, hasta 2,5 mg/mL. Se enjuagaron previamente 12 unidades de filtro centrifugo Amicon
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Ultra con un corte de 3 kDa (Millipore, cat. No. UFC800324) mediante centrifugacion a 4000 g durante 10 min en una
centrifuga de rotor de cubeta oscilante. Los concentradores se vaciaron y se afiadieron 4 mL de cada polipéptido Z-
ABD-Z a un primer conjunto de tres unidades de filtro centrifugo diferentes. La centrifugacion se realizé a 4000 g, 20
°C, durante 13-16 min, dando como resultado aproximadamente 1 mL de concentrado. Se extrajo una muestra de 20
ML de cada concentrado (muestra de UF 1) para andlisis adicional y el resto de los volimenes de muestra se
transfirieron a un segundo conjunto de tres unidades de filtro centrifugo. La centrifugacion y la extracciéon de la muestra
se repitieron tres veces con tiempos de centrifugado de 8-10 min, 7 min y 13 min, respectivamente, (muestras de UF
2, 3y 4, respectivamente). Las lecturas de absorbancia se realizaron usando un espectrofotémetro NanoDrop® ND-
1000 y diluyendo las muestras de UF 1-4 en PBS 3, 6, 12 y 24 veces, respectivamente. Las concentraciones se
calcularon usando el coeficiente de extincion teérico 1 Abs280 = 0,612 mg/mL (el mismo para los tres polipéptidos Z-
ABD-Z). También se realizaron lecturas de absorbancia de los filtrados sin diluir.

Resultados

Las concentraciones determinadas por lecturas de absorbancia a 280 nm después de cada etapa de centrifugacion
se muestran en la Tabla 15. No se detectaron agregados mediante inspeccién visual de los concentrados. Por lo tanto,
se determind que la solubilidad de ZAZ3363, ZAZ3364 y ZAZ3422 era de al menos 60 mg/mL en PBS, pH 7,4. Las
lecturas de absorbancia de los filtrados sin diluir mostraron concentraciones muy cercanas a 0 mg/mL.

Tabla 15: Concentracion después de la concentracion consecutiva de muestras de Z-ABD-Z

Polipéptido Z-ABD-Z Concentracion (mg/mL) Tiempo total de centrifugacion (min)
SEQ ID NO
UF1 UF2 UF3 UF4
ZAZ3363 1244 96 21 36 64 44
ZAZ3364 1245 82 21 38 60 43
ZAZ3322 1247 93 20 35  ©64 44
Ejemplo 11

Andlisis de especies cruzadas de unién de Biacore
Materiales y métodos

La interaccion de los polipéptidos Z-ABD-Z ZAZ3363 (SEQ ID NO: 1244), ZAZ3364 (SEQ ID NO: 1245) y ZAZ3365
(SEQ ID NO: 1246) con hIL-17A e IL-17A de mono cynomolgus (cIL-17A, SEQ ID NO: 1229; Evitria, pedido
personalizado) asi como la interaccion de ZAZ3220 (SEQ ID NO: 1236) con hiL-17A e IL-17A de mono rhesus (rmiL-
17-A, SEQ ID NO: 1230; Cusabio, cat. No. CSB-EP011597MOV) se analizaron en un Biacore 2000. Se inmovilizd HSA
en la celda de flujo sobre la capa de dextrano carboxilado de una superficie de chip CM5. La inmovilizacion se realizé
usando quimica de acoplamiento de amina de acuerdo con el protocolo del fabricante y usando HBS-EP como tampén
de procesamiento. Los niveles de inmovilizacion de HSA en las superficies fueron 953 RU (utilizado para ZAZ3363,
ZAZ3364 y ZAZ3365) y 493 RU (utilizado para ZAZ3220), respectivamente. Se activd y desactivd una superficie de
celda de flujo en el chip para su uso como blanco durante las inyecciones de analito. En los experimentos de union,
se us6 HBS-EP como tampdn de procesamiento y el caudal de flujo fue de 30 uL/min. Se diluyeron ZAZ3363, ZAZ3364
y ZAZ3365 en tampodn de procesamiento HBS-EP hasta una concentracion final de 200 nM y se inyectaron durante 5
min, seguido de inyecciones de las variantes de IL-17A. Se diluyé ZAZ3220 en tampoén de procesamiento HBS-EP
hasta una concentracion final de 500 nM y se inyect6é durante 4 minutos seguido de inyecciones de las variantes de
IL-17A. Se diluyeron cada uno de hIL-17A y cIL-17A en tampdn de procesamiento HBS-EP hasta concentraciones
finales de 2,5, 10 y 40 nM y se inyectaron durante 5 min sobre superficies con ZAZ3363, ZAZ3364 y ZAZ3365
capturados en HSA. Después de 10 min de disociacion, la superficie se regenerd con dos inyecciones de HCI 10 mM.
hIL-17A y rmIL-17A se diluyeron en tampdn de procesamiento de HBS-EP hasta concentraciones finales de 0,1, 0,3,
0,9,27y81nMy27, 8,1, 24,3, 72y 216 nM, respectivamente, y se inyectaron durante 6 min sobre superficies con
ZAZ3220 capturado en HSA. Después de 5 min de disociacion, la superficie se regenerd con dos inyecciones de HCI
10 mM. Los resultados se analizaron mediante el software BiaEvaluation.

Resultados

La union de hiL-17Ay clL-17A a ZAZ3363, ZAZ3364 y ZAZ3365, y hIL-17A y rmIL-17A a ZAZ3220 se probaron en un
instrumento Biacore inyectando los polipéptidos Z-ABD-Z sobre una superficie que contenia HSA seguido por
inyecciones de las variantes de IL-17A. Todas las variantes de Z probadas mostraron union a las variantes de IL-17A
probadas, es decir, ZAZ3363, ZAZ3364 y ZAZ3365 mostraron union a IL-17A humana y de mono cynomolgus (Figura
6) y ZAZ3220 a IL-17A humana y de mono rhesus.

Ejemplo 12
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Andlisis de especificidad de unién de Biacore

En este ejemplo, se ensayaron las especificidades de dos polipéptidos Z-ABD-Z analizando su interaccién potencial
con un conjunto de proteinas de la familia IL-17, con otras interleucinas y con otras proteinas plasmaticas abundantes.
También se analiz6 el mismo conjunto de proteinas analito para determinar su posible interaccién con la variante ABD
PEP07843.

Materiales y métodos

La interaccion de ZAZ3363 (SEQ ID NO: 1244) o ZAZ3422 (SEQ ID NO: 1247) con paneles de 24 o 12 proteinas
diferentes (especificadas en la Tabla 16), respectivamente, se analizaron en un instrumento Biacore 2000. HSA y la
variante de ABD PEP07843 (SEQ ID NO: 1225, correspondiente a PP013 (SEQ ID NO: 1224) con una extension en
el terminal N de GSS) se inmovilizaron en la superficie del chip CM5 y se preparé una superficie de blanco como se
describe en el Ejemplo 11. Los niveles de inmovilizacion del ligando en las superficies fueron 1315 RU y 99 RU de
HSA y PEPQ7843, respectivamente, para el chip utilizado en los procedimientos de ZAZ3363, y 791 RU y 100 RU de
HSA y PEPQ7843, respectivamente, para el chip usado en los procedimientos de ZAZ3422. En el experimento de
union, se uso HBS-EP como tampdn de procesamiento y el caudal fue de 30 yL/min. ZAZ3363 y ZAZ3422 se diluyeron
en HBS-EP o HBS-EP suplementado con NaCl 500 mM hasta una concentracién final de 200 nM y se inyectaron
durante 7 min seguido de inyecciones de los analitos. Los analitos, es decir, los paneles de 24 o 12 proteinas
diferentes, se diluyeron cada uno en HBS-EP o HBS-EP suplementado con NaCl 500 mM hasta concentraciones
finales de 0,4 a 250 nM y se inyectaron durante 5 min. Después de 7 (ZAZ3363) o 10 (ZAZ3422) min de disociacion,
se regeneraron las superficies con cuatro (ZAZ3363) o cinco (ZAZ3422) inyecciones de NaOH 10 mM y dos
inyecciones de HCI 10 mM. Los resultados se analizaron mediante el software BiaEvaluation.

Tabla 16: Proteinas analito probadas con ZAZ3363 y ZAZ3422

Primera inyeccion Segunda Inyeccion
ZAZ3363 |ZAZ3422 |Proteina analito Cat. No. Conc. de ggrgpr%zé’:{; la dilucion
(200 nM) | (200 nM) analito (nM)
Si Si hIL-17A" 200-17 2,10, 50 HE&'EP and HBS-EP +
Si Si hIL-17A/F2 5194-IL-025/CF |50, 250 HBS-EP + NaCl
Si Si hIL-17B2 1248-1B-025/CF | 50, 250 HBS-EP + NaCl
Si Si hIL-17C2 1234-IL-025/CF |50, 250 HBS-EP
Si Si hIL-17D? 1504-IL-025/CF | 50, 250 HBS-EP + NaCl
Si Si hIL-17E2 1258-IL-025/CF | 50, 250 HBS-EP
Si Si hIL-17F2 1335-IL/CF 50, 250 HBS-EP + NaCl
Si Si hiL-1beta 200-1 B 50, 250 HBS-EP
Si Si hIL-62 206IL/CF 50, 250 HBS-EP
Si Si hiL232 1290-IL 50, 250 HBS-EP
Si Si hGM-CSF2 215-GM/CF 50, 250 HBS-EP
Si Si IgG (RoActemra)? ATC LO4ACO7 |50, 250 HBS-EP
Si No IgA* P80-102 50, 250 HBS-EP
Si No IL-17RA? 177-R 50, 250 HBS-EP
Si No IL-1R12 269-1R/CF 50, 250 HBS-EP
Si No fggfﬁﬁg’;‘fg&tia”‘sms PRO-1644 50, 250 HBS-EP
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(continuacién)

Primera inyeccién Segunda inyeccion
Tampén para la dilucién
ZAZ3363 | ZAZ3422 |Proteina analito Cat. No. Conc. de de la muestra
(200 nM) | (200 nM) analito (nM)
Haptoglobina Humana
Si No (parece ser una cadena PRO-567 50, 250 HBS-EP
beta)®
. Alfa-1-antitripsina
Si No (SERPINA1 Humana)? PRO-529 50, 250 HBS-EP
Si No Macroglobulina a-2 10952-H08B 50, 250 HBS-EP
Humana
. Hemopexina Humana/
Si No Proteina HPX® 10870-HO8H 50, 250 HBS-EP
Si No AMBP/microglobulina alfa 16 | 13141-H08H1 50, 250 HBS-EP
Si No Microglobulina beta-2-/B2M8 | 11976-H08H 50, 250 HBS-EP
Transtiretina/ TTR/
Si No prealbumina/ proteina 12091-HO8H 50, 250 HBS-EP
PALB®
Si No holo-Transferrina” T4132 50, 250 HBS-EP
Si No IL-17RA2? 177-IR 50, 250 HBS-EP
Si No IL-1R12 269-1R/CF 50, 250 HBS-EP
Proveedores: 'Peprotech; 2R&D Systems; *Roche/Apoteket AB; “Bethyl; *ProSpec; 8Sino Biological Inc; "Sigma

Resultados

Se ensayo la especificidad de ZAZ3363 y ZAZ3422 en un instrumento Biacore investigando su interaccion con 24 o
12 proteinas analito, respectivamente. Los polipéptidos Z-ABD-Z se inyectaron sobre superficies que contenian HSA
seguido de la inyeccidn de las proteinas analito. Las Unicas interacciones detectadas para ZAZ3363 y ZAZ3422 fueron
una unién fuerte por hiL-17A y una unién mas débil por hiL-17A/F, como se esperaba y en linea con los resultados
presentados en el Ejemplo 8. Las proteinas analito también se evaluaron por su interaccion potencial con la variante
ABD PEPQ7843, pero no se detectaron interacciones. Por lo tanto, los polipéptidos Z-ABD-Z parecen ser altamente
especificos.

Ejemplo 13
Mediciones cinéticas de complejos de Z-ABD-Z, IL-17A y HSA usando KinExA®

Las limitaciones técnicas de SPR para determinar con precision los parametros cinéticos para interacciones de alta
afinidad y la mayor complejidad para determinar la afinidad entre dos objetivos diméricos por SPR justificaron el uso
de la tecnologia Ensayo de exclusion cinética (KinExA®) para analizar adicionalmente la unién de polipéptidos Z- ABD-
Z en complejo con HSA a IL-17A, asi como la unién de polipéptidos Z-ABD-Z solos o en complejo con IL-17A a HSA.
El KinEXA® mide la afinidad de union en equilibrio y la cinética entre moléculas no modificadas en fase de solucion
(Darling y Brault, 2004. Assay and Drug Dev Tech 2 (6): 647-657).

Materiales y métodos

Los polipéptidos Z-ABD-Z ZAZ3220 (SEQ ID NO: 1236), ZAZ3363 (SEQ ID NO: 1244) y ZAZ3422 (SEQ ID NO: 1247),
asi como HSA (Novozymes, cat. No. 230- 005), IL-17A humana (Peprotech, cat. No. 200-17), IL-17A humana
biotinilada (como se describe en el Ejemplo 1), anticuerpo monoclonal de ratén anti-HSA (Abcam, cat. No. 10241) y
un anticuerpo policlonal de cabra anti-Z producidos internamente se enviaron a Sapidyne Instruments Inc (Boise,
Idaho, EE. UU.), que realizé las mediciones y analisis con KinExA®.

Union de Z-ABD-Z/HSA a IL-17A: Para la determinacion de la afinidad, es decir, KD, se uso el polipéptido Z-ABD-Z
respectivo, en complejo con HSA, como compafiero de union constante (CBP) y se utilizé IL-17A como titulante. El
analisis de datos se realizé utilizando el software KinExA® Pro y aplicando un analisis de minimos cuadrados para
ajustar las soluciones 6ptimas para el Kp y la concentracion del sitio de unién activo (ABC) a una curva representativa
de una interaccién bimolecular reversible 1:1.

Para la determinacion de ks, se aplico el analisis de la curva de unién directa, usando la misma IL-17A inmovilizada
como reactivo de captura para experimentos cinéticos que para experimentos de equilibrio. La cantidad de Z-ABD-
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Z/HSA libre en la muestra se midié antes del equilibrio, produciendo puntos de datos que monitorearon la disminucion
en Z-ABD-Z/HSA libre a medida que la muestra se movia hacia el equilibrio.

Union de Z-ABD-Z y Z-ABD-Z/IL-17A a HSA: El polipéptido Z-ABD-Z ZAZ3363 se analizé adicionalmente para
determinar la unién a HSA en presencia o ausencia de IL-17A. Para la determinacion de Kp, se utilizé ZAZ3363, libre
o en complejo con IL-17A, como socio de unién constante (CBP) y HSA como titulante. El analisis de datos se realizé
utilizando el software KinExA® Pro como se describid anteriormente.

Para la determinacion de ks, se aplicé el analisis de la curva de unién directa, usando la misma HSA inmovilizada
como reactivo de captura para experimentos cinéticos que para experimentos de equilibrio. La cantidad de
ZAZ3363/IL-17A en la muestra se midié antes del equilibrio, obteniendo puntos de datos que monitorearon la
disminucion de ZAZ3363/IL-17A libre a medida que la muestra se movia hacia el equilibrio.

Resultados

En un primer conjunto de mediciones de KinExA®, se demostré que los polipéptidos Z-ADB-Z ZAZ3220, ZAZ3363 y
ZAZ3422, respectivamente, en complejo con HSA se unen a IL-17A con una afinidad excepcionalmente alta, con
valores de Kp en el intervalo subpicomolar hasta femtomolar. Los parametros cinéticos calculados cuando se asume
una union monovalente entre estos polipéptidos Z-ABD-Z y la IL-17A dimérica se muestran en la Tabla 17.

En un segundo conjunto de mediciones de KinExA®, se midi6 la interaccion entre ZAZ3363, libre o en complejo con
IL-17A, y HSA. Los parametros cinéticos calculados a partir de estos analisis se muestran en la Tabla 18. La afinidad
de ZAZ3363 por HSA no se vio afectada significativamente por la presencia de IL-17A.

Para resumir, las mediciones que utilizan la tecnologia KinExA® indicaron una afinidad excepcionalmente alta de los
polipéptidos Z-ABD-Z por IL-17A. La Kp medida de <0,33 pM es superior a las afinidades informadas para dos de los
comparadores clinicamente mas avanzados, secukinumab (Kp = 122 pM; documentos WO2006/013107 y
W02012/125680) e ixekizumab (Kp = 2 pM; documento WO2007/070750). Ademas, se demostré la union simultanea
a IL-17Ay albumina, es decir, ambas funciones de union estan intactas en la proteina de fusiéon Z-ABD-Z.

Tabla 17: Parametros cinéticos para la union de polipéptidos Z-ABD-Z a IL-17A

SE . . \
CBP o NQO kae [*] (M-'s™) kd (s) Ko [] (M)
ZAZ3220/HSA 1236  1,35x 107 [1,25x 107- 1,46 x 107 1,51 x 107 <6,5x 101 [*]

ZAZ3363/HSA 1244 4,78 x10°[5,64 x 106-4,04 x 105 = 1,55x 10 | 3,23x 103 [1,54 x 1073 - 5,54 x 10°'3]
ZAZ3422/HSA 1247 7,80x 108[6,37 x 10%- 9,56 x 106] = 6,08 x 107 | 7,85x 10"4[1,63 x 1074 - 1,73 x 10'3]

* Intervalo de confianza del 95%
** Elintervalo de confianza del 95% para Kp no se resolvio

Tabla 18: Pardmetros cinéticos para la union de un polipéptido Z-ABD-Z a HSA

CBP SEQ ka [*] (M"'s) kd (s) Ko [*] (M)
ID NO
ZAZ3363 1244 n.d. nd.  4,85x10"[3,23x 10! - 6,87 x 10-'1]

ZAZ3363/IL-17A 1244 | 1,21x10%[9,35x 10%-1,50 x 10%] | 3,56 x 10° 2,94 x 10" [1,72x 10" - 4,64 x 107"]

* Intervalo de confianza del 95%

Ejemplo 14
Caracterizacion de polipéptidos Z-ABD-Z en el ensayo de NHDF
Materiales y métodos

Bloqueo de la produccién de IL-6 inducida por IL-17A en el ensayo de NHDF: Se cultivaron células NHDF (Lonza, cat.
No. CC-2511) en medio basal de fibroblastos (Lonza, cat. No. CC-3132) que contenian factores promotores del
crecimiento (Lonza, cat.no. CC-5034). El dia antes del experimento, se sembraron 5000 células por pozo en placas
de cultivo de 96 pozos de area media (Greiner, catalogo No. 675180) en 100 uL. El dia del experimento, se prepararon
diluciones de polipéptidos Z-ABD-Z especificos de IL-17A con diferentes longitudes de enlazador entre los fracciones
Z y ABD (ZAZ3174 (SEQ ID NO: 1233), ZAZ3175 (SEQ ID NO: 1234), ZAZ3176 ( SEQ ID NO: 1235), ZAZ3220 (SEQ
ID NO: 1236), ZAZ3221 (SEQ ID NO: 1237), ZAZ3234 (SEQ ID NO: 1238), ZAZ3235 (SEQ ID NO: 1239), ZAZ3236
(SEQ ID NO: 1240) ), ZAZ3237 (SEQ ID NO: 1241), ZAZ3269 (SEQ ID NO: 1242) y ZAZ3270 (SEQ ID NO: 1243)) en
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una placa separada de 96 pozos. Los polipéptidos Z-ABD-Z se valoraron en tres etapas desde 190 nM a 0,003 nM en
medio que contenia hIL-17A 0,9 nM y HSA 8 uM. También se prepard una curva de IL-17A estandar (6,2-0,0001 nM),
asi como controles que contenian medio con IL-17A 0,9 nM o medio solo. El medio en la placa con células NHDF
cultivadas durante la noche se descart6 y se transfirieron 100 pL/pozo de la muestra a la placa de células, que se
colocé en una incubadora a 37 °C durante 18-24 h. Al dia siguiente, se cuantificé el contenido de IL-6 en los
sobrenadantes usando ELISA especifico de IL-6 como se describe en el Ejemplo 3. Polipéptidos Z-ABD-Z adicionales
(ZAZ3363 (SEQ ID NO: 1244), ZAZ3364 (SEQ ID NO: 1245), ZAZ3365 (SEQ ID NO: 1246) y ZAZ3422 (SEQ ID NO:
1247)) se analizaron en ensayos de NHDF posteriores esencialmente como se describié anteriormente, pero usando
una linea celular NHDF de ATCC (cat. No. PSC-201-012). Las capacidades de bloqueo de estos polipéptidos Z-ABD-
Z también se analizaron después de la incubacién de los polipéptidos a 40 °C durante 2 y 4 semanas.

Resultados

Se investigd la capacidad de los polipéptidos Z-ABD-Z para bloquear la produccion de IL-6 inducida por IL-17A en el
ensayo de NHDF. Primero, se observé que el formato de Z-ABD-Z aumentd la capacidad de bloqueo significativamente
en comparacion con el formato monomérico de Hiss-Z, como se muestra en la Figura 7A, en la que se muestran las
curvas inhibitorias para Hise-Z10241 y ZAZ3220 (que comprende Z10241). La forma de la curva para ZAZ3220 sugiere
que se alcanza el limite de deteccion para este ensayo de células, con un efecto de inhibicidon uno a uno del ZAZ3220,
y es probable que el polipéptido Z-ABD-Z tenga incluso un mejor efecto inhibidor que el que se puede apreciar en este
experimento. Se contempla que la potencia de ZAZ3220 aumenta hasta el limite del ensayo debido al fuerte efecto de
avidez obtenido al unirse a la IL-17A homodimérica. En segundo lugar, una comparacion de polipéptidos Z-ABD-Z con
diferentes longitudes de enlazador y que comprenden las variantes de Z Z06282 (SEQ ID NO: 1206) y Z12876 (SEQ
ID NO: 1218) revelé que la longitud del enlazador tenia un efecto menor en la capacidad de bloqueo. En la Figura 7B
se muestra un conjunto de polipéptidos Z-ABD-Z que comprenden Z06282 con diferentes longitudes de enlazador. Se
analizaron polipéptidos Z-ABD-Z adicionales, ZAZ3363, ZAZ3364, ZAZ3365 y ZAZ3422, en ensayos posteriores de
NHDF, también después de la incubacion de los polipéptidos Z-ABD-Z a 40 °C durante dos y cuatro semanas. La
capacidad inhibidora de IL-17A se mantuvo incluso después de cuatro semanas de incubacién a 40 °C. Los valores
de ICso calculados, que reflejan la capacidad de diferentes polipéptidos Z-ABD-Z para inhibir IL-17A, se resumen en
la Tabla 19. Estos valores de ICsp son mas de tres veces mas bajos que la actividad neutralizante de la produccion de
hIL-6 reportada (ICso = 2,1 + 0,1 nM) del anticuerpo monoclonal inhibidor de IL-17A secukinumab, AIN457,
(documentos W0O2006/013107 y WO2012/125680) actualmente en desarrollo clinico.

Tabla 19: Valores de ICs calculados a partir de ensayos de NHDF

Polipéptido Z-ABD-Z SEQ ID NO Incubacion a 40 °C (semanas) ICs0 (NM)
ZAZ3174 1233 n.a. 0,63
ZAZ3175 1234 n.a. 0,56
ZAZ3176 1235 n.a. 0,50
ZAZ3220 1236 n.a. 0,27
ZAZ3221 1237 n.a. 0,39
ZAZ3234 1238 n.a. 0,66
ZAZ3235 1239 n.a. 0,60
ZAZ3236 1240 n.a. 0,54
ZAZ3237 1241 n.a. 0,49
ZAZ3269 1242 n.a. 0,42
ZAZ3270 1243 n.a. 0,41
ZAZ3363 1244 0 0,38
ZAZ3363 1244 2 0,25
ZAZ3363 1244 4 0,49
ZAZ3364 1245 0 0,20
ZAZ3364 1245 2 0,40
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(continuacion)

Polipéptido Z-ABD-Z SEQ ID NO Incubacion a 40 °C (semanas) ICs0 (NM)
ZAZ3364 1245 4 0,47
ZAZ3365 1246 0 0,45
ZAZ3365 1246 2 0,34
ZAZ3365 1246 4 0,55
ZAZ3422 1247 0 0,38
ZAZ3422 1247 2 0,45
ZAZ3422 1247 4 0,42

Ejemplo 15
Neutralizacion in vivo de hlL-17A

IL-17A humana es capaz de unirse y estimular el receptor de IL-17 de ratdn, lo que conduce a la elevacion y posterior
secrecion de la quimiocina KC (CXCL1) de raton.

Materiales y métodos

Neutralizacién in vivo de hIL-17A en el modelo de ratén KC: Se realizaron experimentos de intervalo de dosis para
identificar la dosis 6ptima de IL-17A humana para la inducciéon de KC de ratdn. Estos experimentos revelaron que una
dosis de 150 pg/kg de IL-17A humana indujo un nivel adecuado de KC en el suero de raton recogido 2 h después de
la administracion de IL-17A. Se analizaron ZAZ3174 (SEQ ID NO: 1233) y ZAZ3220 (SEQ ID NO: 1236) en este
modelo en dos ocasiones diferentes. En el primer experimento, se administr6 ZAZ3174 sc a ratones en tres dosis
diferentes; 0,25, 2,5y 25 mg/kg, 9 h antes de una inyeccién subcutanea de IL-17A humana. Los ratones se sacrificaron
2 h después de la administracion de IL-17A humana y los niveles de KC se determinaron mediante ELISA usando un
kit disponible comercialmente de acuerdo con las instrucciones del fabricante (KC Quantikine; R&D Systems, cat. No.
D1700). En el segundo experimento, se administré ZAZ3220 sc a ratones a tres dosis diferentes, 0,05, 0,1, 0,4 mg/kg,
9 h antes de una inyeccion subcutanea de IL-17A humana. Los ratones se sacrificaron 2 h después de la administraciéon
de IL-17A humana y los niveles de KC se determinaron mediante ELISA como anteriormente.

Resultados

Neutralizacion in vivo de hIL-17A en el modelo de raton KC: Los polipéptidos Z-ABD-Z ensayados bloquean la
capacidad de la IL-17A humana para estimular el receptor de IL-17 de ratén, lo que conduce a la inhibicién de una
elevacion de KC de raton, de una manera dependiente de la dosis. ZAZ3174 a una dosis de 2,5 mg/kg en las
condiciones descritas, bloqueé completamente la induccién de KC, como se muestra en la Figura 8A. El segundo
experimento reveld que el polipéptido Z-ABD-Z ZAZ3220, que comprende una variante de Z madurada por afinidad,
bloqued completamente la respuesta de KC inducida por IL-17A a una dosis de 0,4 mg/kg (Figura 8B). Esto
corresponde a un efecto de bloqueo in vivo mejorado 6 veces en comparacion con ZAZ3174. Se obtuvo una inhibicion
del 72% con 0,1 mg/kg de ZAZ3220.

Ejemplo 16
Farmacocinética in vivo de polipéptidos Z-ABD-Z en ratas

Este ejemplo describe dos experimentos separados en los que se determinaron los parametros farmacocinéticos en
ratas para dos polipéptidos Z-ABD-Z diferentes después de inyecciones subcutanea (sc) y/o intravenosa (iv).

Materiales y métodos

En un primer experimento, ZAZ3220 (SEQ ID NO: 1236) formulado en PBS se administré iv (n = 3) a ratas macho
Sprague Dawley (SD) (Charles River, Alemania) a una dosis de 1,2 mg/kg correspondiente a 57 nmol/kg. Se recogieron
muestras de sangre de la vena de la cola de cada rata en los puntos de tiempo 0,08, 8, 24, 48, 72, 120, 168, 240, 336,
408 y 504 h después de la administracion.

En un segundo experimento, ZAZ3363 (SEQ ID NO: 1244) formulado en PBS se administré iv (n =5) o sc (n = 6) a
ratas macho SD a una dosis de 1,2 mg/kg correspondiente a 64 nmol/kg. Se recolectaron muestras de sangre de la
vena de la cola de cada rata en los puntos de tiempo 0, 0,08, 0,5, 1, 3, 8, 24, 72, 120, 168, 216, 264, 336, 408, 456 y
504 h después de la administracion iv o en los puntos de tiempo 0, 0,08, 0,5, 1, 3, 8, 24, 72, 120 y 168 h después de
la administracion sc.
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Se prepar6 suero a partir de las muestras de sangre y se almacend a -20 °C hasta el analisis. La cuantificacion de
ZAZ3220y ZAZ3363 en suero de ratas se realizé usando un PK-ELISA.

PK-ELISA: Se recubrieron placas de 96 pozos de media area (50 uL/pozo) con 4 ug/pozo de Ig de cabra anti-Z
(producido internamente) en tampoén de recubrimiento (Sigma, cat. No. C3041) durante la noche a 4 °C. Al dia
siguiente, las placas se bloquearon con PBS + caseina al 0,5% durante 1,5 h. Se afiadié a las placas individuales
suero de rata, diluido minimamente 10 veces en PBS-caseina + combinaciéon de suero de rata al 10% (matriz de
ensayo) y se valoré en series de dilucion doble. En una placa se incluy6 el estandar de cada polipéptido Z-ABD-Z
(titulado entre 300 ng/mL y 3 pg/mL) y en cada placa cuatro controles de cada polipéptido Z-ABD-Z diluidos a una
concentracion dentro del intervalo lineal del ensayo. El estandar y los controles se diluyeron en la matriz de ensayo.
El estandar diluido, los controles y las muestras se prepararon en placas separadas y se transfirieron a las placas de
ELISA recubiertas. Las placas se incubaron durante 1,5 h a TA seguido de 1,5 h de incubacién con una lg de conejo
anti-ABD de deteccion personalizada (4 pg/mL, CUV002) y una incubacion de 1 h con IgG de burro anti-conejo
conjugado con HRP (Jackson Immunoresearch, cat. No. 711-035-152). La reaccién se desarrollé con TMB (Thermo
Fisher) y la reaccion de desarrollo se detuvo después de 15 min con H>SO4 2 M. La absorbancia se ley6 a 450 nm en
un lector de ELISA (Victor?, Perkin Elmer). Las concentraciones de la variante de Z-ABD-Z respectiva en las muestras
se calcularon a partir de la curva estandar utilizando GraphPad Prism5 y un ajuste de curva logistico de cuatro
parametros (4-PL).

Analisis farmacocinético: El analisis farmacocinético se basé en la concentracion individual de suero de rata frente al
tiempo. La vida media terminal (T12) y la biodisponibilidad se estimaron utilizando Microsoft Excel y GraphPad Prism
y aplicando un modelo de dos compartimentos.

Resultados

Los perfiles de concentracion media en suero-tiempo de los polipéptidos Z-ABD-Z ZAZ3220 y ZAZ3363 después de
administraciones Unicas de 1,2 mg/kg a ratas SD se muestran en la Figura 9A y la Figura 9B, respectivamente, y los
parametros farmacocinéticos calculados usando un anadlisis de dos compartimentos se resumen en la Tabla 20. La
vida media (t12) estimada fue de aproximadamente 49 h tanto para ZAZ3220 como para ZAZ3363 después de
administracion iv. La t1/2 para ZAZ3363 administrado sc fue de 45 h y la biodisponibilidad se calcul6 para el 45%.

Tabla 20: Parametros farmacocinéticos medios de los polipéptidos Z-ABD-Z después de una sola administracién iv o
sc a ratas SD

Parametro farmacocinético ZAZ3220 iv ZAZ3363 iv ZAZ3363 sc

Cmax. (nmol/L) 1905 1870 330
Tmax. (h) 0,08 0,08 24

AUCq. (h*nmol/L) 46369 42757 19351
t1/2 de eliminacion (h) 49 49 45
MRT (h) 35 33 47

CL (L/h/kg) 0,003 0,003 0,003
F (%) n.a. n.a. 45

Cmax.: concentracion maxima en suero; Tmax.: Tiempo para alcanzar la concentraciéon maxima
en suero; AUCy.: Area bajo la curva concentracion-tiempo desde el tiempo cero hasta la Gltima
concentracion cuantificable; T+,2: Vida media; MRT: tiempo medio de residencia; CL: Eliminacion;
F: Porcentaje de biodisponibilidad absoluta, calculado como F = [(AUCs. media x Dosisiy)/( AUCi
media x Dosissc)] x 100

Ejemplo 17
Administracion tépica de la variante de Z en ojos de conejos

La administracion local al ojo es beneficiosa en los trastornos oftalmolégicos, por ejemplo, enfermedades de uveitis o
de ojo seco. La administracién topica permite concentraciones locales de farmaco extremadamente altas con un riesgo
minimo de efectos secundarios sistémicos. En este Ejemplo, se investigo la posibilidad de administrar topicamente
moléculas variantes de Z a los ojos en conejos. Se midi6 la concentracién de una molécula variante de Z y una IgG
de control en la camara anterior (humor acuoso), en el humor vitreo y en suero después de cuatro dosis topicas
repetidas.

Materiales y métodos
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Produccion de la variante de Z: La variante de Z 210199 (SEQ ID NO: 1217) derivada de 206282 (SEQ ID NO: 1206)
pero el AE inicial se subclono sin ninguna etiqueta pero con la adicion al terminal C de residuos de aminoacidos de
VD. La expresion se realizo esencialmente como se describe en el Ejemplo 2, y la purificacion se llevé a cabo mediante
intercambio aniénico y cromatografia de fase inversa. Se cambi6 el tampon de la muestra a PBS pH 7,2 y se eliminaron
las endotoxinas usando una columna 10 roja EndoTrap® (Hyglos).

Estudio con animales: Se administraron 48 nmol (1 gota, 50 pL) de Z10199 y ZAZ3174 (SEQ ID NO: 1233),
respectivamente, tépicamente a cada ojo de los conejos (n = 2 por molécula) en los puntos de tiempo 0, 1, 2'y 3 horas.
Se administré un anticuerpo IgG humano de control (Xolair; Novartis) de la misma manera a dos conejos diferentes.
Como control negativo, solo se administré PBS a un conejo. Después de cada administracion, los parpados se
mantuvieron cerrados durante aproximadamente 30 s para mantener la muestra en la cérnea. Después de 4 h se
recogieron humor vitreo, humor acuoso y suero. Las muestras se centrifugaron para eliminar los residuos de tejido y
los agregados y los niveles de Z10199, ZAZ3174 y anticuerpos, respectivamente, se cuantificaron mediante ELISA.

Cuantificacion por ELISA: La concentracion de Z10199 y ZAZ3174, respectivamente, en las muestras recolectadas se
analizé mediante un ELISA tipo sandwich usando una inmunoglobulina de cabra policlonal anti-proteina Z producida
internamente para captura, una inmunoglobulina de conejo policlonal anti-proteina Z producida internamente como
anticuerpo primario e IgG de cabra anti-conejo conjugada con HRP (Dako cat. No. P0448) como anticuerpo
secundario. La deteccion se realizé mediante incubacion con TMB ImmunoPure durante 15 min a TA y la reaccion se
detuvo mediante la adicion de H.SO4 2 M. Se midio6 la absorcion a 450 nm con el lector de microplacas Victor. La
concentracion de Z10199 se calcul6 a partir de una curva estandar preparada con la misma molécula y utilizando
GraphPad Prism5 y una féormula de regresion no lineal.

La concentracion de IgG en las muestras recogidas se analizé mediante un kit de ELISA para IgG (Abcam 100547) y
se realizé como lo describe el fabricante, usando una curva estandar proporcionada y el analisis por regresion no lineal
como anteriormente.

Resultados

La Figura 10 muestra que tanto Z10199 como ZAZ3174 penetraron en el ojo después de la administracion topica y
estaban presentes en el humor acuoso y vitreo a concentraciones bajas de nM. Por el contrario, el anticuerpo IgG de
control no se detectd ni en el humor acuoso ni en el vitreo. Las muestras de suero podrian considerarse negativas
tanto para la variante de Z como para IgG. Por lo tanto, las moléculas variantes de Z de la presente divulgaciéon pueden
administrarse por esta via alternativa de administracion, que no esta disponible para los anticuerpos, y puede lograrse
un efecto local que evite la exposicion sistémica.

Ejemplo 18
Analisis farmacocinético de la administracién duodenal de formulaciones de ZAZ3363 en ratas
Materiales y métodos

ftem de prueba: ZAZ3363 (SEQ ID NO: 1244) se formul6 en 1) OAF1: quenodesoxicolato de sodio 0,12 M (Sigma, cat.
No. C8261) y galato de propilo 0,12 M (Sigma, cat. No. P3130), pH 7,4; 2) OAF2: 50 mg/mL de caprato de sodio
(Sigma, cat. No. C4151); o 3) fosfato de sodio 50 mM (PBS), pH 7,0, a una concentracion de 50 mg/mL (OAF1y OAF2)
0 100 mg/mL (PBS).

Ensayo de células NHDF: La actividad de ZAZ3363 (SEQ ID NO: 1244) formulado en OAF1, OAF2 o PBS se verifico
en el ensayo de células NHDF dependientes de IL-17 descrito en el Ejemplo 14.

Administracion duodenal: Se anestesiaron ratas macho Sprague Dawley (Charles River) con isofluorano y se realizé
una pequefia incision para localizar el duodeno. Se insertd quirirgicamente un catéter permanente (R-DUOD,
AgnTho's, Suecia) en el duodeno a 20 mm de su origen en un area de vasculatura minima. El catéter se tunelizd por
via subcutanea en la espalda de los animales. La musculatura abdominal se cerré con suturas, mientras que laincision
de la piel abdominal y el sitio de exteriorizacién subescapular se cerraron con grapas de acero inoxidable para heridas.
Se dejo que los animales se recuperaran durante 5-6 dias antes de llevarlos al estudio. Se administré analgesia
postoperatoria sc antes de la cirugia (carprofeno 5 mg/kg y buprenorfina 0,05 mg/kg). El carprofeno se administré una
vez al dia también los dos dias posteriores a la cirugia. Se administraron dosis adicionales de buprenorfina cuando
fue necesario. Se administraron antibioticos (enrofloxacina 0,3 mg/mL) en el agua de bebida durante el periodo de
recuperacion (3-5 dias), asi como durante el experimento. Para enmascarar el sabor amargo de la enrofloxacina, se
afiadié un trozo de azucar a 500 mL de agua potable. Para asegurar una permeabilidad mantenida, el catéter duodenal
se lavo diariamente con agua estéril (0,2-0,5 mL).

Se administré6 ZAZ3363 directamente en el duodeno a una dosis de 5,4 pmol/kg de peso corporal formulado en OAF1

o0 OAF2 (n = 2) o araz6n de 10,8 ymol/kg formulado en PBS (n = 2) en un volumen de 0,5 mL en el punto cero del
tiempo. Se tomaron muestras de sangre bajo anestesia con isoflurano a las 1, 3, 8, 24, 72, 120 y 168 h después de la
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administracion y el suero se preparé mediante procedimientos estandar. La concentracién de ZAZ3363 en suero se
midié mediante el PK-ELISA cuantitativo descrito en el Ejemplo 16, pero titulando el estandar de ZAZ3363 entre 70 y
1 ng/mL.

Analisis farmacocinético: El analisis farmacocinético se basé en la concentracion individual en suero de rata frente al
tiempo. La vida media terminal (T12) y la biodisponibilidad se estimaron utilizando Microsoft Excel y GraphPad Prism.

Resultados

Actividad de ZAZ3363 formulado: La actividad de ZAZ3363 formulado en OAF1 y OAF2, respectivamente, se comparé
con la formulacion en PBS en el ensayo de células NHDF. La Figura 11 muestra las curvas de valoracion de OAF1 en
comparacion con ZAZ3363 formulado con PBS (Figura 11A) y OAF2 en comparacion con ZAZ3363 formulado con
PBS (Figura 11B). El experimento mostré que la actividad de ZAZ3363 en las dos formulaciones era idéntica a la de
PBS, es decir, la actividad biolégica de ZAZ3363 no se vio afectada por los diferentes excipientes.

Captacion intraduodenal de ZAZ3363: Se examino la captacion intestinal de OAF1, OAF2 y ZAZ3363 formulado con
PBS en un modelo de rata de administracion intraduodenal (id). El experimento mostré una mayor absorcion con las
formulaciones de OAF1 y OAF2 en comparacion con PBS (Figura 12). Las biodisponibilidades fueron 0,2, 0,8 y 0,0007
para OAF1, OAF2 y PBS, respectivamente, como se muestra en la Tabla 21. ZAZ3363 formulado con OAF2 mostré
la mejor absorcién, en promedio 1160 veces mejor en comparacion con la formulacion en PBS, aunque se observé
una gran variacion individual. La formulacion de ZAZ3363 en OAF1 fue en promedio 260 veces mejor que la
formulacién en PBS.

Tabla 21: Biodisponibilidad y T12 después de la administracion intraduodenal de ZAZ3363 en tres formulaciones

diferentes
Formulacion TV (h) Biodisponibilidad (%)
PBS 43 0,0007 +/- 0,0002
OAF1 43 0,2 +/- 0,02
OAF2 50 0,8 +-1,2

Ejemplo 19
Caracterizacion de complejos anti-IL-17A/anti-TNF en el ensayo de NHDF
Materiales y métodos

Produccion de complejos y anticuerpo de control: Se construyeron dos complejos diferentes dirigidos a IL-17A y TNF,
asi como un anticuerpo con afinidad por TNF. El anticuerpo denominado "Ada", que tiene las mismas secuencias de
CDR y especificidad que el anticuerpo monoclonal adalimumab disponible comercialmente, se construyé utilizando las
secuencias de cadena pesada (HC) y cadena ligera (LC) HCagda (SEQ ID NO: 1231) y LCada (SEQ ID NO: 1232). La
fraccion Z14253 de la variante de Z dirigida a IL-17A (SEQ ID NO: 1219) se fusioné genéticamente, a través de un
enlazador flexible de 15 residuos (GGGGS)3, a los extremos terminales C de HCagda 0 LCaga, dando como resultado
los complejos HCad4a-Z14253 y LCada-Z14253, respectivamente. En la Figura 13A se muestra un esquema de los
complejos construidos. La sintesis de genes, la clonacion, la produccion por expresion génica transitoria en células
CHO y la purificacion mediante cromatografia de afinidad de proteina A fue realizada por Evitria AG (Suiza).

Bloqueo de la produccion de IL-6 inducida por IL-17A en el ensayo de NHDF: El ensayo de NHDF se realizd
esencialmente como se describe en el Ejemplo 14, titulando las muestras de estudio HCa¢a-Z14253 y LCada-Z14253 y
sus comparadores en tres etapas desde 63 nM a 0,003 nM en un medio que contiene rhiL-17A 0,9 nM. Los
comparadores fueron ZAZ3363 (SEQ ID NO: 1244), el anticuerpo anti-TNF Ada, asi como una variante de Z de control
negativo Z04726 (SEQ ID NO: 1223; taq polimerasa dirigida) fusionada recombinantemente con la variante de ABD
PP013 (SEQ ID NO: 1224) a través de un enlazador de VDSS (denominado Z04726-PP013), como se describe en el
Ejemplo 2. También se prepard una curva estandar de IL-17A (6,2-0,0001 nM) asi como controles que contenian
medio con IL-17A 0,9 nM o solo medio. El contenido de IL-6 en los sobrenadantes se cuantifico usando el ELISA
especifico para IL-6 descrito en el Ejemplo 3.

Bloqueo de la produccion de IL-8 inducida por TNF o TNF/IL-17A en el ensayo de NHDF: Se cultivaron células NHDF
(Lonza, cat. No. CC-2511) en medio basal de fibroblastos (Lonza, cat. No. CC-3132) ) provisto de factores promotores
del crecimiento (Lonza, cat. No. CC-5034). El dia antes del experimento, se sembraron 5000 células por pozo en
placas de cultivo de 96 pozos de media area (Greiner, cat. No. 675180) en 100 yL. El dia del experimento, se
prepararon diluciones de HCada-Z14253 y LCada-Z14253 y los comparadores descritos anteriormente en una placa
separada de 96 pozos. Los complejos y comparadores se valoraron en tres etapas de 5 nM a 0,0007 nM en medio
que contenia TNF humano 0,1 nM (R&D Systems, cat. No. 2210-TA/CF) o una mezcla de rhiL-17A 0,05 nM y 0,1 nM.
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También se prepararon controles que contenian medio con TNF 0,1 nM o una mezcla de rhiL-17A 0,05 nM y 0,1 nM
o medio solo. El medio en la placa con las células NHDF cultivadas durante la noche se descartd y se transfirieron 100
pL/pozo de la muestra a la placa de células. La placa se coloc6 en una incubadora a 37 °C durante 18-24 h. Al dia
siguiente, se cuantifico el contenido de IL-8 en los sobrenadantes usando un ELISA especifico de IL-8.

ELISA DE IL-8: IL-8 se cuantificé mediante un kit de ELISA DuoSet (R&D Systems, cat. No. DY208). Se recubrieron
placas de media area (Costar, cat. No. 3690) con el anticuerpo de captura anti-IL-8, 4 ug/mL en PBS, 50 uL/pozo,
durante la noche a 4 °C. El dia del analisis, la placa se enjuagé dos veces con agua del grifo y luego se bloqueo con
PBS + BSA al 1% durante 2 h. IL-8 estandar (R&D Systems, cat. No. 890806), titulado en una serie de diluciéon doble
(20-0,01 ng/mL) y los sobrenadantes de la placa de ensayo de células se agregaron a la placa de ELISA recubierta
(50 pL/pozo ) y se incubd durante 1,5 h a TA. La placa se lavo 4 veces en una lavadora de ELISA automatizada y se
afiadieron 20 ng/mL (50 uL/pozo) de anticuerpo de deteccién anti-IL-8 biotinilado. Después de otra hora de incubacion,
se lavo la placa y se afiadieron por pozo 50 L de estreptavidina-HRP (Thermo Fisher, cat. No. N100) diluido 8000
veces. La placa se reveld después de una hora adicional de incubacion y lavado, con 50 puL de TMB (Thermo Fisher,
cat. No. 34021) por pozo, y la reaccién se detuvo con 50 pL de H.SO4 2 M. Las absorbancias se leyeron en un lector
de etiquetas multiples (Victor®, Perkin Elmer).

Resultados

Bloqueo de la produccion de IL-6 inducida por IL-17A en el ensayo de NHDF: Los dos complejos HCada-Z14253 y
LCada-Z14253 se estudiaron con respecto a su capacidad para bloquear la produccion de IL-6 inducida por IL-17A en
el ensayo de NHDF. Los resultados del ensayo de NHDF se presentan en la Figura 13B. Tanto HCa4a-Z14253 como
LCada-Z14253 tienen una capacidad similar para bloquear IL-17A como ZAZ3363. Como se esperaba, no se observo
inhibicion para Ada o el control negativo Z04726-PP013.

Bloqueo de la produccion de IL-8 inducida por TNF o TNF/IL-17A en el ensayo de NHDF: Los dos complejos HCaga-
214253 y LCa4a-Z14253 se estudiaron con respecto a su capacidad para bloquear la produccién de IL-8 inducida por
TNF o una mezcla de TNF/IL-17A en el ensayo de NHDF. Los resultados del ensayo de NHDF mostraron que HCaga-
214253 y LChada-Z14253 tienen perfiles inhibidores similares a los del anticuerpo anti-TNF Ada con respecto a la
capacidad de bloqueo de TNF especifica (Figura 13C). Sin embargo, HCada-Z14253 y LCada-Z14253 tenian perfiles
inhibidores superiores en comparacién con Ada y ZAZ3363 en el ensayo de combinacion, en el que se investigo el
efecto de bloqueo de TNF e IL-17 (Figura 13D).

Ejemplo 20
Farmacocinética in vivo del polipéptido Z-ABD-Z en monos

Este ejemplo describe un estudio de dosis repetidas realizado durante 10 dias en monos cynomolgus a los que se les
administro el polipéptido Z-ABD-Z ZAZ3363. Los resultados se utilizaron para estimar la vida media de ZAZ3363 en
cynomolgus.

Materiales y métodos

Se administré ZAZ3363 (SEQ ID NO: 1244) a 20 mg/kg (n = 2; 1 macho y 1 hembra) y 40 mg/kg (n = 4; 2 machos y 2
hembras) como una infusién iv corta en los dias 1, 4, 7 y 10. Se recogieron muestras de plasma para la determinacién
de la concentracion de ZAZ3363 en relacion con la primera dosis el dia 1 (en los puntos de tiempo 0 (antes de la
dosis), 5min, 0,5, 1, 2, 6, 24 y 48 h después de la administracién) y la ultima dosis el dia 10 (en los puntos de tiempo
0 (antes de la dosis), 5 min, 0,5, 1, 2, 6, 24, 48 h, 5, 7, 10, 12, 14 y 21 dias después de la administracién). La
cuantificacion de ZAZ3363 en muestras de plasma se realizd mediante LC-MS/MS con base en los péptidos obtenidos
después de la digestion triptica de ZAZ3363. Los perfiles de concentracion-tiempo se evaluaron usando métodos no
compartimentales con analisis separados para el dia 1 y dia 10 y métodos compartimentales que evaltan los datos
para el dia 1y el dia 10 combinados para cada animal.

Resultados

Los perfiles de concentracion media en plasma-tiempo de ZAZ3363 después de la administracion el dia 1y el dia 10
se muestran en la Figura 14Ay la Figura 14B, respectivamente. A pesar de que ZAZ3363 no se administré como una
dosis unica con una evaluacion farmacocinética completa, los resultados disponibles después de dosis multiples
permiten predecir el perfil de concentracidon-tiempo después de dosis Unicas. Las concentraciones plasmaticas
disminuyeron en dos fases de acuerdo con un comportamiento bicompartimental. El t12 de la segunda fase estimada
a partir de este y un segundo estudio de dosis repetidas (datos no mostrados) fue de aproximadamente 4-7,5 dias, lo
que esta de acuerdo con el t12 informado para la albumina de mono (Deo et al., 1974, J Nutr 104: 858-64). No se
observaron diferencias de género significativas.

Ejemplo 21
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Administracion oral del polipéptido Z-ABD-Z en perros
Materiales y métodos

Preparacion de capsulas: Se formulé ZAZ3363 (SEQ ID NO: 1244) en OAF1 (véase el Ejemplo 18) a una concentracion
de 100 mg/mL. La formulacion se liofilizd y se cargd en capsulas de cubierta dura, posteriormente recubiertas
entéricamente (realizado por Catalent Pharma Solucions, Beinheim, Francia). Cada capsula contenia
aproximadamente 25 mg de ZAZ3363.

Estudio con animales: El estudio con animales se realiz6 en Huntingdon Life Science (Cambridgeshire, Reino Unido).
Los perros Beagle en ayunas (n = 3; individuos hembras) recibieron cada uno seis capsulas que contenian ZAZ3363
(aproximadamente 150 mg). Se tomaron muestras de suero a las 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 y 96 h después de la
administracion.

Cuantificacion: La concentracion de ZAZ3363 en muestras de suero se cuantificd usando un ELISA en sandwich PK
esencialmente como se describe en el Ejemplo 16, pero usando una IgG monoclonal anti-Z producida internamente
en la primera etapa de recubrimiento.

Resultados

En la Figura 15 se muestran las concentraciones en suero de perros individuales frente a los perfiles de tiempo de
ZAZ3363. Los resultados mostraron una absorcién intestinal de ZAZ3363 en los tres animales, pero con alguna
variacion entre los individuos. La concentracion en suero de ZAZ3363 alcanzé un maximo de 2-30 nM. Una vez en la
circulacién, los niveles en suero de ZAZ3363 permanecen estables al menos hasta 96 h, lo que se atribuye a la
interaccién con albumina de perro de la fraccion de ABD PP013 (SEQ ID NO: 1223) dentro de ZAZ3363. La capacidad
de PP013 para unirse a albumina de perro se ha demostrado previamente (documento WO2012/004384).
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido de unién a IL-17A, que comprende un motivo de unién BM a IL-17A, cuyo motivo consiste en una
secuencia de aminoacidos seleccionada entre:

i) EX2DX4AXeX7EIX10X11LPNL X16X17X18QX20X21AF1X25 X26L X28X29
en la que, independientemente uno de otro,

Xoes A;

X4 se seleccionade Dy Q;

Xe €s A;

X7esV;

Xio €s A;

X11 se seleccionade A, Dy S;
X16 se seleccionade Ny T;
Xi7esW;

X1g se selecciona de Ay D;
Xoo es W,

Xo1 se seleccionade FeY;
X5 se seleccionade Qy S;
X26 se selecciona entre Ky S;
XxesR;y

Xog €s D;

en la que la secuencia i) corresponde a la secuencia desde la posicion 8 a la posicién 36 en una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1-1216; y

ii) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 89% de identidad con la secuencia definida en i), siempre
que cualquier polipéptido de unién a IL-17A que comprenda una BM como se define en ii) sea capaz de unirse a IL-
17A de manera que el valor Kp de la interaccién es como maximo 1 x 108 M.

2. Polipéptido de union a IL-17A de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la secuencia i) corresponde a la
secuencia desde la posicion 8 a la posicién 36 en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID
NO: 1-66.

3. Polipéptido de union a IL-17A de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que la secuencia i) es la
secuencia desde la posicion 8 a la posicion 36 en la SEQ ID NO: 1.

4. Polipéptido de unién a IL-17A de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, que comprende un médulo de unién
a IL-17A, BMod, definido como:

K-[BM]-DPSQS XaXpLLX: EAKKL XgXeX:Q;

en el que

[BM] es un motivo de union a IL-17A como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 siempre que Xog
sea D;

Xa se seleccionade Ay S;

Xp se seleccionade Ny E;

X. se selecciona de A, Sy C;

Xq se seleccionade E, Ny S;

Xe se seleccionade D,Ey S;y

Xs se seleccionade Ay S.

5. Polipéptido de union a IL-17A de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que dicho médulo de union a IL-17A es la
secuencia desde la posicion 7 a la posicién 55 en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID
NO: 1-1216.

6. Polipéptido de unién a IL-17A de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, que comprende la secuencia de
aminoacidos:

YA-[BMod]-AP;

en la que [BMod] es un moédulo de unién a IL-17A como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 4-5.

7. Polipéptido de unién a IL-17A de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, que comprende la secuencia de
aminoacidos definida por:

VDAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLNDSQAPK;

en la que [BM] es un motivo de unién a IL-17A como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1-3.
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8. Polipéptido de union a IL-17A de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que dicha secuencia de aminoacidos se
selecciona de la SEQ ID NO: 1-1216.

9. Polipéptido de unién a IL-17A de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que comprende la
secuencia de aminoacidos definida por:

AEAKYAK-[BM]-DPSQSSELLSEAKKLNDSQAPK;

en la que [BM] es un motivo de unién a IL-17A como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1-3.

10. Polipéptido de union a IL-17A de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que dicha secuencia de aminoacidos se
selecciona de la SEQ ID NO: 1217-1222.

11. Polipéptido de unién a IL-17A de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, que es capaz de unirse a IL-17A
de manera que el valor Kp de la interaccion sea como maximo de 1 x 10-¢ M, tal como maximo de 1 x 1077 M, tal como
méximo de 1 x 108 M, tal como maximo de 1 x 10° M.

12. Proteina de fusién o conjugado que comprende

- una primera fracciéon que consiste en un polipéptido de unién a IL-17A de acuerdo con cualquier reivindicacion
anterior; y
- una segunda fraccién que consiste en un polipéptido que tiene una actividad biolégica deseada.

13. Complejo, que comprende al menos un polipéptido de unién a IL-17A de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-11 o al menos una proteina de fusién o conjugado de acuerdo con la reivindicacion 12, y al menos
un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo.

14. Polinucledtido que codifica un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-13.

15. Composiciéon que comprende un polipéptido de unién a IL-17A, proteina de fusién, conjugado o complejo de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-13 y al menos un excipiente o vehiculo farmacéuticamente
aceptable

16. Polipéptido, proteina de fusién, conjugado o complejo de union a IL-17A de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-13 0 una composicion de acuerdo con la reivindicaciéon 15 para uso como medicamento, agente de
diagndstico in vivo o agente de prondstico in vivo.

17. Método para determinar in vitro la presencia de IL-17A en un sujeto, comprendiendo el método las etapas de:

- poner en contacto una muestra aislada del sujeto con un polipéptido de unién a IL-17A, proteina de fusién, conjugado
o complejo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-13 o una composicion de acuerdo con la
reivindicacion 15, y

- obtener un valor correspondiente a la cantidad del polipéptido de union a IL-17A, proteina de fusién, conjugado,
complejo o composicion que se ha unido a dicha muestra.
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Figura 3
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Figura 4C
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Figura 7A-B
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Figura 9A-B
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Figura 11A-B

Produccion de IL-6
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Figura 13A-B
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Figura 13C-D
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Figura 14A-B
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