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DESCRIPCIÓN

Anticuerpos de dominio único contra TNFR1 y procedimientos de uso de los mismos

Solicitudes relacionadas

La presente solicitud es una continuación en parte de la solicitud de patente de EE.UU. Nº 10/985.847, presentada el 
10 de noviembre de 2004, que es 5

1) una continuación en parte de la solicitud internacional nº PCT/GB2004/004253, designada por EE.UU. y 
presentada el 8 de octubre de 2004; y
2) una continuación en parte de la solicitud internacional nº PCT/GB2003/005646, designada por EE.UU. y
presentada el 24 de diciembre de 2003, y reivindica prioridad sobre la solicitud del Reino Unido Nº GB 
0230202,4, presentada el 27 de diciembre de 2002 y la solicitud del Reino Unido Nº GB 0327706,8 presentada el 10
28 de noviembre de 2003, que es

una continuación en parte de la solicitud internacional nº PCT/GB2003/002804, designada por EE.UU. y 
presentada el 30 de junio de 2003 y reivindica prioridad sobre la solicitud del Reino Unido Nº GB 0230202,4, 
presentada el 27 de diciembre de 2002, que es
una continuación en parte de la solicitud internacional nº PCT/GB02/03014, designada por EE.UU. y 15
presentada el 28 de junio de 2002.

Antecedentes de la invención

El dominio de unión a antígeno de un anticuerpo comprende dos regiones separadas: un dominio variable de la 
cadena pesada (VH) y un dominio variable de la cadena ligera (VL: que pueden ser Vκ o Vλ). El propio sitio de unión a 
antígeno está formado por seis bucles polipeptídicos: tres procedentes del dominio VH (H1, H2 y H3) y tres 20
procedentes del dominio VL (L1, L2 y L3). Un diverso repertorio principal de genes V que codifican los dominios VH  y 
VL se produce mediante la reordenación combinatoria de los segmentos génicos. El gen de VH se produce mediante 
la recombinaicón de tres segmentos génicos, VH, D y JH. En seres humanos, existen aproximadamente 51 
segmentos VH funcionales (Cook y Tomlinson (1995) Immunol Today 16:  237), 25 segmentos D funcionales (Corbett 
et al. (1997) J. Mol. Biol., 268: 69), y 6 segmentos JH funcionales (Ravetch et al. (1981) Cell, 27: 583), dependiendo 25
del haplotipo. El segmento VH codifica la región de la cadena polipeptídica que forma el primer y el segundo bucles 
de unión a antígeno del dominio VH (H1 y H2), en tanto que los segmentos VH, D y JH se combinan para formar el 
tercer bucle de unión a antígeno del dominio VH (H3). El gen de VL se produce mediante la recombinación de solo 
dos segmentos génicos, VL y JL. En seres humanos, existen aproximadamente 40 segmentos VK funcionales 
(Schäble and Zachau (1993) Biol. Chem. Hoppe-Seyler, 374:  1001), 31 segmentos Vλ funcionales (Williams et al. 30
(1996) J. Mol. Biol., 264: 220; Kawasaki et al. (1997) Genome Res., 7: 250), 5 segmentos Jκ funcionales (Hieter et al. 
(1982) J. Biol. Chem., 257: 1516;4:1990172) y 4 segmentos Jλ funcionales (Vasicek and Leder (1990) J. Exp. Med., 
172: 609), dependiendo del haplotipo. El segmento VL codifica la región de la cadena polipeptídica que forma el 
primer y segundo bucles de fijación del antígeno del dominio VL (L1 y L2), en tanto que los segmentos VL y JL se 
combinan para formar el tercer bucle de fijación del antígeno del dominio VL (L3).  Se cree que los anticuerpos 35
seleccionados de este repertorio primario son suficientemente diversos para fijar casi todos los antígenos con una 
afinidad al menos moderada. Los anticuerpos de alta afinidad se producen por "maduración de afinidad" de los 
genes reordenados, donde el sistema inmunológico genera y selecciona mutaciones puntuales sobre la base de una 
union optimizada.

El análisis de las estructuras y secuencias de los anticuerpos ha demostrado que cinco de los seis bucles de unión a 40
antígenos (H1, H2, L1, L2, L3) poseen un número limitado de conformaciones de la cadena principal o estructuras 
canónicas (Chothia y Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196: 901; Chothia et al. (1989) Nature, 342: 877). Las conformaciones 
de cadena principal están determinadas por (i) la longitud del bucle de unión del antígeno, y (ii) residuos particulares, 
o tipos de residuos, en ciertas posiciones clave en el bucle de unión al antígeno y el marco del anticuerpo. El análisis 
de las longitudes de los bucles y de los residuos clave ha permitido a los inventores predecir las conformaciones de 45
la cadena principal de H1, H2, L1, L2 y L3 codificadas por la mayoría de las secuencias de los anticuerpos humanos 
(Chothia et al. (1992) J. Mol. Biol., 227: 799; Tomlinson et al. (1995) EMBO J., 14: 4628; Williams et al. (1996) J. Mol. 
Biol., 264: 220). Aunque la región H3 es mucho más diversa en términos de secuencia, longitud y estructura (debido 
al uso de segmentos D), también forma un número limitado de conformaciones de la cadena principal para 
longitudes de bucle cortas, que dependen de la longitud y la presencia de residuos, o tipos de residuo, concretos en 50
posiciones clave en el bucle y la estructura del anticuerpo (Martin y col. (1996) J. Mol. Biol., 263: 800; Shirai et al.
(1996) FEBS Letters, 399: 1.

Los anticuerpos biespecíficos que comprenden pares complementarios de las regiones VH yVL se conocen en la 
técnica. Estos anticuerpos biespecíficos deben comprender dos pares de VH y VL, de modo que cada par VH/VL se 
une a un solo antígeno o epítopo. Los procedimientos descritos implican hibridomas híbridos (Milstein & Cuello AC, 55
Nature 305:537 - 40), minibodies (Hu et al., (1996) Cancer Res 56:3055 - 3061;), diacuerpos (Holliger et al., (1993) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 6444 - 6448; WO 94/13804), anticuerpos recombinantes quelantes (cangrejosCRAbs; 
(Neri et al., (1995) J. Mol. Biol. 246, 367 - 373), biscFv (por ejemplo, Atwell et al., (1996) Mol. Immunol. 33, 1301 -
1312), los anticuerpos estabilizados como “llave en la cerradura” (Carter et al., (1997) Protein Sci. 6, 781 - 788). En 
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cada caso, cada especie de anticuerpo comprende dos sitios de unión a antígeno, cada uno formado por un par 
complementario de dominios VH y VL. Por tanto, cada anticuerpo es capaz de unirse a dos antígenos o epítopos 
diferentes al mismo tiempo, con la unión a cada antígeno o epítopo mediada por una VH y su dominio VL 

complementario. Cada una de estas técnicas presenta sus desventajas particulares; por ejemplo, en el caso de los 
hibridomas híbridos, los pares VH/VL inactivos pueden reducir en gran medida la fracción de IgG biespecífica.5
Además, la mayoría de los enfoques biespecíficos se basan en la asociación de los diferentes pares VH/VL o la 
asociación de cadenas de pares VH y VL para recrear los dos diferentes sitios de unión de VH/ VL. Por lo tanto, es 
imposible controlar la relación entre los sitios de unión a cada antígeno o epítopo en la molécula ensamblada y, por 
lo tanto, muchas de las moléculas ensambladas se unirán a un antígeno o epítopo pero no al otro. En algunos casos 
ha sido posible diseñar las cadenas pesadas o ligeras en las interfaces de las subunidades (Carter y col., 1997) con 10
el fin de mejorar el número de moléculas que tienen sitios de unión a ambos antígenos o epítopos, pero esto nunca 
da como resultado que todas las moléculas puedan unirse a ambos antígenos o epítopos.

Hay algunas pruebas de que dos especificidades de unión de anticuerpos diferentes podrían incorporarse en el 
mismo sitio de unión, pero éstas representan, generalmente, dos o más especificidades que corresponden a 
antígenos o epítopos estructuralmente relacionados o a anticuerpos que son de amplia reactividad cruzada. Por 15
ejemplo, se han descrito anticuerpos de reacción cruzada, por lo general en los que dos antígenos están 
relacionados en la secuencia y la estructura, tales como la lisozima de huevo de gallina y la lisozima de pavo 
(McCafferty et al., documento WO 92/01047) o al hapteno libre y al hapteno conjugado con el vehículo (Griffiths AD 
et al. EMBO J 1994 13:14 3245 - 60). En un ejemplo adicional, en el documento WO 02/02773 (Abbott Laboratories) 
se describen moléculas de anticuerpo con "especificidad doble". Las moléculas de anticuerpo a las que se hace 20
referencia son anticuerpos producidos o seleccionados frente a múltiples antígenos, de tal modo que su 
especificidad se extiende a más que un solo antígeno. Cada par complementario de VH/VL en los anticuerpos del  
documento WO 02/02773 especifica una sola especificidad de unión para dos o más antígenos relacionados 
estructuralmente; los dominio  VH y VL en dichos pares complementarios no poseen ninguno una especificidad 
diferente. Por tanto, los anticuerpos tienen una amplia especificidad única que abarca dos antígenos, que están 25
estructuralmente relacionados. Además, se han descrito autoanticuerpos naturales que son polirreactivos (Casali & 
Notkins, Ann. Rev. Immunol. 7, 515 - 531, que reaccionan con al menos dos (normalmente más) antígenos o 
epítopos diferentes que no están estructuralmente relacionados. También se ha mostrado que las selecciones de 
repertorios de péptidos aleatorios usando la tecnología de expresión en fagos sobre un anticuerpo monoclonal 
identificarán una gama de secuencias de péptidos que se ajustan al sitio de unión del antígeno. Algunas de las 30
secuencias están muy relacionadas, cabiendo en una secuencia de consenso, mientras que otras son muy 
diferentes y se han denominado mimotopos (Lane & Stephen, Current Opinion in Immunology, 1993, 5, 268 - 271).
Por lo tanto, está claro que un anticuerpo de cuatro cadenas naturales, que comprende los dominios VH y VL

asociados y complementarios, tiene el potencial de unirse a muchos antígenos diferentes de un gran universo de 
antígenos conocidos. Está menos claro cómo crear un sitio de unión a dos antígenos dados en el mismo anticuerpo, 35
particularmente los que no están necesariamente relacionados estructuralmente.

Se han sugerido procedimientos de ingeniería de proteínas que pueden tener relación con esto. Por ejemplo, 
también se ha propuesto que podría crearse un anticuerpo catalítico con una actividad de unión a un ion metálico a 
través de un dominio variable, y a un hapteno (sustrato) mediante contactos con el ión metálico y un dominio 
variable complementario (Barbas et al., 1993 Proc. Natl. Acad. Sci USA 90, 6385 - 6389). Sin embargo, en este 40
caso, la unión y la catálisis del sustrato (primer antígeno) se han propuesto para requerir la unión del ión metálico 
(segundo antígeno). Por lo tanto la unión al par VH/VL se refiere a un único antígeno pero de múltiples componentes.

Se han descrito procedimientos para la creación de anticuerpos biespecíficos a partir de un dominio único de la 
cadena pesada de anticuerpo de camello en el que los contactos de unión para un antígeno se crean en un dominio 
variable, y para un segundo antígeno en un segundo dominio variable. Sin embargo, los dominios variables no eran 45
complementarios. Así, un primer dominio variable de cadena pesada se selecciona contra un primer antígeno y un 
segundo dominio variable de cadena pesada contra un segundo antígeno y después ambos dominios están unidos 
en la misma cadena para dar un fragmento de anticuerpo biespecífico (Conrath et al., J. Biol. Chem. 270, 27589 -
27594). Sin embargo, los dominios únicos de cadena pesada de camello son inusuales en cuanto a que derivan de 
anticuerpos de camello naturales que no tienen cadenas ligeras, y, de hecho, los dominios únicos de cadena pesada 50
son incapaces de asociarse con las cadenas ligeras de camello para formar pares de VH y VL complementarios.

También se han descrito dominios únicos variables de cadena pesada, derivados de anticuerpos naturales que 
normalmente se asocian con cadenas ligeras (de anticuerpos monoclonales o de repertorios de dominios, véase el 
documento EP-A-0368684). Se ha demostrado que estos dominios variables de cadena pesada interaccionan 
específicamente con uno o más antígenos relacionados pero no se han combinado con otros dominios variables de 55
cadena pesada o ligera para crear un ligando con una especificidad para dos o más antígenos diferentes. Además, 
se ha demostrado que estos dominios individuales tienen una semivida in vivo muy corta. Por lo tanto, dichos 
dominios tienen un valor terapéutico limitado.

Se ha sugerido la preparación de fragmentos de anticuerpos biespecíficos mediante la unión de los dominios 
variables de cadena pesada de diferente especificidad juntos (como se ha descrito anteriormente). La desventaja de 60
este enfoque es que los dominios variables de anticuerpo aislados pueden tener una interfaz hidrófoba que 
normalmente efectúa las interacciones con la cadena ligera y está expuesta al disolvente y puede ser "pegajosa", lo 
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que permite que el dominio único se una a las superficies hidrófobas. Además, en ausencia de una cadena ligera 
pareja, la combinación de dos o más dominios variables de cadena pesada diferentes y su asociación, posiblemente 
a través de sus interfaces hidrófobas, puede impedir que se unan a uno no en ambos de los ligandos que son 
capaces de unirse en aislamiento. Por otra parte, en este caso, los dominios variables de cadena pesada no estarían 
asociados con dominios variables de cadena ligera complementarios y, por lo tanto, pueden ser menos estables y se 5
despliegan fácilmente (Worn & Pluckthun, 1998 Biochemistry 37, 13120 - 7).

Sumario de la invención

La invención es un antagonista del factor de necrosis tumoral (TNFR1) que se une al TNFR1 e inhibe la transducción 
de señal a través de TNFR1; (i) en el que dicho antagonista no innhibe la unión de TNFα to TNFR1; (ii) en el que 
dicho antagonista es un anticuepro de dominio (dAb); y (ii) en el que dicho dAb comprende una secuencia de 10
aminoácidos que es al menos un 90% homóloga a la secuencia de aminoácidos de TAR2h-205 (SEC ID N º 627 en 
la Figura 27I).

Otros antagonistas preferidos son los ligandos descritos en el presente documento que se unen a TNFR1. Los 
ligandos comprenden un anticuerpo de dominio (dAb) de la invención que tiene especificidad de unión para TNFR1 
en un formato adecuado. En algunas formas de realización, el ligando es un monómero de dAb que consiste 15
esencialmente en, o consiste en, un dAb de la invención que tiene la especificidad de unión para TNFR1. En otras 
formas de realización, el ligando es un polipéptido que comprende un dAb en un formato adecuado, tal como un 
formato de anticuerpo.

En ciertas realizaciones, el ligando es un ligando de doble especificidad que comprende un primer dAb de la 
invención que se une a TNFR1 y un segundo dAb que tiene una especificidad de unión diferente de la del primer 20
dAb. En un ejemplo, el ligando de doble especificidad comprende un primer dAb de la invención que se une a un 
primer epítopo en TNFR1 y un segundo dAb que se une a un epítopo sobre un objetivo diferente. En otra realización, 
el segundo dAb se une a un epítopo en la seroalbúmina.

El ligando o monómero de dAb de la divulgación se caracteriza por uno o más de los siguientes: 1) se disocia del 
TNFR1 humano con una constante de disociación (Kd) de 50 nM a 20 pM, y una constante de velocidad Koff de  5x10-25
1 a 1 x10-7s-1; 2) inhibe la unión del factor de necrosis tumoral alfa (TNFα) al TNFR1 con una CI50 de 500 nM a 50 
pM; 3) neutraliza el TNFR1 humano en un ensayo estándar de células L929 con una DN50 de 500 nM a 50 pM; 4) 
antagoniza la actividad del TNFR1 en un ensayo de células estándar con un ND50 de ≤ 100 nM, y a una 
concentración de ≤ 10μM, el dAb agoniza la actividad del TNFR1 en ≤ 5% en el ensayo; 5) inhibe la letalidad en el 
modelo de shock séptido inducido por LPS/D-galactosamina de ratón; 6) resiste la agregación; 7) es secretada en 30
una cantidad de al menos aproximadamente 0,5 mg / l cuando se expresa en E. coli o especies de Pichia (por 
ejemplo, P. pastoris); 8) se despliega de forma reversible; 9) tiene eficacia en un modelo de enfermedad inflamatoria 
crónica seleccionada del grupo que consiste de modelo de artritis inducida con colágeno en ratón, modelo de artritis 
ΔARE de ratón, modelo ΔARE de enfermedad inflamatoria del intestino en ratón, modelo de enfermedad inflamatoria 
del intestino inducida cn dextrano sulfato sódico en ratón, modelo de enfermedad pulmonar obstructiva crónica 35
inducida por el humo del tabaco en ratón y modelos de primates adecuados (por ejemplo, modelo de artritis inducida 
por colágeno primates); y / o 10) tiene eficacia en el tratamiento, la supresión o prevención de una enfermedad 
inflamatoria crónica.

En realizaciones particulares, el ligando o el monómero dAb de la divulgación se disocia de TNFR1 humano con una 
constante de disociación (Kd) de 50 nM a 20 pM, y una constante de velocidad Koff de 5x10-1 a 1x10-1s-1; inhibe la 40
unión del factor de necrosis tumoral alfa (TNFα) a TNFR1 con una CI50 de 500 nM a 50 pM; y neutraliza el TNFR1 
humano en un ensayo estándar de células L929 con una DN50 de 500 nM a 50 pM. En otras realizaciones 
particulares, el ligando o el monómero dAb de la divulgación se disocia de TNFR1 humano con una constante de 
disociación (Kd) de 50 nM a 20 pM, y una constante de velocidad Koff de 5x10-1 a 1x10-1s-1; inhibe la unión del factor 
de necrosis tumoral alfa (TNFα) a TNFR1 con una CI50 de 500 nM a 50 pM y tiene eficacia en un modelo de 45
enfermedad inflamatoria crónica seleccionada del grupo que consiste en modelo de artritis inducida con colágeno en 
ratón, modelo de artritis ΔARE de ratón, modelo ΔARE de enfermedad inflamatoria del intestino en ratón, modelo de 
enfermedad inflamatoria del intestino inducida con dextrano sulfato sódico en ratón, modelo de enfermedad 
pulmonar obstructiva crónica inducida por el humo del tabaco en ratón y modelos de primates adecuados (por 
ejemplo, modelo de artritis inducida por colágeno primates). En otras realizaciones particulares, el ligando o el 50
monómero dAb de la divulgación se disocia de TNFR1 humano con una constante de disociación (Kd) de 50 nM a 20 
pM, y una constante de velocidad Koff de 5x10-1 a 1x10-7s-1;  neutraliza el TNFR1 humano en un ensayo estándar de 
células L929 con una DN50 de 500 nM a 50 pM; y antagoniza la actividad del TNFR1 en un ensayo de células 
estándar con un ND50de ≤ 100 nM, y a una concentración de ≤ 10μM el dAb agoniza la actividad de la TNFR1 por ≤ 
5% en el ensayo.55

El ligando o monómero de dAb comprende una secuencia de aminoácidos que es al menos aproximadamente un 
90% homóloga a una secuencia de aminoácidos de un dAb que es TAR2h-205 (SEC ID Nº 627).

La invención se refiere a un antagonista del factor de necrosis tumoral I (TNFR1) que se une al factor de necrosis 
tumoral 1 (TNFR1) e inhibe la transducción de señal a través del TNFR1, en el que dicho antagonista no inhibe la 
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unión de TNFα a TNFR1. En algunas formas de realización, el antagonista comprende un primer monómero de 
anticuerpo de dominio (dAb) y un segundo monómero de dAb, en el que dicho primer monómero de dAb de la 
invención se une a un dominio del TNFR1 seleccionado del grupo que consiste en Dominio 1, Dominio 2, Dominio 3 
y Dominio 4, y dicho segundo monómero de dAb se une a un dominio de TNFR1 seleccionado del grupo que 
consiste en Dominio 1, Dominio 2, Dominio 3 y Dominio 4, en el que dicho antagonista no agoniza el TNFR1 cuando 5
está presente en una concentración de aproximadamente 1 µM en un ensayo de citotoxicidad con L929 estándar o 
un ensayo estándar de HeLa IL-8.

En algunas realizaciones, el monómero de dAb de la invención inhibe la reticulación o agrupamiento del TNFRi 
inducida TNFRα en la superficie de una célula.

La invención proporciona también moléculas aisladas y / o recombinantes de ácidos nucleicos que codifican los 10
ligandos de la invención y vectores que comprenden las moléculas de ácido nucleico recombinantes. También se 
proporcionan células huésped que comprenden las moléculas de ácido nucleico recombinantes de la invención y 
procedimientos para la producción de los ligandos.

La invención también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden un antagonista o ligando de la 
invención y un vehóculo farmacológicamente, fisiológica o farmacéuticamente aceptable.15

La invención también proporciona el uso de un ligando de la invención para la fabricación de un medicamento para 
tratar, suprimir o prevenir la enfermedad crónica inflamatoria, un trastorno autoinmune, enfermedad inflamatoria, la 
artritis, esclerosis múltiple, enfermedad inflamatoria del intestino, enfermedad pulmonar obstructiva crónica, 
neumonía o shock séptico.

Los dominios variables únicos o anticuerpos de dominio (dAb) que tienen especificidad de unión por TNFR1 y 20
ligandos que comprenden estos dominios variables únicos o dAb tienen varias ventajas. Por ejemplo, los dAb que 
tienen especificidad de unión por TNFR1 descritos en el presente documento son antagonistas de TNFR1. En 
consecuencia, los agentes terapéuticos que comprenden un dAb anti-TNFR1 de la invención se pueden administrar 
(por ejemplo, con fines terapéuticos, de diagnóstico o profilácticos) con riesgo sustancialmente reducido de efectos 
secundarios causados por la unión y / o antagonismo de TNFR2 (por ejemplo, inmunosupresión). Los agentes 25
terapéuticos dirigidos al TNF alfa, tales como ENBREL ® (entarecept; Immunex Corporation) son antagonistas del 
TNFR1 y ek TNFR2, y administrar estos agentes puede producir inmunosupresión y efectos secundarios 
relacionados (por ejemplo, infecciones graves). Estos efectos secundarios pueden limitar el uso de tales agentes, en 
particular para las enfermedades crónicas en las que el agente se administra durante un periodo prolongado. (Kollias 
G. y Kontoyiannis D., Cytokine Growth Factor Rev., 13(4 - 5):315 - 321 (2002).) En contraste, debido a que los 30
ligandos de la invención son antagonistas específicamente TNFR1, se pueden administrar durante períodos 
prolongados, sobre una base crónica, con un menor riesgo de efectos secundarios y proporcionan ventajas para el 
tratamiento de afecciones inflamatorias y afecciones inflamatorias crónicas (incluyendo enfermedades de larga 
duración caracterizadas por períodos de quiescencia y períodos de inflamación activa, tales como la enfermedad 
inflamatoria del intestino y la artritis).35

Breve descripción de las figuras

La figura 1 muestra la diversificación de la VH/ HSA en las posiciones H50, H52, H52a, H53, H55, H56, H58, H95, 
H96, H97, H98 (codificados por DVT o NNK, respectivamente) que están en el sitio de unión al antígeno de VH 

HSA. (SEC ID Nº 1, secuencia de nucleótidos; SEC ID N º: 2, secuencia de aminoácidos.) La secuencia de VK 

se diversifica en las posiciones L50, L53.40

La Figura 2 es un esquema que muestra la estructura del plásmido pIT1/pIT2 usado para preparar biblotecas de 
Fv de cadena sencilla (scFv) y muestra la secuencia de nucleótidos del plásmido a través de regiones de control 
de la expresión y de clonación (SEC ID Nº 3) y la secuencia de aminoácidos codificada (SEC ID Nº 4). El 
plásmido se usó para preparar

Biblioteca 1: línea germinal VK/DVT VH,45
Biblioteca 2: línea germinal VK/NNK VH,
Biblioteca 3: línea germinal VH/DVT VK, y
Biblioteca 4: línea germinal VH/NNK VK en formato de expresión en fagos / ScFv.

Estas bibliotecas se preseleccionaron según la unión a los ligandos genéricos proteína A y proteína L, de modo 
que la mayoría de los clones y las bibliotecas seleccionadas sean funcionales. Las bibliotecas se seleccionaron 50
en HSA (primera ronda) y β-gal (segunda ronda) o selección con HSA β-gal o selección en β-gal (primera ronda) 
y HSA β-gal (segunda ronda). Los ScFv solubles de estos clones de PCR se amplifican en la secuencia. Un clon 
que codifica un anticuerpo K8 específico se eligió para su procesamiento posterior.

La Figura 3 muestra una alineación de las cadenas VH (VH simulada (SEC ID Nº 5), K8 (SEC ID Nº 6), VH2 (SEC 
ID N º: 7), VH4 (SEC ID Nº 8), VHC11 (SEC ID Nº 9), VHA10sd (SEQ ID NO : 10), VHA1sd (SEC ID Nº 11), 55
VHA5sd (SEC ID Nº 12), VHC5sd (SEC ID Nº 13), VHC11sd (SEC ID Nº 14), VHC11 SD (SEC ID N º: 15)) y 
cadenas Vκ (Vk simulada (SEC ID Nº 16), K8 (SEC ID Nº 17), E5sc (SEC ID Nº 18), C3 (SEC ID Nº 19)).
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La Figura 4 muestra la caracterización de las propiedades de unión del anticuerpo K8, las propiedades de unión 
del anticuerpo K8 caracterizadas ELISA de fagos monoclonales, se encontró que el anticuerpo K8 de doble 
especificidad se unía a HSA y β-gal y se expresaba en la superficie del fago con señales absorbentes mayores 
que 1,0. No se detectó reactividad cruzada con otras proteínas.

La figura 5 muestra un ELISA de scFv soluble realizado usando concentraciones conocidas del fragmento de 5
anticuerpo K8. Una placa de 96 pocillos se recubrió con 100 microgramos de HSA, BSA y β-gal a 10 μg/ml y 100 
μg/ml de la Proteína A a una concentración de 1 μg/ml. 50 microgramos de las diluciones en serie del scFv de 
K8 se aplicó y se detectaron fragmentos de anticuerpo unidos a la proteína L-HRP. Los resultados del ELISA 
confirman la naturaleza de doble especificidad del anticuerpo K8.

La figura 6 muestra las características de unión del clon K8VK/ VH simulada nalizada usando ELISA de scFv 10
soluble. La producción de los fragmentos de scFv solubles se indujo mediante IPTG como describen Harrison et 
al, Methods Enzymol. 1996;267:83 - 109 y el sobrenadante que contiene scFv se analizó directamente. El ELISA 
de los scFv solubles se realizó como se describe en el ejemplo 1 y los scFv unidos se detectaron con Proteína L-
HRP Los resultados del ELISA revelaron que este clon todavía era capaz de unirse a β-gal, mientras que la unión 
a BSA se había anulado.15

La Figura 7 muestra la secuencia (SEC ID Nº 2 y SEC ID Nº 3) de los vectores de dominio variable 1 y 2.

La figura 8 es un mapa del vector de CH usado para la construcción de un ligando VH1 / VH2 multiespecífico.

La figura 9 es un mapa del vector de Cκ usado para la construcción de un ligando Vκ1/Nκ2 multiespecífico.

La Figura 10 muestra un ensayo del receptor de TNF que compaa TAR1-5 dímero 4, TAR1-5-19 dímero 4 TAR1-
y 5-19 monómero.20

La Figura 11 muestra un ensayo del receptor de TNF de comparación de los dímeros 1 – 6 de TAR1-5. Todos los 
dímeros se han purificado por FPLC y se muestran los resultados para las especies diméricas óptimas.

La Figura 12 muestra un ensayo del receptor de TNF de los homodímeros 5 – 19 deTAR1 en diferentes 
formatos. formato dAb-ligador-dAb con el ligador 3U, 5U o 7U ligador, formato Fab y formato ligador de bisagra 
de cisteína.25

La Figura 13 muestra la secuencia simulada de VH para la biblioteca 1 (secuencia de aminoácidos ((SEC ID N º: 
5; secuencias de nucléótidos): hebra codificante (SEC ID Nº 20), hebra no codificante (SEC ID Nº 21). La 
secuencia del marco de VH basada en la secuencia de DP47 - JH4b de la línea germinal. Se han incorporado 
posiciones en las que la asignación al azar de NNK (N = A o los nucleótidos T o C o G; K = nucleótidos G o T) en 
la biblioteca 1 y se indican en el texto subrayadas en negrita.30

La Figura 14 muestra la secuencia simulada de VH para la biblioteca 2 (secuencia de aminoácidos ((SEC ID N º: 
22; secuencias de nucléótidos): hebra codificante (SEC ID Nº 23), hebra no codificante (SEC ID Nº 24). La 
secuencia del marco de VH basada en la secuencia de DP47 - JH4b de la línea germinal. Se han incorporado 
posiciones en las que la asignación al azar de NNK (N = A o los nucleótidos T o C o G; K = nucleótidos G o T) en 
la biblioteca 2 y se indican en el texto subrayadas en negrita.35

La Figura 15 muestra la secuencia simulada de Vκ para la biblioteca 3 (secuencia de aminoácidos ((SEC ID N º: 
16; secuencias de nucléótidos): hebra codificante (SEC ID Nº 25), hebra no codificante (SEC ID Nº 26). La 
secuencia del marco de  Vκ basada en la secuencia de DPK9 - JK1 de la línea germinal. Se han incorporado 
posiciones en las que la asignación al azar de NNK (N = A o los nucleótidos T o C o G; K = nucleótidos G o T) en 
la biblioteca 3 y se indican en el texto subrayadas en negrita.40

La Figura 16 muestra secuencias de nucleótidos y de aminoácidos de los anticuerpos dAb anti MSA MSA 16 
(secuencia de nucleótidos (SEC ID Nº 27), secuencia de aminoácidos (SEC ID Nº 28) y MSA 26 (secuencia de 
nucleótidos (SEC ID Nº 29), amino secuencia de ácido (SEC ID N º: 30).

La figura 17 muestra la inhibición Biacore de MSA 16 y 26. Los dAb purificados MSA16 y MSA26 se analizaron 
mediante inhibición BIAcore para determinar la Kd. Brevemente, los dAb se analizaron para determinar la 45
concentración de dAb requerida para alcanzarr 200RU de respuesta en un chip CM5 biacore recubierto con una 
densidad elevada de MSA. Una vez que se han determinado las concentraciones requeridas de dAb, el antígeno 
MSA en un intervalo de concentraciones en torno a la Kd prevista mezcló previamente con el dAb y se incubó 
durante la noche. La unión al chip de BIAcore recubierto con MSA del dAb en cada una de las premezclas se 
midió después a un caudal elevado de 30 µl / minuto.50

La Figura 18 muestra los niveles séricos de MSA16 tras la inyección. La semivida del dAb MSA16 se determinó 
en ratones. El MSA16 se dosificó como inyecciones i.v. individuales a aprox 1,5 mg/kg en ratones CD1. La 
modelización con un modelo de 2 compartimentos mostró que MSA16 tenía una t1/2α de 0,98h, una t1/2β de 
36,5 h y una AUC de 913 h.mg/ml. MSA16 tenía una semivida considerablemente alargada en comparación con 
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HEL4 (un dAb anti-lisozima blanca de huevo de gallina) que tenía una t1/2α de 0,06 h y un t1/2β de 0,34 h.

Las figuras 19a-19c muestran un ELISA (Figura 19a) y el ensayo de los receptores TNF (Figura 19b, 19c) que 
muestra la inhibición de la unión del TNF con un fragmento de tipo Fab que comprende MSA26Ck y TAR1-5-
19CH. La adición de MSA con el fragmento de tipo Fab reduce el nivel de inhibición. Una placa de ELISA 
recubierta con 1μg/ml de TNFα  se sondó con un fragmento Fab de VκCH y Vκ Cκ de especificidad doble y y 5
también con un dAb control de unión a TNFα a una concentración calculada para dar una señal similar en el 
ELISA. Los dAb de especificidad doble y de control se usaron como sondas en la placa de ELISA en presencia y 
en ausencia de 2 mg/ml de MSA. La señal en el pocillo de doble especificidad se redujo en más del 50%, pero la 
señal en el pocillo de dAb no se redujo en absoluto (véase la figura 19a). La misma proteína de especificidad 
también se introdujo en el ensayo de los receptores con y sin MSA y la competencia por MSA también se 10
demostró (véase la Figura 19c). Esto demuestra que la unión de MSA al de especificidad doble es competitiva 
con la unión al TNFα.

La Figura 20 muestra un ensayo del receptor de TNF que muestra la inhibición de la unión a TNF con un 
heterodímero dAb de TAR1 - 5-19 y dAb MSA16 unidos por puentes disulfuro. La adición de MSA con el dímero 
reduce el nivel de inhibición de una manera dependiente de la dosis. El ensayo del receptor de TNF (Figura 19 15
(b)) se llevó a cabo en presencia de una concentración constante del heterodímero (18 nm) y una serie de 
diluciones de MSA y HAS. La presencia de HSA en un intervalo de concentraciones (hasta 2 mg / ml) no causó 
una reducción en la capacidad del dímero para inhibir el TNFTNFα. Sin embargo, la adición de MSA produjo una 
reducción dependiente de la dosis en la capacidad del dímero para inhibir TNFα  (Figura 19a). Esto demuestra 
que MSA y TNFα compiten por la unión al dímero TAR1 - 5-19, MSA16 unido por Cys. MSA y HSA solos no 20
tuvieron un efecto sobre el nivel de unión al TNF en el ensayo.

Figura 21A-21M muestra las secuencias de aminoácidos (SEC ID Nº: 31-98 y SEC ID Nº: 373-401 y 431) de 
varios dominios variables de inmunoglobulina humana que tienen especificidad de unión para el TNFR1 humano.
Las secuencias de aminoácidos presentadas son continuas sin huecos; el símbolo ~ se ha insertado en las 
secuencias para indicar las ubicaciones de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR). CDR1 25
está flanqueada por ~, CDR2 está flanqueada por ~ ~, y CDR3 está flanqueada por ~ ~ ~.

La Figura 22A-22T muestra las secuencias de nucleótidos (SEC ID Nº: 99-166 y SEC ID Nº: 402-430 y 432) de 
varios ácidos nucleicos que codifican los dominios variables de inmunoglobulina humana presentados en la 
Figura 21A-21M. Las secuencias de nucleótidos que se presentan son continuas sin huecos; el símbolo - se ha 
insertado en las secuencias para indicar la ubicación de las secuencias que codifican las CDR. Las secuencias 30
que codifican CDR1 están flanqueadas por ~, las secuencias que codifican la CDR2 están flanqueadas por ~ ~, y 
las secuencias que codifican la CDR3 están flanqueadas por ~ ~ ~.

La Figura 23A-23B muestra las secuencias de aminoácidos (SEC ID Nº: 167 - 179) de varios dominios variables 
de inmunoglobulina humana que tienen especificidad de unión para el TNFR1 de ratón. Las secuencias de 
aminoácidos presentadas son continuas sin huecos. En algunas de las secuencia, el símbolo se ha insertado 35
para indicar la ubicación de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR). CDR1 está flanqueada 
por ~, CDR2 está flanqueada por ~ ~, y CDR3 está flanqueada por ~ ~ ~.

La Figura 24A-24C muestra las secuencias de nucleótidos (SEC ID Nº: 180 - 192 y 626) de varios ácidos 
nucleicos que codifican los dominios variables de inmunoglobulina humana presentados en la Figura 23A-23B.
Las SEC ID Nº 186 y SEC ID Nº 626 codifican ambas la secuencia de aminoácidos de SEC ID Nº 173. Las 40
secuencias de la SEC ID Nº 626 que codifica CDR1 están flanqueadas por ~, las secuencias que codifican la 
CDR2 están flanqueadas por ~ ~, y las secuencias que codifican la CDR3 están flanqueadas por ~ ~ ~

La Figura 25A-25L muestra las secuencias de nucleótidos que codifican varios dominios variables de 
inmunoglobulina humana y las secuencias de aminoácidos de los dominios variables de inmunoglobulina 
humana codificada (SEC ID N º: 193-198 y 200-295).45

La Figura 26 es un gráfico que muestra que los formatos de dAb anti-TNFR1 no agonizan sustancialmente el 
TNFR1 en un ensayo de L929. Las células L929 se cultivaron en medio que contenía un intervalo de 
concentraciones del monómero dAb anti-TNFR1 (TAR2m-21-23), el monómero TAR2m 21-23 reticulado 
mediante un anticuerpo anti-myc disponible comercialmente (9E10), dAb anti-TNFR1 dAb/anti-SA de 
especificidad doble (TAR2m-21-23 3U TAR7m-16), o dAb anti-TNFR1 pegilado (TAR2m-21-23 40K PEG). En el 50
caso del monómero TAR2m-21-23 reticulado por el anticuerpo anti-myc, el dAb y el anticuerpo se mezclaron en 
una proporción de 2:1 y se pre-incubaron durante una hora a temperatura ambiente para simular los efectos de la 
reticulación inmunitaria in vivo antes del cultivo. (El monómero TAR2m-21-23 incluye un epítopo myc.). El 
monómero TAR2m-21-23 se incubó con las células L929 a una concentración de 3.000 nM. El monómero 
TAR2m-21-23 y el anticuerpo anti-Myc se incubaron a una concentración del dAb de 3.000 nM. TAR2m-21-23-55
3U TAR7m 16 se incubó con las células a concentraciones de 25 nM, 83,3 nM, 250 nM, 833 nM y 2.500 nM.
TAR2m-21 - 23 40K PEG se incubó con las células a concentraciones de 158,25 nM, 527,5 nM, 1582,5 nM, 
5.275 nM y 15.825 nM. Después de la incubación durante la noche, se evaluó la viabilidad celular. Los resultados 
revelaron que la incubación de células L929 con 10 nM, 1 nM o 0,1 nM de un anticuerpo IgG anti-TNFR1 
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comercialmente disponible que se reticula y agoniza TNFR1 (N º de catálogo AF-425-PB, R & D Systems, 
Minneapolis, MN) dio como resultado  un aumento dependiente de la dosis en las células no viables, lo que 
demuestra la sensibilidad de estas células a los agonistas de TNFR1. En contraste, la incubación con diversas 
cantidades de formatos anti-TNFR1 no antagonizó el TNFR1 y no dio lugar a un aumento del número de células 
no viables en los cultivos, incluso cuando se usó a más de 1000 veces la concentración del anticuerpo IgG anti-5
TNFR1 disponible comercialmente.

La Figura 27A-27I muestra las secuencias de aminoácidos (SEC ID Nº: 433 – 517 y 627) de varios dominios 
variables de inmunoglobulina humana que tienen especificidad de unión para el TNFR11 humano. Las 
secuencias de aminoácidos presentadas son continuas sin huecos; el símbolo ~ se ha insertado en las 
secuencias para indicar las ubicaciones de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR). CDR1 10
está flanqueada por ~, CDR2 está flanqueada por ~ ~, y CDR3 está flanqueada por ~ ~ ~.

La Figura 28A-28O muestra las secuencias de nucleótidos (SEC ID Nº: 518 - 602 y 628) de varios ácidos 
nucleicos que codifican los dominios variables de inmunoglobulina humana presentados en la Figura 27A-27H.
Las secuencias de nucleótidos presentadas son continuas sin huecos; el símbolo ~ se ha insertado en las 
secuencias para indicar la ubicación de las secuencias que codifican las CDR. Las secuencias que codifican 15
CDR1 están flanqueadas por ~, las secuencias que codifican la CDR2 están flanqueadas por ~ ~, y las 
secuencias que codifican la CDR3 están flanqueadas por ~ ~ ~.

Descripción detallada de la invención

Dentro de esta especificación se han descrito realizaciones de una manera que permite una especificación clara y 
concisa por escrito, pero está previsto y se apreciará que las realizaciones se pueden combinar de diversas formas o 20
separar sin alejarse de la invención.

Definiciones

“Complementariedad” Dos dominios de inmunoglobulina son "complementarios" cuando pertenecen a las familias de 
las estructuras que forman parejas o grupos afines o derivan de este tipo de familias y mantienen esta característica.
Por ejemplo, un dominio VH y un dominio VL de un anticuerpo son complementarios; dos dominios VH no son 25
complementarios y dos dominios VL no son complementarios. Los dominios complementarios pueden encontrarse en 
otros miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas, tales como los dominios Vα y Vβ (o γ y δ) del receptor de 
células T. En el contexto de la segunda configuración de la presente invención, los dominios no complementarios no 
se unen a una molécula diana de manera cooperativa, sino que actúan de forma independiente sobre diferentes 
epítopos objetivo que puedan estar en la misma o en diferentes moléculas. Los dominios que son artificiales, como 30
los dominios basados armazones de proteínas que no se unen a epítopos a menos que se hayan diseñado para ello, 
no son complementarios. Asimismo, dos dominios a base de (por ejemplo) un dominio de inmunoglobulina y un 
dominio de fibronectina no son complementarios.

"Inmunoglobulina". Esto se refiere a una familia de polipéptidos que conservan la característica de plegado de la 
inmunoglobulina de moléculas de anticuerpo, que contiene dos láminas β y, por lo general, un puente disulfuro 35
conservado. Los miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas están implicados en muchos aspectos de las 
interacciones celulares y no celulares in vivo, incluyendo papeles generalizados en el sistema inmunológico (por 
ejemplo, anticuerpos, moléculas receptoras de células T y similares), participación en la adhesión celular (por 
ejemplo las moléculas ICAM) y la señalización intracelular (por ejemplo, moléculas receptoras, tales como el 
receptor de PDGF). La presente invención es aplicable a todas las moléculas de la superfamilia de las 40
inmunoglobulinas que poseen dominios de unión. Preferiblemente, la presente invención se refiere a anticuerpos.

"Combinación". Los dominios variables de acuerdo con la invención se combinan para formar un grupo de dominios; 
por ejemplo, los dominios complementarios se pueden combinar, tales como los dominios VL que se combinan con  
dominios VH. Los dominios no complementarios también pueden combinarse. Los dominios se pueden combinar de 
varias formas, que implicam la unión de los dominios por medios covalentes o no covalentes.45

“Dominio”. Un dominio es una estructura proteica plegada que conserva su estructura terciaria independientemente 
del resto de la proteína. Generalmente, los dominios son responsables de las discretas propiedades funcionales de 
las proteínas y, en muchos casos, se pueden añadir, eliminar o transferir a otras proteínas sin que se pierda la 
función del resto de la proteína y/o del dominio. Por “dominio variable único de anticuerpo” se quiere decir un 
dominio polipeptídico plegado que comprende secuencias características de los dominios variables del anticuerpo.50
Por tanto, incluye dominios variables completos del anticuerpo y dominios variables modificados en los que, por 
ejemplo, uno o más bucles han sido reemplazados por secuencias que no son características de los dominios 
variables del anticuerpo, o dominios variables del anticuerpo que se han truncado o que comprenden extensiones en 
los extremos N o C, así como fragmentos plegados de los dominios variables que conservan al menos en parte la 
actividad de unión y la especificidad del dominio de longitud completa.55

"Repertorio". Una colección de diversas variantes, por ejemplo variantes de polipéptidos, que difieren en su 
secuencia primaria. Una biblioteca usada en la presente invención abarcará un repertorio de polipéptidos que 
comprenden al menos 1.000 miembros.
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“Biblioteca". El término biblioteca se refiere a una mezcla de polipéptidos o ácidos nucleicos heterogéneos. La 
biblioteca está compuesta por miembros, cada uno de los cuales tiene una secuencia única de polipéptido o de 
ácido nucleico. Hasta este punto, biblioteca es sinónimo de repertorio. Las diferencias de secuencia entre los 
miembros de la biblioteca son responsables de la diversidad presente en la biblioteca. La biblioteca puede tomar la 
forma de una mezcla sencilla de polipéptidos o ácidos nucleicos o puede estar en forma de organismos o células, 5
por ejemplo bacterias, virus, células animales o vegetales y similares, transformados con una biblioteca de ácidos 
nucleicos. Preferentemente, cada organismo o célula individual sólo contiene uno o una serie limitada de miembros 
de la biblioteca. De forma ventajosa, los ácidos nucleicos se incorporan en vectores de expresión con el fin de 
permitir la expresión de los polipéptidos codificados por los ácidos nucleicos. En un aspecto preferido, una biblioteca 
puede tomar la forma de una población de organismos huésped, en la que cada organismo contiene una o más 10
copias de un vector de expresión que contiene un único miembro de la biblioteca en forma de ácido nucleico que 
puede expresarse para producir su miembro polipeptídico correspondiente. Por tanto, la población de organismos 
huésped tiene el potencial de codificar un gran repertorio de variantes  polipeptídicas diversas genéticamente.

Un "ligando multiespecífico de conformación cerrada" describe un ligando multiespecífico como se define en el 
presente documento que comprende al menos dos dominios de unión al epítopo como se define en el presente 15
documento. El término "conformación cerrada '(ligando multiespecífico) significa que los dominios del ligando de 
unión al epítopo están dispuestos de tal forma que la unión al epítopo a través de un dominio de unión a un epítopo 
compite con la unión al epítopo a través de otro dominio de unión a epítopo. Es decir, los epítopos afines pueden 
unirse a cada dominio de unión al epítopo de forma individual, pero no al mismo tiempo. La conformación cerrada 
del ligando puede conseguirse usando procedimientos descritos en el presente documento.20

“Anticuerpo”. Un anticuerpo (p. ej,, IgG, IgM, IgA, IgD o IgE) o un fragmento (tales como Fab, F(ab')2, Fv, Fv unida 
por disulfuro, scFv, anticuerpo multiespecífico de conformación cerrada, scFv unido por disulfuro, diacuerpo) 
derivado de cualquier especie natural que produce un anticuerpo o creado por tecnología de ADN recombinante; 
aislado de suero, de células B, hibridomas, transfectomas, levaduras o bacterias).

"Ligando de doble especificidad". Un ligando comprende un primer dominio variable único de inmunoglobulina y un 25
segundo dominio variable único inmunoglobulina como se define en el presente documento, en el que las regiones 
variables son capaces de unirse a dos antígenos diferentes o dos epítopos en el mismo antígeno que normallmente 
no están unidos por una inmunoglobulina monoespecífica. Por ejemplo, los dos epítopos pueden estar en el mismo 
hapteno, pero no son el mismo epítopo o lo suficientemente adyacentes como para estar unidos por un ligando 
monoespecífico. Los ligandos de doble especificidad según la invención están compuestos por dominios variables 30
que tienen diferentes especificidades, y no contienen pares de dominios variables mutuamente complementarios que 
tienen la misma especificidad.

“Antígeno". Una molécula que está unida por un ligando según la presente invención. Típicamente, los antígenos 
están unidos por ligandos de anticuerpos y son capaces de producir una respuesta de anticuerpos in vivo. Puede ser 
un polipéptido, proteína, ácido nucleico u otra molécula. Generalmente, los ligandos de doble especificidad se 35
acuerdo con la invención se seleccionan según la especificidad objetivo contra un antígeno particular. En el caso de 
anticuerpos convencionales y fragmentos de los mismos, el sitio de unión del anticuerpo definido por los bucles 
variables (L1, L2, L3 y H1, H2, H3) es capaz de unirse al antígeno.

"Epítopo". Una unidad de estructura unida convencionalmente por una par de VH/ VL de inmunoglobulina. Los 
epítopos definen el sitio de unión mínimo para un anticuerpo y, por lo tanto, representan el objetivo de especificidad 40
de un anticuerpo. En el caso, de un anticuerpo de dominio único, un epítopo representa la unidad de estructura 
unida por un dominio variable en aislamiento.

"Ligando genérico". Un ligando que se une a todos los miembros de un repertorio. En general, no unido a través del 
sitio de unión al antígeno como se ha definido anteriormente. Ejemplos no limitativos incluyen la proteína A, la 
proteína L y la proteína G.45

“Selección" derivada mediante detecció selectiva o dervada mediante un proceso de selección darwiniana, en el que 
las interacciones de unión se realizan entre un dominio y el antígeno o epítopo o entre un anticuerpo y un antígeno o 
epítopo. Por lo tanto, un primer dominio variable se puede seleccionar según la unión a un antígeno o epítopo en 
presencia o en ausencia de un dominio variable complementario.

“Estructura marco universal”. Una es una única secuencia de estructura marco de anticuerpo correspondiente a las 50
regiones de un anticuerpo de secuencia conservada tal como define Kabat (“Sequences of Proteins of 
Immunological Interest”, US Department of Health and Human Services) o correspondiente al repertorio o estructura 
de inmunoglobulinas de la línea germinal humana definida por Chothia y Lesk, (1987) J. Mol. Biol. 196:910-917. La 
invención proporciona el uso de una única estructura marco o un conjunto de dichas estructuras marco, que se ha 
descubierto que permiten derivar prácticamente cualquier especificidad de unión a través de la variación solo en las 55
regiones hipervariabes.

"Semivida". El tiempo necesario para que la concentración en suero del ligando se reduzca un 50%, in vivo, por 
ejemplo debido a la degradación del ligando y / o el aclaramiento o secuestro del ligando por mecanismos naturales.
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Los ligandos de la invención se estabilizan in vivo y su semivida se incrementa uniéndolos a moléculas que resisten 
la degradación y/o el aclaramiento o secuestro. Normalmente, dichas moléculas son proteínas naturales que tienen 
una semivida prolongada in vivo. La semivida de un ligando se aumenta si su actividad funcional persiste, in 
vivo,durante un período de tiempo más largo que un ligando similar que no es específico para la molécula de 
semivida creciente. Por lo tanto, un ligando específico para HSA y una molécula diana se compara con el mismo 5
ligando, en el que la especificidad para HSA no está presente, que no se une a HSA, pero se une a otra molécula.
.Por ejemplo, puede unirse a un segundo epítopo en la molécula diana. Típicamente, la semivida se incrementa en 
10%, 20%, 30%, 40%, 50% o más. Son posibles aumentos en el intervalo de 2x, 3x, 4x, 5x, 10x, 20x, 30x, 40x, 50x o 
más de la semivida. Como alternativa, o además de, son posibles los aumentos en el intervalo de hasta 30x, 40x, 
50x, 60x, 70x, 80x, 90x, 100x, 150x de la semivida.10

"Inmunoensayo homogéneo". Un inmunoensayo en el que se detecta el analito sin necesidad de una etapa de 
separación de reactivos unidos y no unidos.

"Sustancialmente idéntica (o" sustancialmente homóloga ")". Una primera secuencia de aminoácidos o de 
nucleótidos que contiene un número suficiente de residuos de aminoácidos o nucleótidos idénticos o equivalentes 
(por ejemplo, con una cadena lateral similar, por ejemplo, sustituciones de aminoácidos conservados) a una 15
segunda secuencia de aminoácidos o de nucleótidos de un modo tal que la primera y la segunda secuencias de 
aminoácidos o nucleótidos tienen actividades similares. En el caso de los anticuerpos, el segundo anticuerpo tiene la 
misma especificidad de unión y tiene al menos un 50% de la afinidad del mismo,

Como se usa el presente documento, las expresiones "baja rigurosidad", "rigurosidad media," "alta rigurosidad" o 
"condiciones rigurosidad muy alta" describen las condiciones para la hibridación y lavado de ácido nucleico.20
Orientación para la realización de las reacciones de hibridación se puede encontrar en Current Protocols in 
Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6,3.1 - 6,3.6, que se incorpora en el presente documento por 
referencia en su totalidad. En dicha referencia se describen procedimientos acuosos y no acuosos y se puede utilizar 
cualquiera de ellos. Condiciones de hibridación específicas mencionadas en el presente documento son las 
siguientes: 1) condiciones de hibridación de baja rigurosidad en 6X de citrato de sodio / cloruro de sodio (SSC) a 25
aproximadamente 45 º C, seguido de dos lavados en 0,2 X SSC, 0,1% SDS, al menos a 50 ° C (la temperatura de 
los lavados puede aumentarse a 55 º C para condiciones de baja rigurosidad); (2) condiciones de hibridación de 
rigurosidad media en SSC 6X a aproximadamente 45 º C, seguido de uno o más lavados en 0,2 X SSC, 0,1% SDS a 
60 ° C; (3) condiciones de hibridación de alta rigurosidad en SSC 6X a aproximadamente 45 º C, seguido por uno o 
más lavados en 0,2 X SSC, 0,1% SDS a 65 ° C; y, preferentemente, (4) condiciones de hibridación de rigurosidad 30
muy alta son fosfato sódico 0,5 M, 7% de SDS a 65 ° C, seguido de uno o más lavados en 0,2 X SSC, 1% SDS a 65 
° C. Condiciones de rigurosidad muy alta (4) son las condiciones preferidas y las que se deben utilizar a menos que 
se especifique lo contrario.

Como se define en el presente documento, la expresión "conformación cerrada '(ligando multiespecífico) significa 
que los dominios del ligando de unión al epítopo están unidos o asociados enre sí, opcionalmente por medio de un 35
esqueleto proteico, de forma que la unión al epítopo a través del dominio de unión a un epítopo compite con la unión 
al epítopo a través de otro dominio de unión a epítopo. Es decir, los epítopos afines pueden unirse a cada dominio 
de unión al epítopo de forma individual, pero no al mismo tiempo. La conformación cerrada del ligando puede 
conseguirse usando procedimientos descritos en el presente documento.

"Conformación abierta” significa que los dominios del ligando de unión al epítopo están unidos o asociados entre sí, 40
opcionalmente por medio de un esqueleto proteico, de forma que la unión al epítopo a través del dominio de unión a 
un epítopo compite con la unión al epítopo a través de otro dominio de unión a epítopo.

Como se hace referencia en el presente documento, el término “compite” significa que la unión de un primer epítopo 
a su dominio de unión al epítopo afín se inhibe cuando un segundo epítopo se une a su dominio de unión al epítopo 
afín. Por ejemplo, la unión puede inhibirse estéricamente, por ejemplo mediante bloqueo físico de un dominio de 45
unión o mediante alteración de la estructura o ambiente de un dominio de unión de modo que se reduce su afinidad 
o avidez por un epítopo.

La expresión “dominio variable único de inmunoglobulina” hace referencia a una región variable de anticuerpo  (VH, 
VHH, VL) que se une específicamente a un antígeno o epítopo de forma independiennte de otraas regiones V o 
dominios; no obstante, como se usa la expresión en el presente documento, un dominio variable único de 50
inmunoglobulina puede estar presente en un formato (p. ej., homo o heteromultímero) con otras regiones variables o 
dominios variables en los que las otras regiones o dominios no son necesarias para la unión al antígeno a través del 
dominio variable único de inmunoglobulina (es decir, en el que el dominio variable único de inmunoglobulina se une 
al antígeno de forma independiente de los dominios variables adicionales). “Dominio variable único de 
inmunoglobulina” no solo abarca un polipéptido de dominio variable únicoo de anticuerpo aislado sino también 55
polipéptidos más grandes que comprenden uno o más monómeros de una secuencia polipeptídica de dominio 
variable único de anticuerpo. Un “anticuerpo de dominio” o “dAb" es lo mismo que un polipéptido “dominio variable 
único de inmunoglobulina" tal como el término se usa en el presente documento. Un polipéptido dominio variable 
único de inmunoglobulina, como se usa en el presente documento, se refiere a un polipéptido dominio variable único 
de inmunoglobulina de mamífero, preferentemente humano, pero también incluye dAb VHH de roedores (por ejemplo, 60
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tal como se divulga en el documento WO 00/29004, cuyo contenido se incorpora en el presente documento por 
referencia en su totalidad) o de camélido. Los dAb de camélidos son polipéptidos del dominio variable único de 
inmunoglobulina que derivan de especies, entre las que se incluyen camellos, llamas, alpacas, dromedarios y 
guanacos, y comprenden anticuerpos de cadena pesada desprovistos de forma natural de las cadenas ligeras. VHH.
Las moléculas VHH son aproximadamente diez veces más pequeñas que las moléculas de IgG y, como polipéptidos 5
individuales, son muy estables y son resistenes a condiciones de pH y temperatura extremas.

Como se usa en el presente documento, el término “antagonista del receptor 1 del factor de necrosis tumoral 
(TNFR1)” se refiere a un agente (p. ej., una molécula, un compuesto) que se une al TNFR1 y puede inhibir una (es 
decir, una o más) función del TNFR1. Por ejemplo, un antagonista del TNFR1 puede inhibir la unión de TNFα a 
TNFR1 y/o inhibir la transducción de señal mediada por el TNFR1. De acuerdo con esto, los procesos mediados por 10
el TNFR1 y las respuestas celulares (p. ej., la muerte celular inducida por TNFα en un ensayo de citotoxicIdad L929 
estándar) se pueden inhibir con un antagonista del TNFR1. Un antagonista de TNFR1 puede ser, por ejemplo, una 
molécula orgánica pequeña, producto natural, proteína, péptido o peptidomimético. Antagonistas de TNFR1 se 
pueden identificar, por ejemplo, mediante bibliotecas de detección o colecciones de moléculas, tales como, el 
Chemical Repository of the National Cancer Institute, como se describe en el presente documento o usando otros 15
procedimientos adecuados. Antagonistas preferidos de TNFR1 son anticuerpos, fragmentos de unión a antígeno de 
los anticuerpos, ligandos y monómeros dAb descritos en el presente documento.

Las secuencias similares u homólogas a las secuencias divulgadas en el presente documento son también parte de 
la invención. En algunas formas de realización, la identidad de secuencia a nivel de aminoácidos puede ser de 
aproximadamente 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o superior. Los cálculos de “homología” o 20
“identidad de secuencia” o “similitud” entre dos secuencias (los términos se usan de forma intercambiable en el 
presente documento) se realizan del siguiente modo. Las secuencias se alinean con fines de comparación óptima 
(e,g., se pueden introducir huecos en una o ambas secuencias de aminoácidos o ácidos nucleicos primero y 
segundo para la alineación óptima y las secuencias no homólogas se pueden descartar para fines comparativos). En 
una forma de realización preferida, la longitud de una secuencia de referencia alineada para fines comparativos es 25
de al menos 30 %, preferentemente de al menos 40 %, más preferentemente de al menos 50 %, incluso más 
preferentemente de al menos 60 %, y todavía más preferentemente de al menos 70 %, 80 %, 90 %, 100 % de la 
longitud de la secuencia de referencia. Después se comparan los residuos de aminoácidos o nucleótidos en las 
correspondientes posiciones de aminoácidos o posiciones de nucleótidos. Cuando una posición en la primera 
secuencia está opcuada por el mismo residuo de aminoácido o nucleótido que la posición correspondiente en la 30
segunda secuencia, las moléculas son idénticas en dicha posición (como se usa en el presente documento, 
“homología” de aminoácido o ácido nucleico es equivalente a “identidad” de aminoácido o ácido nucleico). El 
porcentaje de identidad entre dos secuencias es una función del número de posiciones idénticas compartidas por las 
secuencias, teniendo en cuenta el número de huecos, y la longitud de cada hueco, que se han de introducir para la 
alineación óptima de las dos secuencias.35

De forma ventajosa, el algoritmo BLAST (versión 2.0) se emplea para el alineamiento de secuencias, con los 
parámetros establecidos a sus valores predeterminados. El algoritmo BLAST se describe con detalle en el sitio de la 
World Wide Web ("www") del Centro Nacional de Información Biotecnológica (". Ncbi") de los Institutos Nacionales 
de Salud ("NIH") del gobierno de los EE.UU. (". gov "), en el directorio " / Blast/ ", en el archivo “blast_help.html". Los 
parámetros de búsqueda se definen del siguiente modo y se fijan ventajosamente a los parámetros definidos por 40
defecto.

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) es el algoritmo de búsqueda heurística empleada por los programas 
blastp, blastn, blastx, tblastn y tblastx; estos programas atribuyen importancia a sus conclusiones utilizando los 
procedimientos estadísticos de Karlin y Altschul, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87(6):2264 - 8 (véase el archivo 
"blast_help.html", como se ha descrito anteriormente) con unas pocas mejoras. Los programas BLAST se ajustaron 45
para la búsqueda de similitud de secuencia, por ejemplo para identificar homólogos a una secuencia de consulta.
Los programas generalmente no son útiles para la búsqueda de estilo motivo. Para una discusión de problemas 
básicos en la búsqueda de similitud de las bases de datos de secuencias, véase Altschul et al., (1994).

Los cinco programas BLAST disponibles en el sitio web del Centro Nacional de Información Biotecnológica realizan 
las siguientes tareas:50

"blastp" compara una secuencia de consulta de aminoácidos contra una base de datos de secuencias de 
proteínas;
"blastn" compara una secuencia de consulta de nucleótidos contra una base de datos de secuencias de 
nucleótidos;
"blastx" compara los seis productos de traducción conceptual de marco de una secuencia de consulta de 55
nucleótidos (ambas hebras) contra una base de datos de secuencias de proteínas;
"tblastn" compara una secuencia de consulta de nucleótidos contra una base de datos de secuencias de 
nucleótidos traducida de forma dinámica en los seis marcos de lectura (ambas hebras),
"tblastx" compara las traducciones de seis marcos de una secuencia de consulta de nucleótidos contra las 
traducciones de seis marcos de una base de datos de secuencia de nucleótidos.60
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BLAST utiliza los siguientes parámetros de búsqueda:

Visualización del HISTOGRAMA. Histograma de las puntuaciones para cada búsqueda; el valor predeterminado 
es sí. Véase el parámetro H en el Manual de BLAST).

DESCRIPCIONES Restringe el número de descripciones cortas de secuencias coincidentes con respecto al 
número especificado; el límite predeterminado es de 100 descripciones. (Véase el parámetro V en la página del 5
manual). Véase también PREVISTO y CORTE.

ALINEACIONES Restringe las secuencias de bases de datos al número especificado para el que se notifican los 
pares de segmentos de alta puntuación (HSP); el límite por defecto es 50. Si se producen más secuencias de 
bases de datos para satisfacer el umbral de significación estadística para la presentación de informes (véase 
PREVISTO y CORTE más adelante ), sólo se indican las coincidencias a las que se atribuye la mayor 10
significación estadística (Véase el parámetro B en el Manual de BLAST).

PREVISTO El umbral de significación estadística para indicar coincidencias contra secuencias de la base de 
datos; el valor por defecto es 10, de tal manera que se espera econtrar 10 coincidencias simplemente por 
casualidad, de acuerdo con el modelo estocástico de Karlin y Altschul (1990). Si la significación estadística 
atribuida a una coincidencia es mayor que el umbral PREVISTO, la coincidencia no se indicará. Umbrales 15
PREVISTOS menores son más rigurosos, lo que conduce a la notificación de menos coincidencias por 
casualidad. Los valores fraccionales son aceptables. (Véase el parámetro E en el Manual de BLAST).

CORTE Puntuación de corte para la notificación de pares de segmentos de puntuación alta. El valor por defecto 
se calcula a partir del valor PREVISTO (véase anteriormente). Los HSP se notifican para una secuencia de base 
de datos sólo si la significación estadística atribuida a ellos es por lo menos tan alta como se otorgaría a un HSP 20
solo que tenga una puntuación igual al valor de CORTE, Valores de CORTE más altos son más rigurosos, lo que 
conduce a la notificación de menos coincidencias por casualidad. (Véase el parámetro S en el Manual de 
BLAST). Normalmente, los umbrales de significación se pueden gestionar de forma más intuitiva utilizando 
PREVISTO.

Especificar MATRIZ , una matriz de puntuación alternativa para BLASTP, BLASTX, TBLASTN y TBLASTX. La 25
matriz por defecto es BLOSUM62 (Henikoff & Henikoff, 1992, Proc. Natl. Aacad. Sci. USA 89(22):10915 - 9). 
Opciones alternativas válidas incluyen: PAM40, PAM 120, PAM250 e IDENTITY. No hay matrices de puntuación 
alternativas disponibles para BLASTN; al especificar la directiva MATRIZ en peticiones BLASTN devuelve una 
respuesta de error.

HEBRA Restringe una búsqueda TBLASTN a sólo la hebra superior o inferior de las secuencias de bases de 30
datos; o restringe una búsqueda BLASTN, BLASTX o TBLASTX a sólo marcos de lectura en la hebra superior o 
inferior de la secuencia de consulta.

FILTRO Enmascara segmentos de la secuencia de consulta que tienen baja complejidad de composición, según 
lo determinado por el programa SEG de Wootton y Federhen (1993) Computers and Chemistry 17:149 – 163 o 
segmentos que consisten en repeticiones internas de baja periodicidad, tal como se determina por el programa 35
XNU de Claverie & States, 1993, Computers and Chemistry 17:191 - 201, para BLASTN, por el programa DUST 
de Tatusov y Lipman (véase el sitio web del NCBI). La filtración puede eliminar informes estadísticamente 
significativos pero biológicamente no interesantes del resultado de blast (por ejemplo, coincidencias frente a 
regiones comunes ácidas, básicas o ricas en prolina), dejando las regiones biológicamente más interesantes de 
la secuencia de consulta disponibles para la coincidencia específica contra las secuencias de bases de datos.40

La secuencia de baja complejidad encontrada por un programa de filtro se sustituye por la letra "N" en la secuencia 
de nucleótidos (por ejemplo, "N", repetida 13 veces) y la letra "X" en las secuencias de proteínas (por ejemplo, "X" 
repetida 9 veces).

El filtrado solo se aplica a la secuencia de consulta (o a sus productos de traducción), no a las secuencias de la base 
de datos. El fltrado por defecto es DUST para BLASTN, SEG para otros programas.45

No es inusual que nada en absoluto sea enmascaradpo por SEG, XNU, o ambos, cuando se aplica a las secuencias 
en SWISS-PROT, por lo que no se debe espear que el filtrado proporcione siempre un efecto. Además, en algunos 
casos, se enmascaran las secuencias en su totalidad, lo que indica que la significación estadística de las 
coincidencias indicadas contra la secuencia de consulta sin filtrar debe ser sospechosa.

NCBI-gi hace que los identificadores NCBI gi se muestren en el resultado, además del nombre de acceso y/o locus.50

Lo más oreferentemente, las comparaciones de secuencia se realizan utilizando el algoritmo de búsqueda BLAST 
simple proporcionado en la página web del NCBI descrita anteriormente, en el directorio "/ BLAST”.

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y científicos usados en la presente memoria 
descriptiva tienen el mismo significado que un experto en la técnica (p. ej., en cultivo celular, genética molecular, 
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química de ácido nucleico, técnicas de hibridación y bioquímica) entiende habitualmente. Para los procedimientos 
moleculares, genéticos y bioquímicos se usan técnicas convencionales (véase, en general, Sambrook y col., 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3ª ed. (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 
N.Y. y Ausubel y col., Short Protocols in Molecular Biology (1999) 4ª Ed, John Wiley & Sons, Inc. – que se incorporan 
en la presente memoria descriptiva por referencia) y procedimientos químicos.5

El TNFR1 es un receptor transmembrana que contiene una región extracelular que se une al ligando y un dominio 
intracelular que carece de la actividad de transducción de señal intrínseca pero que se puede asociar con las 
moléculas de transducción de señal. El complejo del TNFR1 con TNF unido contiene tres cadenas de TNFR1 y tres 
cadenas de TNF. (Banner et al., Cell, 73(3) 431445 (1993).) El ligando TNF está presente como un fragmento, que 
está unido por tres cadenas de TNFR1. (Id.) Las tres cadenas de TNFR1 están agrupadas juntas en el complejo 10
receptor-ligando y este agrupamiento es un requisito previo para la transducción de señal mediada por el TNFR1. De 
hecho, agentes multivalentes que se unen al TNFR1, tales como los anticuerpos anti-TNFR1, pueden inducir 
agrupación de TNFR1 y transducción de la señal en ausencia de TNF y normalmente se usan como agonistas del 
TNFR1. (Véase, p.ej., Belka et al., EMBO, 14(6):11561165 (1995); Mandik-Nayak et al., J. Immunol, 167:19201928 
(2001).) De acuerdo con esto, los agentes multivalentes que se unen al TNFR1 no suelen ser antagonistas eficaces 15
del TNFR1 aunque bloqueen la unión de TNFα a TNFR1.

La región extracelular del TNFR1 comprende un segmento amino-terminal de trece aminoácidos (aminoácidos 113 
de la SEC ID Nº 603 (humana); aminoácidos 113 de la SEC ID Nº 604 (de ratón)), el dominio 1 (aminoácidos 1453 
de la SEC ID Nº 603 (humana); aminoácidos 1453 de la SEC ID Nº 604 (de ratón)), el dominio 2 (aminoácidos 5497 
de la SEC ID Nº 603 (humana); aminoácidos 54 - 97 de la SEC ID Nº 604 (de ratón)), el dominio 3 (aminoácidos 98 -20
138 de la SEC ID Nº 603 (humana); aminoácidos 98 - 138 de la SEC ID Nº 604 (de ratón)), y el dominio 4 
(aminoácidos 139167 de la SEC ID Nº 603 (humana); aminoácidos 139 - 167 de la SEC ID Nº 604 (de ratón)), 
seguido de una región proximal a la membrana (aminoácidos 168 - 182 de la SEC ID Nº 603 (humana); aminoácidos 
168 - 183 de la SEC ID Nº 604 (ratón)). (Véase, Banner et al., Cell 73(3) 431 - 445 (1993) y Loetscher et al., Cell 
61(2) 351 - 359 (1990).) Los dominios 2 y 3 entran en contacto con el ligando unido (TNFβ, TNFα). (Banner et al., 25
Cell, 73(3) 431445 (1993).) La región extracelular del TNFR1 también contiene una región denominada dominio de 
ensamblaje de unión pre-ligando o dominio PLAD (aminoácidos 153 de la SEC IND Nº 603 (humana); aminoácidos 1 
- 53 de la SEC ID Nº 604 (de ratón)) (Gobierno de EE.UU., documento WO 01/58953; Deng et al., Nature Medicine, 
doi: 10,1038/nm1304 (2005)).

El TNFR1 se desprende de la superficie de las células in vivo a través de un proceso que incluye la proteólisis del 30
TNFR1 en el dominio 4 o en la región proximal en la membrana (aminoácidos 168 - 182 de la SEC ID Nº 603; 
aminoácidos 168 - 183 de la SEC ID Nº 604) para producir una forma soluble del TNFR1. El TNFR1 SOLUBLE 
conserva la capacidad para unir TNFα y, de este modo, funciona como inhibidor endógeno de la actividad del TNFα.

La invención se refiere a un dAb) o ligando que se une a TNFR1 pero no compite con el TNF por la unión a TNFR1.
Dicho anticuerpo o fragmento de unión a antógeno del mismo (p. ej., dAb) o ligando proporciona ventajas como 35
agentes diagnósticos y se pueden usar para unirse y detectar, cuantificar o medir el TNFR1 en una muestra pero no 
competirán con el TNF en la muestra por la unión a TNFR1. De acuerdo con esto se puede realizar una 
determinación precisa de si hay presente TNFR1 en la muestra o cuánto TNFR1 hay en la muestra.

El anticuerpo de dominio de la invención también se podría utilizar en un kit de diagnóstico para determinar si hay 
TNFR1 presente en una muestra o cuánto TNFR1 hay presente en una muestra, que comprende un dAb o ligando 40
que se une TNFR1 pero no compite con el TNF por la unión a TNFR1 e instrucciones de uso (por ejemplo, para 
determinar la presencia y / o cantidad de TNFR1 en la muestra). El kit puede comprender además uno o más 
reactivos auxiliares, tales como un tampón adecuado o un reactivo de detección adecuado (por ejemplo, un 
anticuerpo marcado de forma detectable o fragmento de unión a antígeno del mismo que se une al dAb o ligando 
que se une al TNFR1 pero no compite con el TNF por la unión a TNFR1).45

La invención se refiere a antagonistas de la invención que son antagonistas de TNFR1 (por ejemplo, ligandos 
descritos en el presente documento) que tienen especificidad de unión para el factor de necrosis tumoral receptor 1 
(TNFR1; p55; CD120a). Preferentemente, los antagonistas de las invenciones no tienen especificidad de unión por 
el Factor de Necrosis Tumoral 2 (TNFR2) o o no antagonizan sustancialmente el TNFR2. Un antagonista de TNFR1 
no antagoniza sustancialmente el TNFR2 cuando el antagonista (1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 µM, 10 µM o 100 µM) da 50
lugar a no más de aproximadamente un 5% de inhibición de la actividad mediada por TNFR2 inducida por TNFα 
(100 pg / ml) en un ensayo de células estándar. Antagonistas particularmente preferidos dek TNFR1 son agentes 
terapéuticos eficaces para el tratamiento de enfermedades inflamatoriaas crónicas (son eficaces, tienen eficacia 
terapéutica). Por ejemplo, en algunas formas de realización, el antagonista de TNFR1 es eficaz en un modelo de 
enfermedad inflamatoria crónica, tal como el modelo de artritis inducida por colágeno en ratón, modelo ΔARE de 55
artritis en ratón, modelo de enfermedad inflamatoria del intestino inducida por dextrano sulfato sódico en ratón, 
modelo ΔARE de enfermedad intestinal inflamatoria en ratón, modelo de enfermedad pulmonar obstructiva crónica 
inducida por humo de tabaco o un modelo en primates adecuado (por ejemplo, artritis inducida por colágeno en 
primates).

Los antagonistas del TNFR1 pueden ser monovalentes o multivalentes. En algunas formas de realización, el 60
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antagonista es monovalente y contiene un sitio de unión que interacciona con TNFR1. Los antagonistas 
monovalentes se unen a un TNFR1 y no inducen reticulación ni agrupación de TNFR1 sobre la superficie de las 
células que puede conducir a la activación del receptor y la transducción de la señal.

En otras formas de realización, el antagonista de TNFR1 es multivalente. Los antagonistas multivalentes de TNFR1 
pueden contener dos o más copias de un sitio de unión particular para TNFR1 o contener dos o más sitios de unión5
diferentes que se unen TNFR1. Por ejemplo, como se ha descrito en la presente memoria descriptiva, el antagonista 
de TNFR1 puede ser un dímero, trímero o multímero, que comprende dos o más copias de un dAb concreto que se 
une a TNFR1, o dos o más dAb diferentes que se unen a TNFR1. Preferentemente, un antagonista multivalente de 
TNFR1 no tiene agonismo sustancial con TNFR1 (actúa como agonista de TNFR1) en un ensayo celular estándar 
(es decir, cuando está presente a una concentración de 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 µM, 10 µM, 100 µM, 1000 µM o 10
5.000 µM, tiene como resultado en no más de aproximadamente 5% de la actividad mediada por TNFR1 inducida 
por TNFα (100 pg/ml) en el ensayo).

En ciertas formas de realización, el antagonista multivalente de TNFR1 contiene dos o más sitios de unión para un 
epítopo o dominio deseado de TNFR1.

En ciertas formas de realización, el antagonista multivalente de TNFR1 contiene dos o más sitios de unión que se 15
unen a epítopos o dominios diferentes de TNFR1. En un ejemplo, el antagonista multivalente de TNFR1 puede 
comprender sitios de unión que se unen a dos o más epítopos o dominios deseados de TNFR1. Por ejemplo, los 
antagonistas multivalentes de TNFR1 pueden comprender sitios de unión para los dominios 1 y 4 de TNFR1.
Preferentemente, dichos antagonistas multivalentes de TNFR1 no tienen agonismo con TNFR1 cuando están 
presentes a una concentración de 1 nM, o de aproximadamente 10 nM, o de aproximadamente 100 nM, o de 20
aproximadamente 1 µM, o de aproximadamente 10 μM,  en un ensayo estándar de citotoxicidad en L929 o un 
ensayo estándar con IL-8 en HeLa como se describe en el presente documento.

Los ligandos de la invención no inhiben la unión de TNFα a TNFR1. Dichos ligandos (y antagonistas) proporcionan 
ventajas como agentes diagnósticos porque pueden usarse para unirse y  detectar, cuantificar o medir TNFR1 en 
una mezcla y no competirán con el TNF en la muestra por la unión a TNFR1. De acuerdo con esto se puede realizar 25
una determinación precisa de si, o cuánto, TNFR1 hay en la muestra.

Los ligandos de la invención no inhiben la unión de TNFα a TNFR1, pero inhiben la transducción de señales 
mediada a través de TNFR1. Por ejemplo, un antagonista del TNFR1 puede inhibir la agrupación inducida por TNFα 
de TNFR1, que precede a la transducción de señales a través de TNFR1. Tales antagonistas proporcionan varias 
ventajas. Por ejemplo, en la presencia de un antagonista de este tipo, el TNFα puede unirse al TNFR1 expresado en 30
la superficie de las células y eliminarse del entorno celular, pero la transducción de señales mediada por TNFR1 no 
se activará. Por tanto, la producción inducida por la señal de TNFR1 de TNFα  adicional y otros mediadores de la 
inflamación se inhibirá. Del mismo modo, los antagonistas de TNFR1 que se unen a TNFR1 e inhiben la 
transducción de señales mediada a través de TNFR1, pero no inhiben la unión del TNFα a TNFR1, no inhibirán la 
actividad de unión a TNFα y de inhibición de TNFR1 soluble producido endógenamente. De acuerdo con lo anterior, 35
la administración de dicho antagonista a un mamífero que lo necesite puede complementar las vías de regulación 
endógenas que inhiben la actividad del TNF-alfa y la actividad del TNFR1 in vivo. Los ligandos de la invención (i) se 
unen a TNFR1, (ii) no antagonizan la activación de la transducción de señales mediada por TNFR1 y (iii) no inhiben 
la unión del TNFα a TNFR1. Dicho ligando se une al TNFR1 soluble y no impiden que el receptor soluble se una al 
TNFα y, por lo tanto, la administración de dicho antagonista a un mamífero que lo necesite puede complementar las 40
vías de regulación endógenas que inhiben la actividad del TNFα in vivo mediante el aumento de la semivida del 
receptor soluble en el suero. Estas ventajas son particularmente relevantes para los ligandos que se han formateado 
de modo que tengan un tamaño hidrodinámico más grande mediante, por ejemplo, unión de un grupo PEG, 
seroalbúmina, transferrina , receptor de transferrina o al menos la porción del mismo de unión a transferrina, una 
región Fc del anticuerpo, o mediante conjugación a un dominio de anticuerpo. Por ejemplo, un agente (por ejemplo, 45
polipéptido) que i) se unen a TNFR1, (ii) no antagoniza la activación de la transducción de señales mediada por 
TNFR1, y (iii) no inhibe la unión de TNFα a TNFR1, tal como un monómero dAb, puede formatearse como un 
fragmento de un anticuerpo de unión al antígeno más grande o como y el anticuerpo (por ejemplo, con el formato de 
Fab, Fab', F(ab)2, F(ab')2, IgG, scFv). El tamaño hidrodinámico de un ligando y su semivida en suero también puede 
incrementarse mediante conjugación o unión de un agente de unión a TNFR1 (p. ej., anticuerpo o fragmento de 50
anticuerpo) que se une a un antígeno o epítopo que aumenta la semivida in vivo, tal como se describe en el presente 
documento (véase el Anexo 1). Por ejemplo, el agente de unión a TNFR1 (por ejemplo, polipéptido) puede 
conjugarse o unirse a un anticuerpo o fragmento de anticuerpo anti-receptor de Fc neonatal, por ejemplo, un dAb 
anti-SA o anti- receptor de Fc neonatal, Fab, Fab 'o scFv, o a un Affibody anti-SA o Affibody anti-receptor de Fc 
neonatal.55

Ejemplos de la albúmina, fragmentos de albúmina o variantes de albúmina adecuados para uso en un ligando de 
unión a TNFR1-de acuerdo con la invención se describen en el documento WO 2005/077042A2. En particular, en la 
presente invención se pueden usar las siguientes albúmina, fragmentos de albúmina o variantes de albúmina:

 SEC ID Nº 1 como se divulga en el documento WO 2005/077042A2.

E05789778
12-06-2014ES 2 471 943 T3

 



15

 Fragmento o variante de albúmina que comprende o consta de los aminoácidos 1387 de la SEQ ID NO:1 en el 
documento WO 2005/077042A2;

 Albúmina o Fragmento o variante de la misma, que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada del 
grupo constituido por: (a) los aminoácidos 54 a 61 de SEC ID Nº 1 en el documento WO 2005/077042A2; (b) los 
aminoácidos 76 a 89 de SEC ID Nº 1 en el documento WO 2005/077042A2; (c) los aminoácidos 92 a 100 de 5
SEC ID Nº 1 en el documento WO 2005/077042A2; (d) los aminoácidos 170 a 176 de SEC ID Nº 1 en el 
documento WO 2005/077042A2; (e) los aminoácidos 247 a 252 de la SEC ID Nº 1 en el documento WO 
2005/077042A2; (f) los aminoácidos 266 a 277 de SEC ID Nº 1 en el documento WO 2005/077042A2; (g) los 
aminoácidos 280 a 288 de SEC ID Nº 1 en el documento  WO 2005/077042A2; (h) los aminoácidos 362 a 368 de 
SEC ID Nº 1 en el documento WO 2005/077042A2; (i) los aminoácidos 439 a 447 de la SEC ID N º 1 en el 10
documento WO 2005/077042A2 (j) los aminoácidos 462 a 475 de la SEC ID N º en el documento WO 
2005/077042A2; (k) los aminoácidos 478 a 486 de la SEC ID N º 1 en el documento WO 2005/077042A2; (l) los 
aminoácidos 560 a 566 de la SEC ID N º 1 en el documento WO 2005/077042A2.

Ejemplos adicionales de albúmina, fragmentos y análogos adecuados para uso en un ligando de unión a TNFR1 de 
acuerdo con la invención se describen en el documento WO 03/076567A2, que se incorpora en el presente 15
documento por referencia en su totalidad. En particular, en la presente invención se puedne usar las siguientes 
albúmina, fragmentos o variantes:

 Seroalbúmina humana como se describe en el documento WO 03/076567A2, por ejemplo en la figura 3

 Seroalbúmina humana (HA) constituida por polipéptido no glicosilado de cadena sencilla de 585 aminoácidos con 
un peso molecular de 66,500 (véase Meloun, et al., FEBS Letters 58:136 (1975); Behrens, et al., Fed. Proc. 20
34:591 (1975); Lawn, et al., Nucleic Acids Research 9:61026114 (1981); Minghetti, et al., J. Biol. Chem. 261:6747 
(1986));

 Una variante o análogo o fragmento polimórfico de albúmina tal como se describe en Weitkamp, et al., Ann. Hum. 
Genet. 37:219 (1973);

 Un fragmento o variante de albúmina como se describe en el documento EP 322094, por ejemplo HA(1 - 373., 25
HA(1 - 388), HA(1 - 389), HA(1 - 369) y HA(1 - 419) y fragmentos entre 1 - 369 y 1 - 419;

 Un fragmento o variante de albúmina como se describe en el documento EP 399666, por ejemplo HA(1 - 177) y 
HA(1 - 200) y fragmentos entre HA(1-X), en el que X es cualquier número de 178 a 199.

Cuando (uno o más) restos de extensión de la semivida (p. ej., albúmina, transferrina y fragmentos y análogos de las 
mismas) se usan para formatear los ligandos de unión a TNFR1 de la invención, se pueden conjugar usando 30
cualquier procedimiento adecuado, tal como, mediante fusión directa con el resto de unión a TNFR1 (p. ej., dAb anti-
TNFR1 o fragmento de anticuerpo), por ejemplo usando una construcción de un único nucleótido que codifica una 
proteína de fusión, en la que la proteína de fusión está codificada en forma de una cadena polipeptídica sencilla con 
el resto de extensión de la semivida localizado en los extremos N o C del resto de unión a TNFR1. Como 
alternativa, la conjugación se puede conseguir usando un ligador peptídico entre los restos, por ejemplo un ligador 35
peptídico como se describe en los documentos WO 03/076567A2 o WO 2004/003019.

Algunos ligandos de la invención se unen al TNFR1 humano y al TNFR1 de ratón. Tales ligandos (por ejemplo, 
antagonistas, monómeros de dAb) proporcionan la ventaja de permitir los estudios preclínicos y clínicos utilizando el 
mismo ligando y evitan la necesidad de llevar a cabo estudios preclínicos con un ligando sustituto adecuado.

Preferentemente, el antagonista de TNFR1 es un ligando como se describe en el presente documento. Los ligandos 40
comprenden un anticuerpo de dominio (dAb) que tiene especificidad de unión por TNFR1. El ligando puede ser un 
polipéptido que consta de dicho dAb, o consta esencialmente de dicho dAb. El ligando puede ser también un 
polipéptido que comprende un dAb en un formato adecuado, tal como un formato de anticuerpo (p. ej., un formato de 
tipo IgG, scFv, Fab, Fab’, F(ab’)2), o un ligando de especificidad doble que comprende un dAb que se une a TNFR1 
y un segundo dAb que se une a otra proteína, antígeno o epítopo diana (p. ej., seroalbúmina) o un ligando 45
multiespecífico como se describe en el presente documento.

Los antagonistas de TNFR1 de la divulgación, incluyendo los ligandos de acuerdo con cualquier aspecto de la 
presente invención, así como los monómeros de dAb útiles en la construcción de tales ligandos, pueden disociarse 
de manera ventajosa de su(s) objetivo(s) afín con una Kd de 300 nM a 5 pM (es decir, de 3 x 10-7 a 5 x 10-12M), 
preferentemente de 50 nM a 20 pM, o de 5 nM a 200 pM o de 1 nM a 100 pM, 1 x 10
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s-1 o menos, o 1 x 10-3 s-1o menos o 1 x 10-4 s-1o menos, o 1 x 10-5 s-1o menos, o 1 x 10-6 s-1o menos como se 
determina mediante resonancia de plasmón superficial. La constante de velocidad Kd se define como Koff/Kon.

En otras formas de realización, el antagonista de la divulgación se une a TNFR1 e inhibe una (es decir, una o más) 55
función de TNFR1 (por ejemplo, la agrupación de receptores, la señalización del receptor o la unión de TNFα a 
TNFR1) y también se une a otro miembro de la superfamilia de los receptores de TNF. Preferentemente, este tipo de 
antagonista también inhibe una función (por ejemplo, agrupación de miembros, la señalización o la unión del 
miembro a su ligando afín) del otro miembro de la superfamilia de receptores de TNF. La superfamilia de los 
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receptores de TNF es un grupo de proteínas reconocido en la técnica que incluye TNFR1 (p55, CD120a, p60, el 
miembro 1A de la superfamilia de los receptores de TNF, TNFRSF1A), TNFR2 (p75, p80, CD120b, el miembro 1B 
de la superfamilia de los receptores de TNF, TNFRSF1B), CD 18 (TNFRSF3, LTBR, TNFR2-RP, TNFR-RP, TNFCR, 
TNF-R-III), OX40 (TNFRSF4, ACT35, TXGP1L), CD40 (TNFRSF5, p50, Bp50), Fas (CD95, TNFRSF6, APO-1, 
APTI), DcR3 (TNFRSF6B), CD27 (TNFRSF7, Tp55, S152), CD30 (TNFRSF8, Ki-1, D1S166E), CD137 (TNFRSF9,4 -5
1BB, ILA), TRAILR-1 (TNFRSF10A, DR4, Apo2), TRAILR2 (TNFRSF10B, DR5, KILLER, TRICK2A, TRICKB), 
TRAILR3 (TNFRSF10C, DcR1, LIT, TRID), TRAILR4 (TNFRSF10D, DcR2, TRUNDD), RANK (TNFRSF11A), OPG 
(TNFRSF11B, OCIF, TR1), DR3 (TNFRSF12, TRAMP, WSL-1, LARD, WSL-LR, DDR3, TR3, APO-3), DR3L 
(TNFRSF12L), TAC1 (TNFRSF13B), BAFFR (TNFRSF13C), HVEM (TNFRSF14, ATAR, TR2, LIGHTR, HVEA), 
NGFR (TNFRSF16), BCMA (TNFRSF 17, BCM), AITR (TNFRSF18, GITR), TNFRSF19, FLJ14993 (TNFRSF19L, 10
RELT), DR6 (TNFRSF21), SOBa (TNFRSF22, Tnfrh2, 2810028K06Rik), mSOB (THFRSF23, Tnfrh1). En algunas 
formas de realización, el antagonista comprende un primer dAb que se une a TNFR1 e inhibe una función de TNFR1 
y un segundo dAb que se une a otro miembro de la superfamilia de receptores de TNF, tales como TNFR2 
(CD120b), OX40, CD40, Fas (CD95), TRAILR-1, TRAILR-2, TAC1, BCMA y similares como se ha indicado 
anteriormente. En algunas formas de realización, el antagonista comprende un primer dAb que se une a TNFR1 e 15
inhibe una función (por ejemplo agrupamiento receptor, señalización del receptor o unión de TNFα a TNFR1) de 
TNFR1 y también se une a otro miembro de la superfamilia de receptores de TNF, tales como TNFR2 (CD120b), 
OX40, CD40, Fas (CD95), TRAILR-1, TRAILR-2, TAC1, BCMA y similares como se ha indicado anteriormente.

Ligandos y monómeros de dAb que se unen a TNFR1

La divulgación proporciona ligandos que comprenden un monómero de dAb anti-TNFRI (por ejemplo, ligando de 20
doble especificidad que comprende dicho dAb) con un Kd de 300 nM a 5 pM (es decir 3 x 10-7 to 5 x 10-12 M),  
preferentemente de 50 nM a 20 pM, más preferentemente de 5 nM a 200 pM y lo más preferentemente de 1 nM a 
100 pM, por ejemplo 1 x 10-7M o menos, preferentemente 1 x 10-8M o menos, más preferentemente 1 x 10-9M o 
menos, de forma ventajosa 1 x 10-10 M o menos y lo más preferentemente 1 x 10-11M o menos; y / o una constante 
de velocidad Koff de 5 x 10-1s-1a 1 x 10-7s-1, preferentemente 1 x 10-2 s-1a 1 x 10-6 s-1, lo más preferentemente de 5 x 25
10-3s-1 a 1 x 10-5s-1, por ejemplo 5 x 10-1 s-1 o menos, preferentemente 1 x 10-2 s-1 o menos, de forma ventajosa 1 x 
10-3 s-1o menos, más preferentemente 1 x 10-4 s-1o menos, todavía más preferentemente 1 x 10-5 s-1o menos y lo más 
preferentemente 1 x 10-6 s-1o menos como se determina mediante resonancia de plasmón superficial.

Preferentemente, el ligando o el monómero de dAb inhibe la unión de TNF alfa al receptor 1 del TNF alfa (receptor 
p55) con una concentración inhibitoria al 50% (CI50) de 500 nM a 50 pM, preferentemente de 100 nM a 50 pM, más 30
preferentemente de 10 nM a 100 pM , ventajosamente de 1 nM a 100 pM; por ejemplo 50 nM o menos, 
preferentemente 5 nM o menos, más preferentemente 500 pM o menos, ventajosamente 200 pM o menos, y lo más 
preferentemente 100 pM o menos. Preferentemente, el objetivo del receptor 1 del TNF es TNFα humano.

Preferentemente, el ligando o dAb se une al TNFR1 humano e inhibe la unión del TNF alfa humano a TNFR1 
humano o inhibe la señalización a través del TNFR1 en respuesta a la unión del TNF alfa. Por ejemplo, en ciertas 35
realizaciones, un ligando o monómero de dAb pueden unirse a TNFR1 e inhibir la señalización mediada por TNFR1, 
pero no inhibe sustancialmente la unión de TNFα a TNFR1. En algunas realizaciones, el ligando o monómero de 
dAb de la invención inhibe la reticulación o agrupamiento del TNFRα inducida TNFR1 en la superficie de una célula.
Tales ligandos o dAb (por ejemplo, TAR2m-21-23 descrito en el presente documento) son ventajosos porque pueden 
antagonizar el TNFR1 de la superficie de la célula, pero no reducir sustancialmente la actividad inhibidora del TNFR1 40
soluble endógeno. Por ejemplo, el ligando o dAb puede unirse a TNFR1, pero inhibir la unión de TNFα a TNFR1 en 
un ensayo de unión al receptor en no más que alrededor del 10%, no más de aproximadamente el 5%, no más de 
aproximadamente el 4%, no más de aproximadamente el 3 %, no más de aproximadamente el 2%, o no más de 
aproximadamente el 1%. Además, en estas realizaciones, el ligando o dAb inhibe la reticulación de TNFR1 inducida 
por TNFα y/o la señalización mediada por  TNFR1 en un ensayo de células estándar en al menos aproximadamente 45
10%, al menos aproximadamente 20%, al menos aproximadamente 30%, al menos aproximadamente el 40%, al 
menos aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 60%, al menos aproximadamente 70%, al menos 
aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95%, o al menos 
aproximadamente 99%.

El ligando puede ser monovalente (por ejemplo, un monómero dAb) o multivalente (por ejemplo, doble especificidad, 50
multiespecífico) como se describe en el presente documento.

En otras formas de realización, el ligando de la invención es multivalente y comprende dos o más monómeros de 
dAb que se unen a TNFR1. Los ligandos  multivalentes pueden contener dos o más copias de un dAb concreto que 
se une a TNFR1 o contener dos o más dAb que se unen a TNFR1. Por ejemplo, como se ha descrito en el presente 
documento, el ligando puede ser un dímero, trímero o multímero, que comprende dos o más copias de un dAb 55
concreto que se une a TNFR1, o dos o más dAb diferentes que se unen a TNFR1. En algunos ejemplos, el ligando 
es un homodímero u homotrímero que comprende dos o tres copias de un dAb particular que se une a TNFR1, 
respectivamente. Preferentemente, un ligando multivalente de TNFR1 no tiene agonismo sustancial con TNFR1 
(actúa como agonista de TNFR1) en un ensayo celular estándar (es decir, cuando está presente a una 
concentración de 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 µM, 10 µM, 100 µM, 1000 µM o 5.000 µM, tiene como resultado en no más 60
de aproximadamente 5% de la actividad mediada por TNFR1 inducida por TNFα (100 pg/ml) en el ensayo).
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En ciertas formas de realización, el ligando multivalente contiene dos o más dAb que se unen al epítopo o dominio 
deseado de TNFR1.

En otras formas de realización, el ligando multivalente contiene dos o más dAb que se unen a diferentes epítopos o 
dominios de TNFR1.

Otros ligandos o monómeros de dAb no inhiben la unión de TNFα a TNFR1. Dichos antagonistas proporcionan 5
ventajas como agentes diagnósticos porque pueden usarse para unirse y  detectar, cuantificar o medir TNFR1 en 
una mezcla y no competirán con el TNF en la muestra por la unión a TNFR1. De acuerdo con esto se puede realizar 
una determinación precisa de si, o cuánto, TNFR1 hay en la muestra.

Algunos ligandos y monómeros de dAb no inhiben la unión de TNFα a TNFR1, pero inhiben la transducción de 
señales mediada a través de TNFR1. Por ejemplo, un ligando o monómero de dAb puede inhibir la agrupación 10
inducida por TNFα de TNFR1, que precede a la transducción de señales a través de TNFR1. Tales ligandos o 
monómeros de dAb proporcionan varias ventajas, como se discute en el presente documento con respecto a los 
antagonistas que tienen estas propiedades. En realizaciones particulares, el ligando o el monómero de dAb de este 
tipo se une al dominio 1 del TNFR1 o al dominio 4 del TNFR1. En ciertas realizaciones, el ligando es un monómero 
de dAb que se une al dominio 4 del TNFR1.15

Preferentemente, el ligando o el monómero de dAb neutraliza (inhibe la actividad de) el TNFα o el TNFR1 en un 
ensayo estándar (p. ej., los ensayos con HeLa estándar o con L929 estándar descritos en el presente documento) 
con una dosis neutralizante 50 (DN50) de 500 nM a 50 pM, preferentemente de 100 nM a 50 pM, más 
preferentemente de 10 nM a 100 pM , ventajosamente de 1 nM a 100 pM; por ejemplo 50 nM o menos, 
preferentemente 5 nM o menos, más preferentemente 500 pM o menos, ventajosamente 200 pM o menos, y lo más 20
preferentemente 100 pM o menos.

En ciertas realizaciones, el ligando o monómero DE dAb se une específicamente al freceptor 1 del factor de necrosis 
tumoral humano (TNFR1; P55) y se disocia del TNFR1 humano con una constante de disociación (Kd) de 50 nM a 20 
pM, y una constante de velocidad Koff de 5x10-1s-1 a 1x10-7s-1, como se determina mediante resonancia de plasmón 
superficial.25

En otras formas de realización, el ligando o el monómero de dAb se une específicamente TNFR1 con una Kd descrita 
en el presente documento e inhibe la letalidad en un modelo de shock séptico inducido por LPS/D-galactosamina de 
ratón estándar (es decir, impide o reduce la letalidad en al menos aproximadamente 10%, en comparación con un 
control adecuado). Preferentemente, el monómero de dAb inhibe la letalidad en al menos aproximadamente un 25%, 
o en al menos aproximadamente un 50%, en comparación con un control adecuado en un modelo de shock séptico 30
inducido por LPS/D-galactosamina de ratón estándar cuando se administra a aproximadamente 5 mg / kg o más 
preferentemente de aproximadamente 1 mg / kg.

En otras formas de realización, el el ligando o monómero de dAb se une a TNFR1 y antagoniza la actividad del 
TNFR1 en un ensayo celular estándar con una DN50 de ≤ 100 nM, y a una concentración de ≤ 10μM, el dAb agoniza 
la actividad del TNFFR1 en ≤ 5 % en el ensayo.35

En realizaciones particulares, el ligando o monómero de dAb no agonizan sustancialmente el TNFR1 (actúa como 
agonista de TNFR1) en un ensayo celular estándar (es decir, cuando está presente a una concentración de 1 nM, 10 
nM, 100 nM, 1 µM, 10 µM, 100 µM, 1000 µM o 5.000 µM, tiene como resultado en no más de aproximadamente 5% 
de la actividad mediada por TNFR1 inducida por TNFα (100 pg/ml) en el ensayo).

En ciertas realizaciones, el ligando o monómero de dAb es sustancialmente resistente a la agregación. Por ejemplo, 40
en algunas realizaciones, menos de aproximadamente 10%, menos de aproximadamente el 9%, menos de 
aproximadamente 8%, menos de aproximadamente 7%, menos de aproximadamente 6%, menos de 
aproximadamente 5%, menos de aproximadamente 4%, menos de aproximadamente el 3%, menos de 
aproximadamente 2% o menos de aproximadamente 1% del ligando o agregados de monómero de dAb cuando una 
soución de 1-5 mg / ml, 5-10 mg / ml, 10-20 mg / ml, 20-50 mg / ml, 50-100 mg / ml, 100-200 mg / ml o 200 - 500 mg 45
/ ml de ligando o dAb en un disolvente que se utiliza rutinariamente para la formulación de fármacos, tales como 
solución salina, solución salina tamponada, solución salina tamponada con citrato, agua , una emulsión, y, 
cualquiera de estos disolventes con un excipiente aceptable tal como los aprobados por la FDA, se mantiene a 
aproximadamente 22 ° C, 22-25 ° C, 25-30 ° C, 30-37 ° C, 37 - 40 ° C, 40-50 ° C, 50-60 ° C, 60-70 ° C, 70-80 ° C, 15-
20 ° C, 10-15 ° C, 5-10 ° C, 2-5 ° C, 0-2 ° C, -10 ° C a 0 ° C, -20 ° C a -10 ° C, -40 ° C a -20 ° C, -60 ° C a -40 ° C, o -50
80 ° C a -60 ° C, durante un período de tiempo de, por ejemplo, aproximadamente 10 minutos, 1 hora, 8 horas, 24 
horas, 2 días, 3 días, 4 días, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 1 mes , 2 meses, 3 meses, 4 meses, 6 meses, 1 
año o 2 años.

La agregación se puede evaluar utilizando cualquier procedimiento adecuado, tal como, por microscopia, evaluación 
de la turbidez de una solución mediante inspección visual o espectroscopoa o cualquier otro procedimiento 55
adecuado. Preferentemente, la agregación se evalúa mediante dispersión de luz dinámica. Ligandos o monómeros 
de dAb que son resistentes a la agregación proporcionan varias ventajas. Por ejemplo, tales ligandos o monómeros 
de dAb pueden producirse fácilmente con un alto rendimiento como proteínas solubles mediante expresión utilizando 
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un sistema de producción biológico adecuado, tal como E. coli, y se pueden formular y / o almacenar a 
concentraciones superiores a las de los polipéptidos convencionales, y con menos agregación y pérdida de 
actividad.

Además, los ligandos o monómeros de dAb que son resistentes a la agregación pueden producirse de manera más 
económica que otros polipéptidos de unión a antígeno o de unión a epítopo (por ejemplo, anticuerpos 5
convencionales). Por ejemplo, en general, la preparación de polipéptidos de unión a antígeno o de unión a epítopo 
destinados a aplicaciones in vivo incluyen procesos (por ejemplo, filtración en gel) que eliminan polipéptidos 
agregados. Si no se retiran dichos agregados puede dar lugar a una preparación que no es adecuada para 
aplicaciones in vivo porque, por ejemplo, los agregados de un polipéptido de unión a antígeno destinado a actuar 
como antagonista pueden funcionar como agonista mediante la inducción de la reticulación o agrupación del 10
antígeno diana. Los agregados de proteínas también pueden reducir la eficacia del polipéptido terapéutico mediante 
la inducción de una respuesta inmunitaria en el sujeto al que se administran.

En contraste, los ligandos resistentes o monómeros de dAb resistentes a la agregación de la invención se pueden 
preparar para aplicaciones in vivo sin la necesidad de incluir las etapas del proceso que eliminan los agregados, y se 
pueden utilizar en aplicaciones in vivos sin las desventajas mencionadas anteriormente causadas por los agregados 15
de polipéptido.

En algunas formas de realización, el ligando o monómero de dAb se despliega de forma reversible cuando se 
calienta a una temperatura (Ts) y se enfría hasta una temperatura (Tc), en el que la Ts es mayor que la temperatura 
de fusión (Tm) del dAb y la Tc es inferior a la de temperatura de fusión del dAb. Por ejemplo, el monómero de dAb 
puede desplegarse de forma reversible cuando se calienta a 80 ° C y se enfría hasta aproximadamente la 20
temperatura ambiente. Un polipéptido que se despliega de forma reversible pierde función cuando se despliega, 
pero recupera la función cuando se vuelve a plegar. Estos polipéptidos se distinguen de los polipéptidos que se 
agregan cuando están desplegados o cuando se vuelven a plegar incorrectamente (polipéptidos mal plegados), es 
decir,no recuperan la función.

El desplegamiento y replegamiento de los polipéptidos se puede evaluar, por ejemplo, mediante la detección directa 25
o indirecta de la estructura del polipéptido usando cualquier procedimiento adecuado. Por ejemplo, la estructura del 
polipéptido puede detectarse mediante dicroísmo circular (DC) (por ejemplo,. DC en el UV lejano o DC en el UV 
cercano), fluorescencia (por ejemplo, fluorescencia de las cadenas laterales de triptófano), la susceptibilidad a la 
proteolisis, resonancia magnética nuclear (RMN), o mediante detección o medición de una función del polipéptido 
que depende del plegamiento apropiado (por ejemplo, unión a un ligando objetivo, unión al ligando genérico). En un 30
ejemplo, el desplegamiento del polipéptido se evalúa utilizando un ensayo funcional en el que la pérdida de la 
función de unión (por ejemplo, unión a un ligando genérico y / o diana, unión a un sustrato) indica que el polipéptido 
se ha desplegado.

El grado de desplegamiento y replegamiento de un ligando o monómero de dAb puede determinarse utilizando una 
curva de desnaturalización o desplegamiento. Se puede producir una curva de desplegamiento representando la 35
temperatura como la ordenada y la concentración relativa del polipéptido plegado como la abscisa. La concentración 
relativa del ligando plegado o monómero de dAb se puede determinar directa o indirectamente usando cualquier 
procedimiento adecuado (por ejemplo,DC, fluorescencia, ensayo de unión). Por ejemplo, un solución de ligando o de 
monómero de dAb se puede preparar y determinar la elipticidad de la solución determinada mediante DC. El valor 
de la elipticidad obtenido representa una concentración relativa de ligando plegado o monómero de dAb de 100%. El 40
ligando o monómero de dAb en la solución se despliega después elevando de forma creciente la temperatura de la 
solución y la elipticidad se determina en incrementos adecuados (por ejemplo, después de cada aumento de un 
grado en la temperatura). El ligando o monómero de dAb en la solución se vuelve a plegar después reduciendo de 
forma creciente la temperatura de la solución y la elipticidad se determina en incrementos adecuados. Los datos se 
pueden representar para producir una curva de desplegamiento y una curva de replegamiento. Las curvas de 45
desplegamiento y replegamiento tienen una forma sigmoidal característica que incluye una porción en la que las 
moléculas de ligando o de monómero de dAb se pliegan, una transición despliegue / replegamiento en la que las 
moléculas de ligando o monómero de dAb se despliegan en diversos grados y una porción en la que las moléculas 
de ligando o monómero de dAb se despliegan. La intersección del eje y de la curva de replegamiento es la cantidad 
relativa del ligando o monómero de dAb recuperado. Una recuperación de al menos aproximadamente 50%, o al 50
menos aproximadamente 60%, o al menos aproximadamente 70%, o al menos aproximadamente 75%, o al menos 
aproximadamente 80%, o al menos aproximadamente 85%, o al menos aproximadamente 90% , o al menos 
aproximadamente 95% es indicativa de que el ligando o el monómero de dAb se despliegan de forma reversible.

En una realización preferida, la reversibilidad del despliegue del ligando o monómero de dAb se determina mediante 
la preparación de una solución de ligando o de monómero de dAb y la representación de las curvas de 55
desplegamiento y replegamiento con calor. la solución de ligando o de monómero de dAb se puede preparar en 
cualquier disolvente adecuado, tal como un tampón acuoso que tiene un pH adecuado para permitir que el ligando o 
monómero de dAb se disuelvan (por ejemplo, pH que es de aproximadamente 3 unidades por encima o por debajo 
del punto isoeléctrico (pI)). La solución de ligando o de monómero de dAbe concentra lo suficiente para permitir la 
detección del desplegamiento/plegamiento. Por ejemplo, la solución de ligando o de monómero de dAb puede ser de 60
aproximadamente 0,1 µM a aproximadamente 100 µM o preferentemente de aproximadamente 1 µM a 
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aproximadamente 10 µM.

Si se conoce la temperatura de fusión (Tm) del ligando o monómero de dAb, la solución se puede calentar a 
aproximadamente diez grados por debajo de la Tm (Tm-10) y el plegamiento se evalúa mediante elipticidad o 
fluorescencia (por ejemplo, DC en el UV lejano de 200 nm a 250 nm, DC de longitud de onda fija a 235 nm o 225 
nm; espectros de emisión fluorescente de triptófano a 300 a 450 nm con excitación a 298 nm) para proporcionar un 5
ligando o monómero de dAb con un pledammiento relativo del 100%. La solución se calienta a continuación a por lo 
menos diez grados por encima de la Tm (Tm +10) en incrementos predeterminados (por ejemplo,., incrementos de 
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1 grado), y la elipticidad o la fluorescencia se determinan en cada 
incremento. Entonces, el ligando o monómero de dAb se repliega por enfriamiento hasta al menos Tm-10 en 
incrementos predeterminados y elipticidad o fluorescencia determinada en cada incremento. Si no se conoce la 10
temperatura de fusión del ligando o el monómero de dAb, la solución se ouede desplegar mediante el calentamiento 
incremental de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 100 °C y después se vuelve a plegar mediante 
enfriamiento creciente hasta al menos aproximadamente 25 °C, y se determinan la elipticidad o fluorescencia en 
cada incremento de calentamiento y refrigeración. Los datos obtenidos se pueden representar para producir una 
curva de desplegamiento y una curva de replegamiento, en la que la intersección del eje y de la curva de 15
replegamiento es la cantidad relativa de proteína replegada recuperada.

En ciertas formas de realización, los ligandos o monómeros de dAb o antagonista de la invención son eficaces en 
modelos de enfermedades inflamatorias crónicas cuando se administra una cantidad eficaz. En general, una 
cantidad eficaz es de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg (e.g., aproximadamente 1 mg/kg, 
aproximadamente 2 mg/kg, aproximadamente 3 mg/kg, aproximadamente 4 mg/kg, aproximadamente 5 mg/kg, 20
aproximadamente 6 mg/kg, aproximadamente 7 mg/kg, aproximadamente 8 mg/kg, aproximadamente 9 mg/kg, o 
aproximadamente 10 mg/kg). Los expertos en la técnica reconocen los modelos de enfermedad inflamatoria crónica 
como predictivos de la eficacia terapéutica en seres humanos. La técnica anterior no sugiere el uso de antagonistas 
de TNFR1 (por ejemplo, antagonistas monovalentes, ligandos tal como se describe en el presente documento) en 
estos modelos, o a menos que fueran eficaces.25

En ciertas formas de realización, el ligando o monómero de dAb es eficaz en el modelo estándar de artritis inducida 
por colágeno en ratones (Ejemplo 15A). Por ejemplo, la administración de una cantidad eficaz del ligando puede 
reducir la puntuación media de artritis de la suma de las cuatro extremidades en el modelo estándar de artritis 
inducida por colágeno en ratones, por ejemplo en aproximadamente 1 a aproximadamente 16, aproximadamente 3 a 
aproximadamente 16, aproximadamente 6 a aproximadamente 16, aproximadamente 9 a aproximadamente 16 o 30
aproximadamente 12 a aproximadamente 16, en comparación con un control adecuado. En otro ejemplo, la 
administración de una cantidad eficaz del ligando puede retrasar el inicio de los síntomas de artritis en el modelo 
estándar de artritis inducida por colágeno en ratones, por ejemplo en aproximadamente 1 día, aproximadamente 2 
días, aproximadamente 3 días, aproximadamente 4 días, aproximadamente 5 días, aproximadamente 6 días, 
aproximadamente 7 días, aproximadamente 10 días, aproximadamente 14 días, aproximadamente 21 días o 35
aproximadamente 28 días, en comparación con un control adecuado. En otro ejemplo, la administración de una 
cantidad eficaz del ligando puede resultar en una puntuación media de artritis de la suma de las cuatro extremidades 
en el modelo estándar de artritis inducida por colágeno en ratones de 0 a aproximadamente 3, aproximadamente 3 a 
aproximadamente 5, aproximadamente 5 a aproximadamente 7, aproximadamente 7 a aproximadamente 15, 
aproximadamente 9 a aproximadamente 15, aproximadamente 10 a aproximadamente 15, aproximadamente 12 a 40
aproximadamente 15, or aproximadamente 14 a aproximadamente 15.

En otras formas de realización, el ligando o monómero de dAb es eficaz en el modelo ΔARE de artritis en ratón 
(Ejemplo 15B). Por ejemplo, la administración de una cantidad eficaz del ligando puede reducir la puntuación media 
de artritis en el modelo ΔARE de artritis en ratones, por ejemplo en aproximadamente 0,1 a aproximadamente 2,5, 
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 2,5, aproximadamente a aproximadamente 2,5, aproximadamente 1,5 a 45
aproximadamente 2,5, or aproximadamente 2 a aproximadamente 2,5, en comparación con un control adecuado. En 
otro ejemplo, la administración de una cantidad eficaz del ligando puede retrasar el inicio de los síntomas de artritis 
en el en el modelo ΔARE de artritis en ratones, por ejemplo, en aproximadamente 1 día, aproximadamente 2 días, 
aproximadamente 3 días, aproximadamente 4 días, aproximadamente 5 días, aproximadamente 6 días, 
aproximadamente 7 días, aproximadamente 10 días, aproximadamente 14 días, aproximadamente 21 días o 50
aproximadamente 28 días, en comparación con un control adecuado. En otro ejemplo, la administración de una 
cantidad eficaz del  ligando puede tener como resultado una puntuación media de artritis en el modelo ΔARE de 
artritis en ratones de 0 a aproximadamente 0,5, aproximadamente 0,5 a aproximadamente 1, aproximadamente a 
aproximadamente 1,5, aproximadamente 1,5 a aproximadamente 2, o aproximadamente 2 a aproximadamente 2,5.

En otras formas de realización, el ligando o monómero de dAb es eficaz en el modelo ΔARE de enfermedad 55
inflamatoria intestinal (EII) en ratón (Ejemplo 15B). Por ejemplo, la administración de una cantidad eficaz del ligando 
puede reducir la puntuación media de inflamación aguda y/o crónica en el modelo ΔARE de EII en ratones, por 
ejemplo en aproximadamente 0,1 a aproximadamente 2,5, aproximadamente 0,5 a aproximadamente 2,5, 
aproximadamente a aproximadamente 2,5, aproximadamente 1,5 a aproximadamente 2,5, or aproximadamente 2 a 
aproximadamente 2,5, en comparación con un control adecuado. En otro ejemplo, la administración de una cantidad 60
eficaz del ligando puede retrasar el inicio de los síntomas de EII en el en el modelo ΔARE de EII en ratones, por 
ejemplo, en aproximadamente 1 día, aproximadamente 2 días, aproximadamente 3 días, aproximadamente 4 días, 
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aproximadamente 5 días, aproximadamente 6 días, aproximadamente 7 días, aproximadamente 10 días, 
aproximadamente 14 días, aproximadamente 21 días o aproximadamente 28 días, en comparación con un control 
adecuado. En otro ejemplo, la administración de una cantidad eficaz del  ligando puede tener como resultado una 
puntuación media de inflamación aguda y/o crónica en el modelo ΔARE de EII en ratones de 0 a aproximadamente 
0,5, aproximadamente 0,5 a aproximadamente 1, aproximadamente a aproximadamente 1,5, aproximadamente 1,5 5
a aproximadamente 2, o aproximadamente 2 a aproximadamente 2,5.

En otras formas de realización, el ligando o monómero de dAb es eficaz en el modelo de EII inducida por dextrano 
sulfato sódico (DSS) en ratón (Ejemplo 15C). Por ejemplo, la administración de una cantidad eficaz del ligando 
puede reducir la puntuación media de la gravedad en el modelo DSS de EII en ratones, por ejemplo en 
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 2,5, aproximadamente 0,5 a aproximadamente 2,5, aproximadamente a 10
aproximadamente 2,5, aproximadamente 1,5 a aproximadamente 2,5, or aproximadamente 2 a aproximadamente 
2,5, en comparación con un control adecuado. En otro ejemplo, la administración de una cantidad eficaz del ligando 
puede retrasar el inicio de los síntomas de EII en el en el modelo DSS de EII en ratones, por ejemplo, en 
aproximadamente 1 día, aproximadamente 2 días, aproximadamente 3 días, aproximadamente 4 días, 
aproximadamente 5 días, aproximadamente 6 días, aproximadamente 7 días, aproximadamente 10 días, 15
aproximadamente 14 días, aproximadamente 21 días o aproximadamente 28 días, en comparación con un control 
adecuado. En otro ejemplo, la administración de una cantidad eficaz del  ligando puede tener como resultado una 
puntuación media de gravedad en el modelo DSS de EII en ratones de 0 a aproximadamente 0,5, aproximadamente 
0,5 a aproximadamente 1, aproximadamente a aproximadamente 1,5, aproximadamente 1,5 a aproximadamente 2, 
o aproximadamente 2 a aproximadamente 2,5.20

En formas de realización concretas, el ligando o monómero de dAb es eficaz en el modelo de enfermedad pulonar 
obstructiva crónica (EPOC) inducida por el humo de tabaco en ratones (Ejemplo 15D). Por ejemplo, la 
administración de una cantidad eficaz del ligando puede reducir o retrasar el inicio de los síntomas de EPOC, 
comparación con un control adecuado.

En otras formas de realización, el ligando comprende un anticuerpo de dominio (dAb) monómero que se une 25
específicamente del receptor I del factor de necrosis tumoral I (TNFR1, p55, CD120a) con una Kd de 300 nM a 5 pM, 
y comprende una secuencia de aminoácidos que es al menos 90%, al menos aproximadamente 91%, al menos 
aproximadamente 92%, al menos aproximadamente 93%, al menos aproximadamente 94%, al menos 
aproximadamente 95%, al menos aproximadamente 96%, al menos aproximadamente 97%, al menos 
aproximadamente 98%, o al menos aproximadamente 99% homóloga a la secuencia de aminoácidos o un dAb que 30
es TAR2h-205 (SEC ID Nº 627.

También se describen en el presente documento ligandos que comprenden un monómero de dAb que se une a 
TNFR1 y que compite con cualquiera de los dAb divulgados en el presente documento para la unión a TNFR1 (por 
ejemplo, TNFR1 de ratón y/o ser humano).

Preferentemente, el ligando o monómero de dAb se secreta en una cantidad de al menos aproximadamente 0,5 mg/l 35
cuando se expresa en E. coli o en especies de Pichia (p. ej., P. pastoris). En otras realizaciones preferidas, el 
monómero de dAb se secreta en una cantidad de al menos aproximadamente 0,75 mg / l, por lo menos 
aproximadamente 1 mg / l, por lo menos aproximadamente 4 mg / l, por lo menos aproximadamente 5 mg / l, por lo 
menos aproximadamente 10 mg / l, por lo menos aproximadamente 15 mg / l, por lo menos aproximadamente 20 mg 
/ l, por lo menos aproximadamente 25 mg / l, por lo menos aproximadamente 30 mg / l, por lo menos 40
aproximadamente 35 mg / l, por lo menos aproximadamente 40 mg / l, al menos aproximadamente 45 mg / l, o al 
menos aproximadamente 50 mg / l, o al menos aproximadamente 100 mg / l, o al menos aproximadamente 200 mg / 
l, o al menos aproximadamente 300 mg / l, o al menos aproximadamente 400 mg / l, o al menos aproximadamente 
500 mg / l, o al menos aproximadamente 600 mg / l, o al menos aproximadamente 700 mg / l, o al menos 
aproximadamente 800 mg / l, al menos aproximadamente 900 mg / l, o al menos alrededor de 1 g / l cuando se 45
expresa en E. coli o en especies de Pichia (por ejemplo, P. pastoris). En otras realizaciones preferidas, el monómero 
de dAb se secreta en una cantidad de al menos aproximadamente 1 mg/l a al menos aproximadamente 1g/l, de al 
menos aproximadamente 1 mg/l a al menos aproximadamente 750 mg/l, de al menos aproximadamente 100 mg/l a 
al menos aproximadamente 1 g/l, de al menos aproximadamente 200 mg/l a al menos aproximadamente 1 g/l, de al 
menos aproximadamente 300 mg/l a al menos aproximadamente 1 g/l, de al menos aproximadamente 400 mg/l a al 50
menos aproximadamente 1 g/l, de al menos aproximadamente 500 mg/l a al menos aproximadamente 1g/l, de al 
menos aproximadamente 600 mg/l a al menos aproximadamente 1 g/l, de al menos aproximadamente 700 mg/l a al 
menos aproximadamente 1 g/l, de al menos aproximadamente 800 mg/l a al menos aproximadamente 1g/l, or de al 
menos aproximadamente 900 mg/l a al menos aproximadamente 1g/l cuando se expresa en E. coli o en especies de 
Pichia (p. ej., P. pastoris). Aunque los ligandos y monómeros de dAb descritos en la presente memoria descriptiva se 55
pueden secretar cuando se expresan en E. coli o en especies de Pichia (e.g., P. pastoris), se pueden producir 
usando cualquier procedimiento adecuado, tal como procedimientos químicos sintéticos o procedimientos de 
produccón biológica que no emplean E. coli o especies de Pichia.

El monómero de dAb puede comprender cualquier dominio variable de inmunoglobulina adecuado y, 
preferentemente, comprende un dominio variable humano o un dominio variable que comprende regiones marco 60
humanas. En ciertas formas de realización, el monómero de dAb comprende un marco universal, como se ha 
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descrito en el presente documento.

El marco universal puede ser un marco VL (Vλ o Vk), tal como un marco que comprende las secuencias de 
aminoácidos marco codificadas por el segmento génico de inmunoglobulina de la línea germinal humana DPK1, 
DPK2, DPK3, DPK4, DPK5, DPK6, DPK7, DPK8, DPK9, DPK10, DPK12, DPK13, DPK15, DPK16, DPK18, DPK19, 
DPK20, DPK21, DPK22, DPK23, DPK24, DPK25, DPK26 o DPK 28. Si se desea, el marco VH puede comprender 5
además la secuencia de aminoácidos del marco codificada por el segmento génico de inmunoglobulina de la línea 
germinal humana Jκ1, Jκ2, Jκ3, Jκ4 o Jκ5.

En otras realizaciones, el marco universal puede ser un marco VH, tal como un marco que comprende las secuencias 
de aminoácidos marco codificadas por el segmento génico de inmunoglobulina de la línea germinal humana DP4, 
DP7, DP8, DP9, DP10, DP31, DP33, DP38, DP45, DP46, DP47, DP49, DP50, DP51, DP53, DP54, DP65, DP66, 10
DP67, DP68 o DP69 . Si se desea, el marco VH puede comprender además la secuencia de aminoácidos del marco 
codificada por el segmento génico de inmunoglobulina de la línea germinal humana JH1, JH2, JH3, JH4, JH4b, JH5 y 
JH6 .

En realizaciones particulares, el ligando monómero de dAb comprende lel DPK9 VL o una marco VH  seleccionado de 
entre el grupo que consiste en DP47, DP45 y DP38.15

El monómero de dAb puede comprende un sitio de unión para un ligando genérico, tal como proteína A, proteína L y 
proteína G.

En ciertas realizaciones, el monómero de dAb comprende una o más regiones marco que comprenden una 
secuencia de aminoácidos que es la misma que la secuencia de aminoácidos de una región marco correspondiente 
codificada por un segmento génico de anticuerpo de la línea germinal humana, o las secuencias de aminoácidos de 20
uno o más de dichas regiones marco colectivamente comprenden hasta 5 diferencias de aminoácidos respecto a la 
secuencia de aminoácidos de dicha región marco correspondiente codificada por un segmento génico de anticuerpo 
de la línea germinal humana.

En otras realizaciones, las secuencia de aminoácidos de FW1, FW2, FW3 and FW4 del monómero de dAb son las 
misma que las secuencias de aminoácidos de las regiones marco correspondientes codificada por un segmento 25
génico de anticuerpo de la línea germinal humana, o las secuencias de aminoácidos de FW1, FW2, FW3 and FW4 
contienen colectivamente hasta 10 diferencias de aminoácidos respecto a las secuencias de aminoácidos de las 
regiones marco correspondientes codificadas por dicho segmento génico de anticuerpo de la línea germinal humana.

En otras formas de realización, el monómero de dAb comprende las regiones FW1, FW2 y FW, y la secuencia de 
aminoácidos de dichas regiones FW1, FW2 y FW3 son las mismas que las secuencias de aminoácidos de las 30
regiones marco correspondientes codificadas por los segmentos génicos de anticuerpo de la línea germinal.

En algunas formas de realización, el monómero de dAb no comprende un dominio variable de inmunoglobulina de 
camélidos o uno o más aminoácidos marco que son únicos para los dominios variables de inmunoglobulina 
codificados por los segmentos génicos de anticuerpo de la línea germinal de camélidos.

Ligandos y monómeros de dAb que se unen a la seroalbúmina35

La invención proporciona un ligando o monómero de dAb (por ejemplo, un ligando de doble especificidad que 
comprende dicho dAb) que se une a la albúmina sérica (SA) con una Kd de 1 nM a 500 µM (es decir, x 10-9a 5 x 10-

4
), preferentemente de 100 nM a 10 mM. Preferentemente, para un ligando de doble especificidad que comprende 

un primer dAb anti-SA y un segundo dAb a otra diana, la afinidad (por ejemplo, Kd y / o Koff tal como se mide por 
resonancia de plasmón superficial, por ejemplo, utilizando BiaCore) del segundo dAb por su diana es de 1 a 100.000 40
veces (preferentemente de 100 a 100.000, más preferentemente de 1.000 a 100.000, o de 10.000 a 100.000 veces) 
la afinidad del primer dAb por SA. Por ejemplo, el primer dAb se une a la SA con una afinidad de aproximadamente 
10 µM, mientras que el segundo dAb se une a su diana con una afinidad de 100 pM. Preferentemente, la 
seroalbúmina es seroalbúmina humana (HSA). En una forma de realización, el primer dAb (o un monómero de dAb) 
se une a la SA (p. ej., HSA) con una Kd de aproximadamente 50, preferentemente 70 y más preferentemente 100, 45
150 o 200 nM.

En ciertas realizaciones, el monómero de dAb específico para SA comprende la secuencia de aminoácidos de MSA-
16 (SEC ID Nº 28) o una secuencia que es al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91% , al menos 
92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% 
homóloga de la misma.50

En otras realizaciones, el monómero de dAb específico para SA comprende la secuencia de aminoácidos de MSA-
26 (SEC ID Nº 30) o una secuencia que es al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 91% , al menos 
92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% 
homóloga de la misma.

En ciertas realizaciones, el monómero de dAb que se une a SA resiste la agregación, se despliega de manera 55
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reversible y / o comprende una región marco como se ha descrito anteriormente para los monómeros de dAb que se 
unen TNFR1.

Moléculas de ácido nucleico, vectores y células huésped

La invención proporciona también moléculas aisladas y / o recombinantes de ácidos nucleicos que codifican los 
ligandos y los monómeros de dAb descritos en el presente documento.5

La invención también proporciona un vector que comprende una molécula de ácido nucleico recombinante de la 
invención. En ciertas realizaciones, el vector es un vector de expresión que comprende uno o más elementos de 
control de la resión o secuencias que están operablemente unidas al ácido nucleico recombinante de la invención.
Los vectores adecuados (por ejemplo, plásmidos, fagemidos) y elementos de control de la expresión se describen 
adicionalmente más adelante.10

La invención también proporciona una célula huésped recombinante que comprende una molécula de ácido nucleico 
recombinante o vector de la invención. Las células huésped adecuadas y procedimientos para la producción de la 
célula huésped recombinante de la invención se describen adicionalmente a continuación.

La invención también proporciona un procedimiento para producir un ligando (p. ej., monómero de dAb, ligando de 
especificidad doble, ligando multiespecífico) de la invención, que comprende mantener una célula huésped 15
recombinante que comprende un ácido nucleico recombinante de la invención en condiciones adecuadas para la 
expresión del ácido nucleico recombinante, de modo que se expresa el nucleico recombinante y se produce un 
ligando. En algunas formas de realización, el procedimiento además comprende aislar el ligando.

Formatos del ligando

Los ligandos según la invención se pueden formatear como anticuerpos mono o multiespecíficos o fragmentos de 20
anticuerpos o en estructuras que no son inmunoglobulinas mono o multiespecíficas. Formatos adecuados incluyen 
cualquier estructura polipeptídica en la que un dominio variable de anticuerpo o la Cordel mismo se puede incorporar 
para conferir especificidad de unión para el antígeno sobre la estructura. Varios formatos de anticuerpos adecuados 
que se conocen en la técnica, tales como formatos de tipo IgG, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, 
anticuerpos humanos, anticuerpos de cadena sencilla, anticuerpos biespecíficos, cadenas pesadas de anticuerpo, 25
cadenas ligeras de anticuerpo, homodímeros y heterodímeros de las cadenas pesadas y/o las cadenas ligeras del 
anticuerpo de cualquiera de los anteriores (e.g., un fragmento Fv (e.g., Fv de cadena sencilla(scFv), un Fv unido por 
disulfuro), un fragmento Fab, un fragmento Fab’, un fragmento F(ab’)2 , un dominio variable de anticuerpo sencillo 
(e.g., un dAb, VH, VL), un dAb y versiones modificadas de cualquiera de los anteriores (p. ej., modificados por la unió 
covalente de polialquilenglicol (p. ej., polietilenglicol, polipropilenglicol, polibutilenglicol) u otro polímero adecuado).30
Véase el documento PCT/GB03/002804, presentado el 30 de junio de 2003, que designa los Estados Unidos, 
(documento WO 2004/081026) con respecto al PEGilado de dominios variables únicos y dAb, procedimientos 
adecuados para la preparación de los mismos, incremento de la semivida in vivo de los dominios variables únicos y 
monómeros y multímeros de dAb PEGilados, los PEG adecuados, tamaños hidrodinámicos preferidas de PEG y 
tamaños hidrodinámicos preferidos de dominios variables únicos y monómeros y multímeros de dAb PEGilados.35

En algunas realizaciones, el ligando es un formato de tipo IgG. Dichos formatos tienen la estructura convencional de 
cuatro cadenas de una molécula de IgG (2 cadenas pesadas y 2 cadenas ligeras), en las que una o más de las 
regiones variables (VH y/o VL) se han sustituido con un dAb o dominio variable único de una especificidad deseada.
Preferentemente, cada una de las regiones variables (2 regiones VH y 2 regiones VL) se sustituye con un dAb o 
dominio variable único. Los dAb o dominio variables únicos que están incluidos en un formato de tipo IgG pueden 40
tener la misma o diferentes especificidades. En algunas formas de realización, el formato de tipo IgG es tetravalente 
y puede tener uno, dos, tres o cuatro especificidades. Por ejemplo, el formato de tipo IgG puede ser monoespecífico 
y comprende 4 dAb que tienen la misma especificidad; biespecífico y comprende 4 dAb que tienen la misma 
especificidad y otro dAb que tiene una especificidad diferente; biespecífico y comprende 2 dAb que tienen la misma 
especificidad y dos dAb que tiene una especificidad común pero diferente; triespecífico y comprende dAb primero y 45
segundo que tienen la misma especificidad, un tercer dAb con una especificidad diferente y un cuarto dAb con una 
espciificidad diferente del primero, segundo y tercero dAb; o tetraespecífico y comprende 4 dAb cada uno con una 
especificidad diferente. Se pueden preparar fragmentos de unión a antígeno de formatos de tipo IgG (p. ej., Fab, 
F(ab')2, Fab', Fv, scFv). Preferentemente, los formatos de tipo IgG o fragmentos de unión a antígeno de los mismos 
no reticulan el TNFR1.50

Ligandos, incluidos los monómeros, dímeros y trímeros de dAb, pueden unirse a una región Fc de anticuerpo, que 
comprende uno o ambos dominios CH2 y CH3, y, opcionalmente una región bisagra. Por ejemplo, se pueden usar 
vectores que codifican ligandos como una secuencia de nucleótidos sencilla a una región Fc para preparar dichos 
polipéptidos.

La divulgación además proporciona dímeros, trímeros y polímeros de los monómeros de dAb mencionados en lo que 55
antecede, de acuerdo con los siguientes aspectos de la presente invención.

Los ligandos se pueden combinar y / o formatear en estructuras de múltiples ligandos no inmunoglobulínicas para 

E05789778
12-06-2014ES 2 471 943 T3

 



23

formar complejos multivalentes, que se unen a moléculas diana con el mismo antígeno, proporcionando de este 
modo avidez superior. En algunas formas de realización, al menos un dominio variable se une a un antígeno para 
aumentar la semivida del multímero. Por ejemplo, los receptores bacterianos naturales tales como SpA se han 
utilizado como armazones para el injerto de CDR para generar ligandos que se unen específicamente a uno o más 
epítopos. Los detalles de este procedimiento se describen en el documento US 5,831,012. Otros armanzones 5
adecuados incluyen los basados en fibronectina y aficuerpos. Detalles de los procedimientos adecuados se 
describen en el documento WO 98/58965. Otros armazoness adecuados incluyen lipocalina y CTLA4, como se 
describe en van den Beuken et al., J. Mol. Biol. (2001) 310, 591 - 601, y armazones tales como los descritos en el 
documento WO 00/69907 (Medical Research Council), que se basan por ejemplo en la estructura de anillo de GroEL 
bacteriano u otros polipéptidos de chaperona.10

Los armazones proteicos pueden combinarse; por ejemplo, las CDR pueden injertarse en un armazón de CTLA4 y 
utilizarse junto con los dominios VH o VL de inmunoglobulina para formar un ligando. Del mismo modo, la 
fibronectina, lipocallin y otros armazones se pueden combinar.

Ligandos de especificidad doble o múltipe

Los inventores han descrito, en su solicitud de patente internacional en tramitación WO 03/002609, así como en la 15
solicitud de patente del RU 0230203.2 sin publicar en tramitación, los ligandos de inmunoglobulina con especificidad 
doble que comprenden dominios variables únicos de inmunoglobulina que tienen cada uno diferentes 
especificidades. Los dominios pueden actuar en competencia unos con otros o de forma independiente para unir 
antígenos o epítopos sobre moléculas diana.

Los antígenos o epítopos que aumentan la semivida de un ligando tal como se describe en el presente documento 20
están presentes ventajosamente en las proteínas o polipéptidos que se encuentran en un organismo in vivo.
Ejemplos incluyen las proteínas de la matriz extracelular, las proteínas de la sangre y las proteínas presentes en 
varios tejidos en el organismo. Las proteínas actúan reduciendo la velocidad de eliminación del ligando de la sangre, 
por ejemplo actuando como agentes de carga, o mediante el anclaje del ligando a un sitio de acción deseado.
Ejemplos de antígenos / epítopos que aumentan la semivida in vivo figuran en el Anexo 1 más adelante.25

El incremento de la semivida es útil en las aplicaciones in vivo de inmunoglobulinas, especialmente anticuerpos y, 
más especialmente, fragmentos de anticuerpos de tamaño pequeño. Dichos fragmentos (Fv, unidos por disulfuro, 
Fab, scFv, dAb) sufren un rápido aclaramiento del cuerpo; por tanto, aunque pueden alcanzar la mayoría de las 
partes del cuerpo con rapidez y son rápidos de producir y fáciles de manejar, sus aplicaciones in vivo han sido 
limitadas por su breve persistencia in vivo. La invención resuelve este problema proporcionando un incremento de la 30
semivida de los ligandos in vivo y, en consecuencia, tiempos de persistencia más prolongada en el cuerpo de la 
actividad funcional del ligando.

Los expertos en la técnica estarán familiarizados con los procedimientos de análisis farmacocinético y la 
determinación de la semivida de los ligandos. Los detalles pueden encontrarse en Kenneth, A et al: Chemical 
Stability of Pharmaceuticals: A Handbook for Pharmacists and in Peters et al, Pharmacokinete analysis: A Practical 35
Approach (1996). También se hace referencia a “Pharmacokinetics”, M Gibaldi & D Perron, published by Marcel 
Dekker, 2nd Rev. ex edition (1982), que describe parámetros farmacocinéticos tales como las semividas de t alfa y de 
t beta y el área bajo la curva (AUC).

Las semividas (t ½ alfa y t ½ beta) y la AUC pueden determinarse a partir de una curva de concentración sérica del 
ligando frente al tiempo. Se puede usar el paquete de análisis WinNonlin (disponible Pharsight Corp., Mountain 40
View, CA94040, USA) por ejemplo, para modelar la curva. En una primera fase (la fase alfa), el ligando está 
experimentando principalmente distribución en el paciente, con alguna eliminación. Una segunda fase (fase beta) es 
la fase terminal, cuando el ligando se ha distribuido y la concentración sérica está disminuyendo a medida que el 
ligando se elimina del paciente. La semivida t alfa es la semivida de la primera fase y la semivida t beta es la 
semivida de la segunda fase. Por lo tanto, ventajosamente, la presente invención proporciona un ligando o una 45
composición que comprende un ligando de acuerdo con la invención que tiene una semivida t1/2 en el intervalo de 
15 minutos o más. En una forma de realización, el extremo inferior del intervalo es de 30 minutos, 45 minutos, 1 
hour, 2 horas, 3 horas, 4 horas, 5 horas, 6 horas, 7 horas, 10 horas, 11 horas  o 12 horas. Además, o como 
alternativa, un ligando o composición de acuerdo con la invención tendrá una semivida t1/2 en el intervalo de hasta 
12 horas, incluidas. En una forma de realización, el extremo superior del intervalo es 11, 10, 9, 8, 7, 6 o 5 horas. Un 50
ejemplo de un intervalo adecuado es de 1 a 6 horas, de 2 a 5 horas o de 3 a 4 horas.

Ventajosamente, la presente divulgación proporciona un ligando o una composición que comprende un ligando de 
acuerdo con la divulgación que tiene una semivida t1/2 en el intervalo de 2,5 horas o más. En una forma de 
realización, el extremo inferior del intervalo es 3 horas, 4 horas, 5 horas, 6 horas, 7 horas, 10 horas, 11 horas o 12 
horas. Además, o como alternativa, un ligando o composición tiene una semivida t1/2 en el intervalo de hasta e 55
incluidos 21 días. En una forma de realización, el extremo superior del intervalo es de 12 horas, 24 horas, 2 días, 3 
días, 5 días, 10 días, 15 días o 20 días. Ventajosamente, un ligando o composición de acuerdo con la invención 
tendrá una semivida tβ en el intervalo de 12 a 60 horas. En otra forma de realización, estará en el intervalo de 12 a 
48 horas. En otra forma de realización más, estará en el intervalo de 12 a 26 horas.
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Además de, o como alternativa a, los criterios anteriores, la presente divulgación proporciona un ligando o una 
composición que comprende un ligando de acuerdo con la invención que tiene un valor de la AUC (área bajo la 
curva) en el intervalo de aproximadamente 1 mg.min/ml o más. En una forma de realización, el extremo inferior del 
intervalo es 5, 10, 15, 20, 30, 100, 200 or 300 mg.min/ml. Además, o como alternativa, un ligando o composición 
tiene una AUC en el intervalo de hasta 600 mg·min/ml. En una forma de realización, el extremo superior del intervalo 5
es 500, 400, 300, 200, 150, 100, 75 o 50 mg.min/ml. Ventajosamente, un ligando tendrá una AUC en el intervalo 
seleccionado del grupo constituido por los siguientes: 15 a 150 mg.min/ml, 15 a 100 mg.min/ml, 15 a 75 mg.min/ml, y 
15 a 50 mg.min/ml.

Los ligandos de doble especificidad de la invención no incluyen ligandos como se describe en el documento WO 
02/02773. Por lo tanto, los ligandos de la presente invención no comprenden pares VH/ VL complementarios que se 10
unen a uno cualquiera o más antígenos o epítopos cooperativamente. En su lugar, los ligandos según el primer 
aspecto de la invención comprenden un par VH/ VL complementario, en el que los dominios V tienen diferentes 
especificidades. Además, los ligandos según el primer aspecto de la invención comprenden un par VH/ VL 

complementario que tiene diferentes especificidades por epítopos o antígenos no relacionados estructuralmente. Los 
epítopos o antígenos relacionados estructuralmente son epítopos o antígenos que poseen similitud estructural 15
suficiente como para unirse a un par VH/ VL complementario convencional que actúa de una manera cooperativa 
para unir un antígeno o epítopo; en el caso de los epítopos relacionados estructuralmente, los epítopos son 
suficientemente similares en estructura de modo que "encajan" en el mismo bolsillo de unión formado en el sitio de 
unión al antígeno del dímero VH/ VL.

La presente invención también proporciona un ligando que comprende un primer dominio variable de 20
inmunoglobulina que tiene una primera especificidad de unión a antígeno o epítopo y un segundo dominio variable 
de inmunoglobulina que tiene una segunda especificidad de unión a antígeno o epítopo, en el que uno de dichos 
primero y segundo dominios variables se unen a un antígeno que aumenta la semivida del ligando in vivo y los 
dominios variables no son complementarios entre sí.

El primero y el segundo dominios de unión a antígeno pueden estar asociados covalentemente o no 25
covalentemente. En el caso de que los dominios estén asociados de forma covalente, la asociación puede estar 
mediada por, por ejemplo, enlaces disulfuro o por un ligador polipeptídico tal como (Gly4Ser)n, donde n = de 1 a 8, 
por ejemplo, 2, 3, 4, 5 o 7.

En el caso en que los dominios variables se seleccionen de repertorios de genes V seleccionados usando, por 
ejemplo, tecnología de expresión en fagos tal como se describe en el presente documento, estos dominios variables 30
pueden comprender una región marco universal tal que puede reconocerse mediante un ligando genérico específico 
tal como se define en el presente documento. El uso de marcos universales, ligandos genéricos y similares se 
describen en el documento WO 99/20749. En la presente invención, la referencia a la expresión en fagos incluye el 
uso tanto de fagos y / o fagemidos.

Cuando se usan repertorios de genes V, la variación en la secuencia polipeptídica preferentemente se localiza 35
dentro de los bucles estructurales de los dominios variables. Las secuencias polipeptídicas de cualquier dominio 
variable pueden alterarse mediante arrastre o mediante mutación con el fin de reforzar la interacción de cada 
dominio variable con su par complementario. El barajado de ADN se conoce en la técnica y se enseña en, por 
ejemplo, Stemmer, Nature 370:389 - 391 (1994) y la patente de EE.UU. Nº 6.297.053, ambos documentos 
incorporados en el presente documento por referencia. Otros procedimientos de mutagénesis son bien conocidos 40
para los expertos en la técnica.

En una forma de realización preferida, el "ligando de doble especificidad" es un fragmento Fv de cadena única. En 
una forma de realización alternativa de la invención, el "ligando de doble especificidad" consiste en una región Fab 
de un anticuerpo. El término "región Fab" incluye una región Fab en la que se usan dos dominios VH o dos dominios 
VL.45

Las regiones variables pueden proceder de anticuerpos dirigidos contra antígenos o epítopos diana. Como 
alternativa pueden derivar a partir de un repertorio de dominios de anticuerpo únicos tales como los expresados en 
la superficie del bacteriófago filamentoso. La selección se puede realizar como se describe a continuación.

La presente divulgación proporciona una o más moléculas de ácido nucleico que codifican al menos un ligando de 
doble especificidad como se define en el presente documento. El ligando de doble especificidad puede estar 50
codificado por una molécula de ácido nucleico sencilla; como alternativa, cada dominio puede estar codificado por 
una molécula de ácido nucleico separada. Cuando el ligando está codificado por una molécula de ácido nucleico 
sencillo, los dominios pueden expresarse como un polipéptido de fusión, en la forma de una molécula scFv, o 
pueden expresarse por separado y unierse posteriormente, por ejemplo usando agentes químicos de unión. Los 
ligandos expresados a partir de los ácidos nucleicos separados se unirán por los medios adecuados.55

El ácido nucleico puede codificar además una secuencia señal para exportación de los polipéptidos desde una célula 
huésped tras la expresión y se pueden fusionar con un componente de superficie de una partícula de bacteriófago 
filamentoso (u otro componente de un sistema de visualización de la selección) tras la expresión.
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En un aspecto adicional, la presente divulgación proporciona un vector que comprende el ácido nucleico que codifica 
un ligando de doble especificidad de acuerdo con la presente invención.

En otro aspecto adicional, la presente divulgación proporciona una célula huésped transfectada con un vector que 
codifica un ligando de doble especificidad de acuerdo con la presente invención.

La expresión en un vector de este tipo puede configurarse para producir, por ejemplo, sobre la superficie de una 5
partícula de bacteriófago, dominios variables para la selección. Esto permite la selección de las regiones variables 
expresadas y, por lo tanto, la selección de los "ligandos de doble especificidad" utilizando el procedimiento de la 
presente invención.

También se describe en el presente documento un procedimiento para producir un ligando que comprende un primer 
dominio variable único de inmunoglobulina que tiene una primera especificidad de unión y un segundo dominio 10
variable único de inmunoglobulina que tiene una segunda (diferente) especificidad de unión, siendo una o las dos 
especificidades de unión específicas de un antígeno que prolonga la semivida del ligando in vivo, comprendiendo el 
procedimiento las etapas de

a) seleccionar un primer dominio variable por su capacidad para unirse a un primer epítopo,
) seleccionar una segunda región variable por su capacidad para unirse a un segundo epítopo,15
c) combinar los dominios variables; y
d) seleccionar el ligando por su capacidad para unirse a dicho primer epítopo y a dicho segundo epítopo.

El ligando se puede unir a los primero y segundo epítopos simultáneamente o, cuando existe competencia entre los 
dominios de unión para la unión al epítopo, la unión de un dominio puede excluir la unión de otro dominio a su 
epítopo análogo. En una forma de realización, por lo tanto, la etapa (d) anterior requiere la unión simultánea al 20
primero y segundo epítopo (y posiblemente más); en otra realización, la unión a los primero y segundo epítopos no 
es simultánea.

Los epítopos están preferentemente en antígenos separados.

Los ligandos comprenden ventajosamente combinaciones de VH/ VL o combinaciones de VH/ VHo VL/ VL de dominios 
variables de inmunoglobulina, como se ha descrito anteriormente. Los ligandos pueden comprender además 25
dominios VHH de camélidos,  siempre que el dominio VHH que es específico de un antígeno que prolonga la semivida 
del ligando in vivo no se una a la lisozima blanca de huevo de gallina (HEL), alfa-amilasa pancreática porcina o 
NMC-A; HCG, colorante azo RR6 unido a BSA o células HG982 de S. mutans, como se describe en Conrath et al., 
(2001) el documento JBC 276:7346-7350 y el documento WO99/23221, ninguno de los cuales describe el uso de 
una especificidad para un antígeno que prolonga la semivida para aumentar la semivida del ligando in vivo.30

En una forma de realización, dicho primer dominio variable se selecciona según la unión a dicho primer epítopo en 
ausencia de un dominio variable complementario. En una realización adicional, dicho primer dominio variable se 
selecciona según la unión a dicho primer epítopo / antígeno en presencia de un tercer dominio variable en el que 
dicho tercer dominio variable es diferente de dicho segundo dominio variable y es complementario del primer 
dominio. Del mismo modo, el segundo dominio puede seleccionarse en ausencia o presencia de un dominio variable 35
complementario.

En una realización, los dominios variables derivan de un anticuerpo respectivo dirigido contra el antígeno o epítopo.
En una forma de realización preferida, los dominios variables derivan de un repertorio de dominios de anticuerpo 
variables únicos.

Combinación de dominios variables únicos40

Los dominios útiles en la invención, una vez seleccionados, se pueden combinar mediante diversos procedimientos 
conocidos en la técnica, incluyendo procedimientos covalentes y no covalentes.

Los procedimientos preferidos incluyen el uso de ligadores polipeptídicos, como se describe, por ejemplo, en 
relación con las moléculas scFv (Bird et al., (1988) Science 242:423-426). La discusión de los ligadores adecuados 
se proporciona en Bird et al. Science 242, 423 - 426; Hudson et al, Journal Immunol Methods 231 (1999) 177 - 189; 45
Hudson et al, Proc Nat Acad Sci USA 85, 5879 - 5883. Los ligadores son, preferentemente, flexibles, lo que permite 
la interacción de dos dominios únicos. Un ejemplo de ligador es un ligador (Gly4Ser)n, en el que n = 1 a 8, por 
ejemplo, 2, 3, 4, 5 o 7. También se pueden usar los ligadores utilizados en los diacuerpos, que son menos flexibles 
(Holliger et al., (1993) PNAS (EE.UU.) 90:6444-6448).

En una realización, el ligador empleado no es una región bisagra de inmunoglobulina.50

Los dominios variables pueden combinarse usando procedimientos distintos a los ligadores. Por ejemplo, el uso de 
puentes disulfuro, proporcionados a través residuos de cisteína de orige natural o sometidos a ingeniería, puede 
explotarse para estabilizar los dímeros VH-VH 'VL-VLo VH-VL (Reiter et al., (1994) Protein Eng.7:697-704) o mediante 
remodelación de la interfaz entre los dominios variables para mejorar el "ajuste" y, de este modo, la estabilidad de la 
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interacción (Ridgeway et al., (1996) Protein Eng..7:617-621; Zhu et al., (1997) Protein Science 6:781-788).

Según sea adecuado se puedne usar otras técnicas para unir o estabilizar dominios variables de inmunoglobulinas, 
y, en particular dominios VH de anticuerpo.

De acuerdo con la presente invención, los ligandos de doble especificidad pueden estar en conformaciones 
"cerradas" en solución. Una configuración "cerrada" es aquella en la que los dos dominios (por ejemplo VH y VL) 5
están presentes en forma asociada, tal como la de un par VH-VL asociado que forma un sitio de unión del anticuerpo.
Por ejemplo, scFv puede estar en una conformación cerrada, dependiendo de la disposición del ligador utilizado 
para unir los dominios VH y VL. Si este es suficientemente flexible para permitir que los dominios se asocien o los 
mantiene rígidamente en la posición asociada, es probable que los dominios adopten una conformación cerrada.

Del mismo modo, los pares de dominio VH y los pares de dominio VL pueden existir en una conformación cerrada.10
Generalmente, esta será una función de la estrecha asociación de los dominios, tal como mediante un ligador rígido, 
en la molécula de ligando. Los ligandos en una conformación cerrada serán incapaces de unirse tanto a la molécula 
que aumenta la semivida del ligando como a una segunda molécula diana. Por lo tanto, el ligando típicamente solo 
se unirá a la segunda molécula diana en la disociación de la molécula que aumenta la semivida del ligando.
Además, la construcción de los dímeros VH/ VH, VL/ VLo VH/ VL sin ligadores proporciona la competencia entre los 15
dominios.

Los ligandos pueden estar, además, en una conformación abierta. En una conformación tal, los ligandos serán 
capaces de unirse simultáneamente tanto a la molécula que aumenta la semivida del ligando como a la segunda 
molécula diana. Típicamente, los dominios variables en una configuración abierta son (en el caso de los pares VH-
VL) se mantienen lo suficientemente separados para que los dominios no interaccionen y formen un sitio de unión al 20
anticuerpo y no compitan por la unión a sus respectivos epítopos. En el caso de los dímeros VH/ VHo VL/ VL, los 
dominios no están unidos forzados por ligadores rígidos. Naturalmente, tales emparejamientos de dominio no 
competirán por la unión al antígeno ni formarán un sitio de unión del anticuerpo.

Los fragmentos Fab y los anticuerpos enteros existirán principalmente en la conformación cerrada, aunque se 
apreciará que los ligandos de doble especificidad abiertos y cerrados es probable que existan en diversos equilibrios 25
en diferentes circunstancias. Es probable que la unión del ligando a un objetivo desplace el equilibrio hacia la 
configuración abierta Por lo tanto, ciertos ligandos de acuerdo con la invención pueden existir en dos 
conformaciones en solución, una de las cuales (la forma abierta) puede unirse a dos antígenos o epítopos de forma 
independiente, mientras que la conformación alternativa (la forma cerrada) solo puede unirse a un antígeno o 
epítopo; por tanto, los antígenos o epítopos compiten por la unión al ligando en esta conformación.30

Aunque la forma abierta del ligando de doble especificidad puede existir de este modo en equilibrio con la forma 
cerrada en solución, se contempla que el equilibrio favorecerá la forma cerrada; además, la forma abierta puede ser 
secuestrada por unión a la diana en una conformación cerrada. Preferentemente, por lo tanto, ciertos ligandos de 
doble especificidad de la invención están presentes en un equilibrio entre dos conformaciones (abierta y cerrada).

Los ligandos de doble especificidad se pueden modificar con el fin de favorecer una conformación abierta o cerrada.35
Por ejemplo, la estabilización de las interacciones VH-VL con enlaces disulfuro estabiliza la conformación cerrada.
Por otra parte, los ligadores usados para unir los dominios, incluidos los pares de dominio VH y dominio VL pueden 
construirse de tal manera que se favorezca la forma abierta; por ejemplo, los ligadores pueden impedir 
estéricamente la asociación de los dominios, tal como mediante la incorporación de residuos de aminoácidos 
grandes en lugares oportunos, o el diseño de una estructura rígida adecuada que mantenga los dominios 40
físicamente separados.

Caracterización del ligando de doble especificidad

La unión del ligando de especificidad doble sus antígenos o epítopos específicos se puede analizar mediante 
procedimientos que pueden ser familiares para los expertos en la técnica e incluyen ELISA. En una forma de 
realización preferida de la invención, la unión se analiza usando ELISA de fago monoclonal.45

El ELISA de fago puede realizarse de acuerdo con cualquier procedimiento adecuado: a continuación se indica un 
ejemplo de protocolo.

Las poblaciones de fagos producidos en cada ciclo de selección se puede someter a detección selectiva según su 
unión mediante ELISA al antígeno o epítopo seleccionado, para identificar los anticuerpos “policlonales” del fago.
Después, se puede realizar el ELISA de los fagos procedentes de colonias bacterianas infectadas sencillas de estas 50
poblaciones para identificar los anticuerpos “monoclonales” de los fagos. También es deseable realizar una 
detección selectiva de fragmentos solubles de anticuerpo para su unión a antígeno o al epítopo, y esto también se 
puede realizar mediante ELISA usando reactivos contra, por ejemplo la cola del extremo c o del extremo N (véase, 
por ejemplo, Winter y col. (1994) Ann. Rev. Immunology 12, 43355 y las referencias citadas en él.

La diversidad de los anticuerpos monoclonales del fago seleccionado también puede evaluarse mediante 55
electroforesis en gel de los productos de la PCR (Marks y col. 1991, ant.; Nissim y col. 1994 supra), sondaje 
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(Tomlinson y col., 1992) J. Mol. Biol. 227, 776) o mediante secuenciación del ADN del vector.

Estructura de los ligandos de doble especificidad

Como se ha descrito anteriormente, un anticuerpo se define en el presente documento como un anticuerpo (por 
ejemplo IgG, IgM, IgA, IgA, IgE) o fragmento (Fab, Fv, Fv unido por puentes disulfuro, scFv, diacuerpo) que 
comprende al menos un dominio variable de cadena pesada y de cadena ligera, al menos dos dominios variables de 5
cadena pesada o al menos dos dominios variables de cadena ligera. Puede derivar al menos en parte de cualquiera 
de las especies de origen natural que producen un anticuerpo o se puede crear mediante tecnología de ADN 
recombinante; esté aislado de suero, de células B, de hibridomas, de transfectomas, de levaduras o de bacterias).

En una forma de realización preferida, el ligando de doble especificidad comprende al menos un dominio variable 
único de cadena pesada de un anticuerpo y un dominio variable único de cadena ligera de un anticuerpo, o dos 10
dominios variables únicos de cadena pesada o ligera. Por ejemplo, el ligando puede comprender un par VH/ VL, un 
par de dominios VH o un par de dominios VL.

Los dominios variables primero y segundo de un ligando tal pueden estar en la misma cadena polipeptídica.
Alternativamente, pueden estar en cadenas polipeptídicas separadas. En el caso de que estén en la misma cadena 
polipeptídica pueden estar unidos por un ligador, que es, preferentementem una secuencia peptídica, como se ha 15
descrito anteriormente.

Los dominios variables primero y el segundo pueden estar asociados covalentemente o no covalentemente. En el 
caso en el que estén asociados de forma covalente, los enlaces covalentes pueden ser enlaces disulfuro.

En el caso en que los dominios variables se seleccionen de repertorios de genes V seleccionados usando, por 
ejemplo, tecnología de expresión en fagos tal como se describe en el presente documento, estos dominios variables 20
pueden comprender una región marco universal tal que puede reconocerse mediante un ligando genérico específico 
tal como se define en el presente documento. El uso de estructuras universales, ligandos genéricos y similares se 
describe en el documento WO99/20749.

Cuando se usan repertorios de genes V, la variación en la secuencia polipeptídica preferentemente se localiza 
dentro de los bucles estructurales de los dominios variables. Las secuencias polipeptídicas de cualquier dominio 25
variable pueden alterarse mediante arrastre o mediante mutación con el fin de reforzar la interacción de cada 
dominio variable con su par complementario. El barajado de ADN se conoce en la técnica y se enseña en, por 
ejemplo, Stemmer, 1994, Nature 370: 389391 y la patente de EE.UU. nº 6.297.053, ambos documentos 
incorporados en el presente documento por referencia. Otros procedimientos de mutagénesis son bien conocidos 
para los expertos en la técnica.30

En una forma de realización preferida, el "ligando de doble especificidad" es un fragmento Fv de cadena única. En 
una forma de realización alternativa de la invención, el "ligando de doble especificidad" consiste en formato Fab.

En un aspecto adicional, la presente divulgación proporciona un ácido nucleico que codifica al menos un “ligando de 
doble especificidad” como se define en el presente documento.

Un experto en la técnica apreciará que ambos antígenos o epítopos pueden unirse simultáneamente a la misma 35
molécula de anticuerpo. Alternativamente, pueden competir por la unión a la misma molécula de anticuerpo. Por 
ejemplo, cuando ambos epítopos se unen simultáneamente, ambos dominios variables de un ligando de doble 
especificidad son capaces de unirse de forma independiente a sus epítopos diana. Cuando los dominios compiten, el 
dominio variable es capaz de unirse a su objetivo, pero no al mismo tiempo que el otro dominio variable se une a su 
objetivo afín; o el primer dominio variable es capaz de unirse a su objetivo, pero no al mismo tiempo que el segundo 40
dominio variable se une a su objetivo afín.

Las regiones variables pueden proceder de anticuerpos dirigidos contra antígenos o epítopos diana. Como 
alternativa pueden derivar a partir de un repertorio de dominios de anticuerpo únicos tales como los expresados en 
la superficie del bacteriófago filamentoso. La selección se puede realizar como se describe a continuación.

En general, las moléculas de ácido nucleico y las construcciones de vector requeridas para la realización de la 45
presente invención se pueden construir y manipular como se expone en los manuales de laboratorio estándar, tales 
como Sambrook y col. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, USA.

La manipulación de ácidos nucleicos útiles en la presente invención se lleva a cabo típicamente en vectores 
recombinantes.

Por tanto, en un aspecto adicional, la presente divulgación proporciona un vector que comprende ácido nucleico que 50
codifica al menos un “ligando de doble especificidad” como se define en el presente documento.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, vector se refiere a un elemento pequeño que se usa para 
introducir ADN heterólogo en las células para su expresión y/o replicación. En experto en la técnica conocen bien los 
procedimientos mediante los cuales seleccionar o construir y, posteriormente usar, dichos vectores. Numerosos 
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vectores están públicamente disponibles, incluidos plásmidos bacterianos, bacteriófagos, cromosomas artificiales y 
vectores episomales. Tales vectores pueden utilizarse para la clonación  mutagénesis simples; como alternativa se 
emplea el vector de expresión génica. Un vector de uso de acuerdo con la invención puede seleccionarse para 
acomodar una secuencia de codificación de polipéptido de un tamaño deseado, típicamente de 0,25 kilobases (kb) a 
40 kb o más de longitud. Una célula huésped adecuada se transforma con el vector después de manipulaciones de 5
clonación in vitro. Cada vector contiene varios componentes funcionales, que, en general, incluyen un sitio de 
clonación (o “poliligador”), un origen de replicación y al menos un gen marcador seleccionable. Si el vector dado es 
un vector de expresión, posee adicionalmente uno o más de los siguientes: elemento potenciador, promotor, 
secuencias de la terminación de la transcripción y seña, cada una colocada en las proximidades del sitio de 
clonación de modo que están operablemente unidas al gen que codifica un ligando de acuerdo con la invención.10

Generalmente, tanto los vectores de clonación como de expresión contienen secuencias de ácido nucleico que 
permiten que el vector se replique en una o más células huésped seleccionadas. Normalmente, en los vectores de 
clonación, esta secuencia es una que permite que el vector se replique de forma independiente del ADN 
cromosómico del huésped e incluye orígenes de replicación o secuencias de replicación autónomas. Estas 
secuencias son bien conocidas para diversas bacterias, levaduras y virus. El origen de replicación del plásmido 15
pBR322 es adecuado para la mayoría de las bacterias gramnegativas, el origen del plásmido de 2 micrómetros es 
adecuado para levaduras y varios orígenes virales (p. ej., de SV40, de adenovirus) son útiles para los vectores de 
clonación en células de mamífero. Generalmente, el origen de replicación no se necesita para vectores de expresión 
en mamíferos, a menos que éstos se usen en células de mamífero capaces de replicar niveles altos de ADN, tales 
como células COS.20

De forma ventajosa, un vector de clonación o de expresión puede contener un gen de selección también 
denominado marcador seleccionable. Este gen codifica una proteína necesaria para la supervivencia o crecimiento 
de células huésped transformadas cultivadas en un medio de cultivo selectivo. Por tanto, las células huésped no 
transformadas con el vector que contiene el gen de selección no sobrevivirán en el medio de cultivo. Los genes de 
selección típicos codifican proteínas que confieren resistencia a antibióticos y otras toxinas, por ejemplo ampicilina, 25
neomicina, metotrexato o tetraciclina, complementan deficiencias auxótrofas o suministran nutrientes cruciales no 
disponibles en el medio de cultivo.

Dado que la replicación de los vectores que codifican un ligando de acuerdo con la presente invención se realiza de 
forma más conveniente en E. coli se usa un marcador seleccionable en E.coli, por ejemplo el gen de β-lactamasa 
que confiere resistencia al antibiótico ampicilina. Éstos se pueden obtener de plásmidos de E.coli, tal como pBR322 30
o un plásmido pUC tal como pUC18 or pUC19.

Normalmente, los vectores de expresión contienen un promotor que es reconocido por el organismo huésped y está 
operablemente unido a la secuencia codificadora de interés. Dicho promotor puede ser constitutivo o inducible. La 
expresión “operablemente unido” se refiere a una yuxtaposición en la que los componentes descritos están en una 
relación que les permite funcionar en el modo previsto. Una secuencia control “operablemente unida” a una 35
secuencia codificadora está unida de tal modo que se consigue la expresión de la secuencia codificadora en 
condiciones compatibles con las secuencias control.

Promotores adecuados para usar con huéspedes procariotas incluyen, por ejemplo, los sistemas promotores de -
lactamasa y lactosa, fosfatasa alcalina, el sistema promotor de triptófano (trp) y promotores híbridos tales como el 
promotor tac. Los promotores para uso en sistemas bacterianos también contendrán generalmente una secuencia 40
de Shine-Dalgarno unida operativamente a la secuencia de codificación.

Los vectores preferidos son los vectores de expresión que permiten la expresión de una secuencia de nucleótidos 
correspondiente a un miembro de la biblioteca de polipéptidos. Por tanto, la selección con el primer y / o segundo 
antígeno o epítopo se puede realizar mediante propagación y expresión separadas de un único clon que expresa el 
miembro de la biblioteca de polipéptidos o mediante el uso de cualquier sistema de visualización de la selección.45
Como se ha descrito en lo que antecede, un sistema de expresión de selección preferido es la expresión en 
bacteriófagos. Por lo tanto, se pueden usar los vectores de fagos o fagémidos, por ejemplo, Pit1 o pIT2. Las 
secuencias líder útiles en la invención incluyen pelB, stII, ompA, phoA, bla y pelA. Un ejemplo son los vectores de 
fagemidos que tienen un origen de replicación de E. coli. (para la replicación bicatenaria) y también un origen de 
replicación de fagos (para la producción de ADN monocatenario). La manipulación y expresión de dichos vectores es 50
bien conocida en la técnica (Hoogenboom y Winter (1992) ant.; Nissim y col. (1994) ant.). En pocas palabras, el 
vector contiene un gen de la β-lactamasa para conferir selectividad al fagemido y un promotor lac anterior a un 
casete de expresión que consiste en (de N a C terminal) una secuencia líder de pelB (que dirige el polipéptido 
expresado al espacio periplásmico), un sitio de clonación múltiple (para la clonación de la versión nucleotídica del 
miembro de la biblioteca), opcionalmente una o más colas peptídicas (para detección), opcionalmente uno o más 55
codones de terminación TAG y la proteína del fago pIII. Por tanto, el uso de varias cepas supresoras y no 
supresoras de E.coli y con la adición de glucosa, isopropiltio-β-D-galactósido (IPTG) o un fago colaborador, tal como 
VCS M13, el vector puede replicarse en forma de un plásmido sin expresión, producir grandes cantidades de solo el 
miembro de la biblioteca de polipéptidos o producir fagos, algunos de los cuales puede contener al menos una copia 
de la fusión polipéptido-pIII en su superficie.60
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La construcción de vectores que codifican ligandos según la invención emplea técnicas de ligación convencionales.
Los vectores aislados o los fragmentos de ADN se escinden, se adaptan y se vuelven a ligar en la forma deseada 
para generar el vector requerido. Si se desea, el análisis para confirmar que las secuencias correctas están 
presentes en el vector construido se puede realizar de una manera conocida. Los procedimientos adecuados para 
construir vectores de expresión, preparar transcritos in vitro, introducir ADN en células huésped y realizar análisis 5
para evaluar la expresión y ka función son conocidos por los expertos en la técnica. La presencia de una secuencia 
génica en una muestra se detecta, o su amplificación y / o expresión se cuantifica, mediante procedimientos 
convencionales, tales como análisis de tipo Southern o Northern, transferencia de tipo Western, transferencia en 
mancha de ADN, ARN o proteína, hibridación in situ, inmunocitoquímica o análisis de la secuencia de moléculas de 
ácidos nucleicos o de proteínas. Los expertos en la técnica preverán fácilmente cómo pueden modificarse estos 10
procedimientos, si se desea.

Antígenos capaces de aumentar la semivida del ligando

Los ligandos de doble especificidad según la invención, en una configuración de la misma, son capaces de unirse a 
una o más moléculas que pueden aumentar la semivida del ligando in vivo. Normalmente, dichas moléculas son 
polipéptidos que se producen de forma natural in vivo y que resisten la degradación o eliminación mediante 15
mecanismos endógenos que eliminan el material no deseado del organismo. Por ejemplo, la molécula que aumenta 
la semivida del organismo puede seleccionarse de entre las siguientes:

Proteínas de la matriz extracelular, por ejemplo, colágenos, lamininas, integrinas y fibronectina. Los colágenos 
son las proteínas principales de la matriz extracelular. Actualmente se conocen aproximadamente 15 tipos de 
moléculas de colágeno, que se encuentran en diferentes partes del cuerpo, por ejemplo colágeno de tipo I (que 20
representa el 90 % del colágeno corporal) que se encuentran en huesos, piel, tendón, ligamentos, córnea, 
órganos internos, o colágeno de tipo II que se encuentra en cartílago, discos vertebrales, la notocorda y el humor 
vítreo del ojo.

Proteínas que se encuentran en la sangre, incluyendo:

proteínas plasmáticas tales como fibrina, α-2 macroglobulina, seroalbúmina, fibrinógeno A, fibrinógeno B, 25
proteína amiloide A sérica, heptaglobin, profilina, ubiquitina, uteroglobulina y β-2-microglobulina;

Las enzimas e inhibidores tales como plasminógeno, lisozima, cistatina C, alfa-1-antitripsina e inhibidor de tripsina 
de páncreas. El plasminógeno es el precursor inactivo de la serina proteasa plasmina de tipo tripsina. encuentra 
normalmente circulando en la corriente sanguínea. Cuando el plasminógeno se activa y se convierte en plasmina, 
despliega un potente dominio enzimático que disuelve las fibras de fibrinógeno que enredan las células sanguíneas 30
en un coágulo de sangre. Esto se denomina fibrinólisis.

Proteínas del sistema inmunológico, como IgE, IgG, IgM.

Proteínas de transporte, tales como proteína de unión a retinol, α-1 microglobulina.

Defensinas tales como beta-defensin 1, defensinas de neutrófilos 1,2 y 3.

Proteínas que se encuentran en la barrera hematoencefálica o en tejidos neurales, tales como el receptor de 35
melanocortina, mielina, transportador de ascorbato.

Proteínas de fusión de ligando específico del receptor de la transferrina-agente neurofarmacéutico específicas de los 
receptores de transferrina (véase el documento US5977307);

receptor de células endoteliales de los capilares del cerebro, transferrina, receptor de la transferrina, insulina, 
receptor del factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF 1), receptor del factor de crecimiento similar a la insulina 40
2 (IGF 2), receptor de la insulina.

Proteínas localizadas en el riñón, tales como policistina, colágeno tipo IV, transportador K1 de aniones orgánicos, 
antígeno de Heymann.

Proteínas localizadas en el hígado, por ejemplo alcohol deshidrogenasa, G250.

Factor X de la coagulación sanguínea45

α1 antitripsina

TNF 1α

Proteínas localizadas en el pulmón, tal como el componente secretor (se une a IgA).

Proteínas localizadas en el corazón, por ejemplo HSP 27. Esto se asocia con una miocardiopatía dilatada.

Proteínas localizadas en la piel, por ejemplo queratina.50
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Proteínas específicas del hueso, tales como proteínas morfogénicas de hueso (BMP), que son una subpoblación de 
la superfamilia del factor de crecimiento transformante β que demuestran actividad osteogénica. Ejemplos incluyen 
BMP-2, -4, -5, -6, -7 (también denominada proteína osteogénica (OP-1) y -8 (OP-2).

Proteínas específicas de tumor, incluyendo el antígeno del trofoblasto humano, el receptor de herceptina, el receptor 
de estrógenos, catepsinas por ejemplo, catepsina B (que se encuentran en el hígado y el bazo).5

Proteínas específicas de enfermedad, tales como antígenos expresados sólo en células T activadas: incluidas LAG-
3 (gen de activación de linfocitos), ligando de osteoprotegerina (OPGL) véase Nature 402, 304309 1999, OX40 (un 
miembro de la familia de los receptores de TNF, expresado en las células T y la única molécula de células T 
coestimuladoras que se sabe que están específicamente reguladas por incremento en células productoras de virus 
de la leucemia de células T humana de tipo -I (HTLV-I). Véase J Immunol. 2000 Jul 1;165(1):263 - 70;10
metaloproteasas (asociadas con artritis/cáncer) incluidas CG6512 de Drosophila, paraplegina humana, FtsH 
humana, AFG3L2 humana, ftsH murino; y factores de crecimiento angiogénico, incluido el factor de crecimiento 
fibrobástico ácido (FGF-1), el factor de crecimiento fibrobástico básico (FGF-2), factor de crecimiento endotelial 
vascular /factor de permeabilidad vascular  (VEGF/VPF), factor trnasformante de crecimiento a (TGF a), factor de 
necrosis tumoral alfa  (TNF-α), angiogenina, interleukina-3 (IL-3), interleukina-8 (IL-8), factor de crecimiento 15
endotelial derivado de plaquetas (PD-ECGF), factor de crecimiento placentario (P1GF), factor de crecimiento 
derivado de las plauetas midkine BB (PDGF), y fractalkina.

Proteínas de estrés (proteínas del shock térmico)

Las HSP normalmente se encuentran intracelularmente. Cuando se encuentran extracelularmente es indicativo de 
que la célula ha muerto y sus componentes se han diseminado. Esta muerte celular no programada (necrosis) se 20
produce solo como resultado de traumatismo, enfermedad o lesión, y, por tanto, in vivo, las HSP desencadenan una 
respuesta del sistema inmunitario, que luchará contra la infección  y la enfermedad. Una doble especificidad que se 
une a una HSP extracelular puede localizarse en un sitio de la enfermedad.

Proteínas implicadas en el transporte de Fc

Receptor de Brambell (conocido también como FCRB)25

Este receptor de Fc tiene dos funciones, ambas potencialmente útiles para liberación

Las funciones son

El transporte de IgG de la madre al niño a través de la placenta

la protección de IgG de la degradación prolongando así su semivida en suero de la IgG. Se cree que el receptor 
recicla la IgG del endosoma.30

Véase, Holliger et al, Nat Biotechnol 1997 Jul;15(7):632 – 6.

Los ligandos pueden diseñarse para ser específicos para los objetivos antes mencionados sin requerir ningún 
aumento o incrementar la semivida in vivo. Por ejemplo, los ligandos según la invención pueden ser específicos de 
los objetivos seleccionados de los anteriores que son específicos de tejido, lo que permite la focalización específica 
de tejido del ligando de doble especificidad, o un monómero de dAb que se une a una diana terapéuticamente 35
relevante específica de tejido, independientemente de cualquier aumento en la semivida, aunque esto puede resultar
Además, cuando el ligando o el monómero de dAb está dirigido al riñón o al hígado, esto puede redirigir el ligando o 
el monómero de dAb a una ruta de aclaramiento alternativa in vivo (por ejemplo, el ligando puede alejarse del 
aclaramiento hepático al aclaramiento renal).

Uso de ligandos multiespecíficos de acuerdo con la segunda configuración de la invención40

Los ligandos multiespecíficos de acuerdo con el procedimiento de la segunda configuración de la presente invención 
se pueden emplear en aplicaciones terapéuticas y profilácticas in vivo, en aplicaciones de diagnóstico in vitro e in 
vivo, en aplicaciones de reactivos y ensayos in vitro y similares. Por ejemplo, las moléculas de anticuerpo se pueden 
utilizar en técnicas de ensayo basadas en anticuerpos, tales como técnicas de ELISA, de acuerdo con 
procedimientos conocidos por los expertos en la técnica.45

Como se mencionó anteriormente, los ligandos multiespecíficos según la invención son de uso en procedimientos de 
diagnóstico, profilácticos y terapéuticos. Los anticuerpos multiespecíficos según la invención son de uso para el 
diagnóstico en análisis Western y detección de proteínas in situ por procedimientos inmunohistoquímicos estándar; 
para su uso en estas aplicaciones, los ligandos pueden marcarse de acuerdo con técnicas conocidas en la materia. 
Además, dichos polipéptidos de anticuerpo pueden usarse de forma preparativa en procedimientos de cromatografía 50
de afinidad, cuando forman complejos con un soporte cromatográfico, tal como una resina. Todas estas técnicas 
son bien conocidas para los expertos en la materia.

Usos de diagnóstico de los ligandos multiespecíficos de conformación cerrada incluyen ensayos homogéneos para 
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analitos que explotan la capacidad de los ligandos multiespecíficos de conformación cerrada para unirse a dianas en 
competición, de tal modo que dos dianas no pueden unirse simultáneamente (una conformación cerrada) o, 
alternativamente, su capacidad para unirse dos dianas silmultáneamente (una conformación abierta).

Composiciones y usos terapéuticos y de diagnóstico

La invención proporciona composiciones que comprenden un antagonista del factor de necrosis tumoral (TNFR1) 5
que se une al TNFR1 e inhibe la transducción de señal a través de TNFR1; (i) en el que dicho antagonista no innhibe 
la unión de TNFα to TNFR1; (ii) en el que dicho antagonista es un anticuepro de dominio (dAb); y (ii) en el que dicho 
dAb comprende una secuencia de aminoácidos que es al menos un 90% homóloga a la secuencia de aminoácidos 
de TAR2h-205 (SEC ID N º 627 en la Figura 27I), y un vehículo farmacéuticamente aceptable, diluyente o excipiente, 
y procedimientos terapéuticos y de diagnóstico que emplean los ligandos o las composiciones de la invención.10
Antagonistas y ligandos (por ejemplo, ligandos de doble especificidad, ligandos multiespecíficos, monómeros de 
dAb) de acuerdo con el procedimiento de la presente invención se pueden emplear en aplicaciones terapéuticas y 
profilácticas in vivo, en aplicaciones de diagnóstico in vitro e in vivo, en aplicaciones de reactivos y ensayos in vitro y 
similares.

Los usos terapéuticos y profilácticos de los antagonistas y ligandos (por ejemplo, ligandos multiespecíficos, ligandos 15
de doble especificidad, monómeros de dAb) de la invención implican la administración de antagonistas y / o ligandos 
de acuerdo con la invención a un mamífero receptor, tal como un ser humano. Los ligandos de doble especificidad o 
multiespecíficos (p. ej., formatos de anticuerpos de doble especificidad) se van a unir a los antígenos multimérico 
con gran avidez. Ligandos duales o multiespecíficos pueden permitir el entrecruzamiento de dos antígenos, por 
ejemplo en el reclutamiento de células T citotóxicas para mediar en la muerte de las líneas de células tumorales.20

Se prefieren los ligandos sustancialmente puros o proteínas de unión de los mismos, por ejemplo, monómeros de 
dAb, de al menos 90 a 95% de homogeneidad para la administración a un mamífero, y del 98 al 99% o más de 
homogeneidad es el más preferido para usos farmacéuticos, especialmente cuando el mamífero es un ser humano.
Una vez purificados, parcialmente o hasta la homogeneidad según se desee, los ligandos pueden usarse 
diagnósticamente o terapéuticamente (incluyendo de forma extracorpórea) o en el desarrollo y realización de 25
procedimientos de ensayo, tinciones inmunofluorescentes y similares (Lefkovite y PEMIS, (1979 y 1981) 
Immunological Methods, Volumes I and II, Academic Press, NY).

Por ejemplo, los ligandos o proteínas de unión de los mismos, por ejemplo, monómeros de dAb, de la presente 
invención típicamente encontrarrán utilidad en la prevención, supresión o tratamiento de estados inflamatorios 
incluyendo las enfermedades inflamatorias agudas y crónicas. Por ejemplo, los antagonistas y / o ligandos se 30
pueden administrar para tratar, suprimir o prevenir una enfermedad crónica inflamatoria, hipersensibilidad alérgica, 
cáncer, infección bacteriana o viral, trastornos autoinmunes (que incluyen, pero no se limitan a, diabetes de tipo I, 
asma, esclerosis múltiple, artritis reumatoide, artritis reumatoide juvenil, artritis psoriásica, espondiloartropatía (por 
ejemplo, espondilitis anquilosante), lupus eritematoso sistémico, enfermedad inflamatoria del intestino (por ejemplo, 
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa), miastenia grave y síndrome de Behcet), psoriasis, endometriosis, y 35
adherencias abdominales (por ejemplo, tras cirugía abdominal).

En la presente solicitud, el término "prevención" implica la administración de la composición protectora antes de la 
inducción de la enfermedad. ."Supresión" se refiere a la administración de la composición después de un 
acontecimiento inductor, pero antes de la aparición clínica de la enfermedad. “Tratamiento" implica la administración 
de la composición protectora después de que los síntomas de la enfermedad se ponen de manifiesto.40

Se dispone de sistemas de modelos animales que se pueden usar para detectar la eficacia de los antagonistas de 
TNFR1 de la invención (p. ej., ligandos, anticuerpos o proteínas de unión de los mismos) en la protección contra, o el 
tratamiento de, la enfermedad. En la técnica se conocen procedimientos para analizar el lupus eritematoso sistémico 
(LES) en ratones susceptibles (Knight et al. (1978) J. Exp. Med., 147: 1653; Reinersten et al. (1978) New Eng. J. 
Med., 299: 515). La miastenia gravis (MG) se analiza en ratones SJL/J hembras mediante la inducción de la 45
enfermedad con proteína AchR sluble de otra especie (Lindstrom et al. (1988) Adv. Immunol., 42: 233). La artritis se 
induce en una cepa susceptible de ratones mediante inyección de colágeno de tipo II (Stuart et al. (1984) Ann. Rev. 
Immunol., 42: 233). Se ha descrito un modelo mediante el cual se induce artritis adyuvante en ratas susceptibles 
mediante inyección de proteína del shock térmico micobacteriana (Van Eden et al. (1988) Nature, 331: 171). Se 
induce tiroiditis en ratones mediante la administración de tiroglobulina, tal como se ha descrito (Maron et al. (1980) J. 50
Exp. Med., 152: 1115). La diabetes mellitus dependiente de insulina (DMDI) se produce de forma natural o se puede 
inducir en ciertas cepas de ratones, tales como las descritas por Kanasawa et al. (1984) Diabetologia, 27: 113. EAE 
en ratas y ratones sirve como modelo para la EM en seres humanos. En este modelo se induce enfermedad 
desmielinizante mediante la administración de proteína básica de mielina (véase Paterson (1986) Textbook of 
Immunopathology, Mischer et al., eds., Grune and Stratton, New York, pp. 179 - 213; McFarlin et al. (1973) Science, 55
179: 478: y Satoh et al. (1987) J. Immunol., 138: 179).

En general, los presentes antagonistas (p. ej., ligandos) se utilizarán en forma purificada junto con transportadores 
farmacológicamente adecuados. Normalmente, estos transportadores incluyen soluciones acuosas o 
alcohólicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, todas incluyendo medios salinos y/o tamponados. Vehículos 
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parenterales incluyen solución de cloruro sódico, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro sódico y solución de Ringer 
lactato. Los adyuvantes fisiológicamente aceptables adecuados, si son necesarios para mantener un complejo 
polipeptídico en suspensión, se pueden escoger de espesantes tales como carboximetilcelulosa, polivinilpirrolidona, 
gelatina y alginatos.

Vehículos intravenosos incluyen reponedores de fluidos y de nutrientes y reponedores de electrolitos, tales como los 5
basados en dextrosa de ringer. También pueden estar presentes conservantes y otros aditivos, tales como 
antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y gases inertes (Mack (1982) Remington's Pharmaceutical 
Sciences, 16th Edition). Se puede usar una variedad de formulaciones adecuadas, incluidas formulaciones de 
liberación extendida.

Los antagonistas (p. ej., ligandos) de la presente invención se pueden usar en forma de composiciones 10
administradas por separado o junto con otros agentes. Éstos pueden incluir varios fármacos inmunoterapéuticos, 
tales como ciclosporina, metotrexato, adriamicina o cisplatino, e inmunotoxinas. Las composiciones farmacéuticas 
pueden incluir “cócteles” de varios agentes citotóxicos o de otro tipo junto con los antagonistas (p. ej., ligandos) de la 
presente invención, o incluso combinaciones d eligandos de acuerdo con la presente invención que tienen diferentes 
especificidades, tales como ligandos seleccionados usando diferentes antígenos o epítopos diana, se hayan 15
combinado o no antes de la administración.

La vía de administración de las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invención puede ser 
cualquiera de las conocidas habitualmente por los expertos en la técnica. Para terapia, incluida la inmunoterapia sin 
limitaciones, sus ligandos seleccionados de la invención se pueden administrar a cualquier paciente de acuerdo con 
técnicas estándar. La administración se puede realizar de cualquier modo, incluidas las vías parenteral, intravenosa, 20
intramuscular, intraperitoneal, transdérmica, mediante la vía pulmonar o, también, adecuadamente, mediante 
infusión directa con un catéter. La dosificación y la frecuencia de administración dependerán de la edad, el sexo y la 
afección del paciente, la administración concurrente de otros fármacos, contraindicaciones y otros parámetros que el 
médico ha de tener en cuenta. La administración puede ser local (p. ej., liberación local en los pulmones mediante 
administración pulmonar, p. ej., administración intranasal) o sistémica, según lo indicado.25

Los ligandos de la presente invención se pueden liofilizar para su almacenamiento y reconstituirse en un 
transportador adecuado antes de usar. Se ha mostrado que esta técnica es eficaz con las inmunoglobulinas 
convencionales y se pueden emplear las técnicas de liofilización y reconstitución conocidas en la materia. Los 
expertos en la técnica pueden apreciar que la liofilización y reconstitución pueden conducir a varios grados de 
pérdida de actividad del anticuerpo (p. ej., con inmunoglobulinas convencionales, los  anticuerpos IgM tienden a 30
tener mayor pérdida de actividad que los anticuerpos IgG), y que los niveles de uso pueden tener que ajustarse de 
forma creciente para compensar.

Las composiciones que contienen los presentes antagonistas de la invención (p. ej., ligandos) o un cóctel de las 
mismas se pueden administrar para tratamientos profilácticos y/o terapéuticos. En ciertas aplicaciones terapéuticas, 
una cantidad adecuada pata conseguir al menos una inhibición, supresión, modulación, muerte parciales, o algún 35
otro parámetro mensurable, de una población de células seleccionadas se define como una “dosis terapéuticamente 
eficaz”. Las cantidades necesarias para alcanzar esta dosificación dependerán de la gravedad de la enfermedad y 
del estado general del propio sistema inmunitario del paciente pero, en general, varían de 0,0005 a 5,0 mg de 
ligando, por ejemplo anticuerpo, receptor (p. ej., un receptor de células T) o proteína de unión de los mismos por
kilogramo de peso corporal, siendo las dosis de 0,05 a 2,0 mg/kg las más habituales. Para aplicaciones profilácticas, 40
las composiciones que contienen los presentes ligandos o cócteles de los mismos también se pueden administrar a 
dosis similares o ligeramente menores, para prevenir, inhibir o retrasar el inicio de la enfermedad (p. ej., para 
mantener la remisión o quiescencia, o prevenir la fase aguda). El clínico experto podrá determinar el intervalo de 
dosificación adecuado para tratar, suprimir o prevenir la enfermedad. Cuando un antagonista de TNFR1 (p. ej., 
ligando) se administra para tratar, suprimir o prevenir una enfermedad inflamatoria crónica, se puede administrar 45
hasta cuatro veces al día, dos veces a la semana, una vez cada dos semanas, una vez al mes o una vez cada dos 
meses, a una dosis de, por ejemplo, aproximadamente 10 µg/kg a aproximadamente 80 mg/kg, aproximadamente 
100 µg/kg a aproximadamente 80 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 80 mg/kg, 
aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 70 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 60 mg/kg, 
aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 40 mg/kg, 50
aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg , 
aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 10 µg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, 
aproximadamente 10 µg/kg a aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 10 µg/kg a aproximadamente 2,5 mg/kg, 
aproximadamente 1 mg/kg, aproximadamente 2 mg/kg, aproximadamente 3 mg/kg, aproximadamente 4 mg/kg, 
aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 6 mg/kg, aproximadamente 7 mg/kg, aproximadamente 8 mg/kg, 55
aproximadamente 9 mg/kg o aproximadamente 10 mg/kg.  En formas de realización concretas, el ligando de TNFR1 
(e.g., antagonista) se administra para tratar, suprimir o prevenir una enfermedad inflamatoria crónica una vez cada 
dos semanas o una vez al mes a una dosis de aproximadamente 10 µg/kg a aproximadamente 10 mg/kg (e.g., 
aproximadamente 10 µg/kg, aproximadamente 100 µg/kg, aproximadamente 1 mg/kg, aproximadamente 2 mg/kg, 
aproximadamente 3 mg/kg, aproximadamente 4 mg/kg, aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 6 mg/kg, 60
aproximadamente 7 mg/kg, aproximadamente 8 mg/kg, aproximadamente 9 mg/kg o aproximadamente 10 mg/kg.)
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El tratamiento o terapia realizado usando las composiciones descritas en la presente memoria descriptiva se 
considera “eficaz” si se redicen uno o más síntomas (p. ej., en al menos 10 % o al menos un punto en una escala de 
evaluación clínica) respecto a dichos síntomas presentes antes del tratamiento, o respecto a dichos síntomas en un 
individuo (humano o animal) no tratado con dicha composición u otro control adecuado. Obviamente, los síntomas 
varían en función de la enfermedad o trastorno diana, pero un clínico o técnica expero los puede medir. Dichos 5
síntomas se pueden medir mediante, por ejemplo, monitorización del nivel de uno o más indicadores bioquímicos de 
la enfermedad o trastorno (p. ej., niveles de una enzima o metabolito correlacionados con la enfermedad, números 
de células afectadas etc.), mediante monitorización de las manifestaciones físicas (p. ej., inflamación, tamaño del 
tumor etc.) o mediante una escala de evaluación clínica aceptada, por ejemplo la escala Expanded Disability Status 
Scale (para la esclerosis múltiple), el cuestionario Irvine Inflammatory Bowel Disease Questionnaire (evaluación de 10
32 puntos de la calidad de vida con respecto a la función intestinal, síntomas sistémicos, función social y estado 
emocional, la puntuación varía de 32 a 224, en el que las puntuaciones más altas indican una mejor calidad de vida), 
la escala Quality of Life Rheumatoid Arthritis Scale u otras escalas de evaluación clínica aceptadas conocidas en el 
campo. Una reducción sostenida (p. ej., un día o más, preferentemente más prolongada) en los síntomas de la 
enfermedad o trastorno e al menos un 10 % o en uno o más puntos en una escala clínica dada es indicativa de 15
tratamiento “eficaz”. De igual forma, la profilaxis realizada usando una composición como se ha descrito en la 
presente memoria descriptiva es “eficaz” si el inicio o gravedad de uno o más síntomas se retrasa, reduce o anula 
con respecto a dichos síntomas en un individuo simular (humano o animal) no tratado con la composición.

Una composición que contiene un antagonista (p. ej., ligando) o un cóctel de las mismas de acuerdo con la presente 
invención se puede utilizar en contextos profilácticos y terapéuticos para ayudar en la alteración, inactivación, muerte 20
o eliminación de una población celular diana seleccionada en un mamífero. Además, los repertorios seleccionados 
de polipéptidos descritos en la presente memoria descriptiva se pueden usar de forma extracorpórea o in vitro de 
forma selectiva para matar, depencionar o, de otro modo, eliminar de forma eficaz una población celular diana de un 
grupo heterogéneo de células. La sangre de un mamífero se puede combinar de forma extracorpórea con los 
ligandos, por ejemplo anticuerpos, receptores de superficie celular o proteínas de unión de los mismos, de modo que 25
mata las células no deseadas o, de otro modo, son eliminadas de la sangre para devolverla al mamífero de acuerdo 
con técnicas estándar.

Una composición que contiene un antagonista (p. ej., ligando) o de acuerdo con la presente invención se puede 
utilizar en contextos profilácticos y terapéuticos para ayudar en la alteración, inactivación, muerte o eliminación de 
una población celular diana seleccionada en un mamífero.30

Los  antagonistas anti-TNFR1 (p. ej., ligandos, monómeros de dAb) se pueden administrar y/o formular juntos con 
uno o más agentes activos o terapéuticos adicionales. Cuando un antagonista de TNFR1 (p. ej., ligando, monómero 
de dAb) se administra con un agentes terapéutico adicional, el antagonista de TNFR1 se puede administrar antes, 
de forma simultánea o después de la administración del agente adicional. En general, el antagonista de TNFR1 (. ej., 
ligando, monómero de dAb) y el agente adicional se administrar de un modo que se produce un solapamiento del 35
efecto terapéutico.

En una realización, la invención proporciona el uso de un ligando de la invención en la fabricación de un 
medicamento para el tratamiento, supresión o prevención de una enfermedad inflamatoria crónica.

En una realización, la invención proporciona el uso de un ligando de la invención en la fabricación de un 
medicamento para el tratamiento, supresión o prevención de artritis (p. ej., artritis reumatoide, artritis reumatoide 40
juvenil, espondilitis anquilosante, artritis psoriásica.

En otra realización, la invención proporciona el uso de un ligando de la invención en la fabricación de un 
medicamento para el tratamiento, supresión o prevención de la psoriasis.

En otra realización, la invención proporciona el uso de un ligando de la invención en la fabricación de un 
medicamento para el tratamiento, supresión o prevención de una enfermedad inflamatoria intestinal (p. ej., 45
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa).

En otra realización, la invención proporciona el uso de un ligando de la invención en la fabricación de un 
medicamento para el tratamiento, supresión o prevención de la enfermedad pulmonar obstructiva crónica (p. ej., 
bronquitis crónica, bronquitis obstructiva crónica, enfisema).

En otra realización, la invención es el uso de un ligando de la invención en la fabricación de un medicamento para el 50
tratamiento, supresión o prevención de neumonía (p. ej., neumonía bacteriana, tal como Staphylococcal pneumonia),

La invención proporciona el uso de un ligando de la invención en la fabricación de un medicamento para el 
tratamiento, supresión o prevención de otras enfermedades pulmonares además de la enfermedad pulmonar 
obstructiva crónica y la neumonía. Otras enfermedades pulmonares que se pueden tratar, suprimir o prevenir  de 
acuerdo con la invención incluyen, por ejemplo, fibrosis quística y asma (p. ej., asma resistente a esteroides).55

Por tanto, en otra realización, la invención proporciona el uso de un ligando de la invención en la fabricación de un 
medicamento para el tratamiento, supresión o prevención de una enfermedad pulmonar (p. ej., fibrosis quística, 

E05789778
12-06-2014ES 2 471 943 T3

 



34

asma).

En formas de realización concretas, un antagonista de la invención se administra vía liberación pulmonar, tal como 
mediante inhalación (p. ej., intrabronquial, intranasal o inhalación oral, gotas intranasales) o mediante administración 
sistémica (p. ej., parenteral, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, subcutánea).

En otra forma de realización, la invención proporciona el uso de un ligando de la invención en la fabricación de un 5
medicamento para el tratamiento, supresión o del shock séptico, que comprende administrar a un mamífero que lo 
necesite una dosis o cantidad terapéuticamente eficaz de un antagonista de TNFR1 (p. ej., un ligando que 
comprende un monómero de dAb que se une a TNFR1).

En una forma de realización preferida de la invención, la enfermedad es cáncer o una enfemedad inflamatoria (p. ej., 
artritis reumatoide, asma o enfermedad de Crohn).10

Ejemplos

La invención se describe adicionalmente para fines ilustrativos únicamente, mediante los ejemplos siguientes. Como 
se usa en el presente documento, con fines de nomenclatura de dAb, el TNFα humano se denomina TAR1 y el 
receptor 1 del TNFα humano (receptor p55) se denomina TAR2.

Los ejemplos relacionados con TAR1 solo están incluidos con fines ilustrativos y de soporte d elos procedimientos 15
de identificación y preparación de dAb.

Ejemplo 1. Selección de un anticuerpo de scFv de doble especificidad (K8) dirigido contra la seroalbúmina 
humana (HSA) y β-galactosidasa (β -gal).

Esje ejemplo explica un procedimiento de preparación de un anticuerpo de doble especificidad dirigido contra β-gal 
and HSA en el que un repertorio de dominios variables Vκ unidos a un dominio VH de la línea germinal (simulado) se 20
selecciona según su unión a β-gal y un repertorio de dominios variables VH unidos a un dominio Vκ de la línea 
germinal se selecciona según su unión a HSA. Los dominios variables de VH HSA y Vκ β-gal seleccionados se 
combinan y los anticuerpos se seleccionan según la unión a β-gal y HSA. La HSA es una proteína de semivida 
creciente hallada en sangre humana.

En este experimento se usaron cuatro bibliotecas de anticuerpos de fagos humanos.25

Biblioteca 1 Línea germinal VK/DVT VH 8,46 x 107

Biblioteca 2 Línea germinal Vκ/NNK VH 9,64 x 107

Biblioteca 3 Línea germinal VH/DVT Vκ 1,47 x 108

Biblioteca 4 Línea germinal VH/NNK Vκ 1,45 x 108

Todas las bibliotecas se basan en un marco humano único para VH (V3 - 23/DP47 yJH4b) y Vκ (O12/02/DPK9 y Jκl) 
con una diversidad de cadenas laterales incorporadas en las regiones determinantes de a complementariedad  
(CDR2 y DR3).

La biblioteca 1 y la biblioteca 2 contienen una secuencia  Vκ mientras que la secuencia VH está diversificada en las 30
posiciones H50, H52, H52a, H53, H55, H56, H58, H95, H96, H97 y H98 (codificados por DVT o NNK, 
respectivamente) (Figura 1). La biblioteca 3 y la biblioteca 4 contienen una secuencia  VH simulada, mientras que la 
secuencia Vκ está diversificada en las posiciones L50, L53, L91, L92, L93, L94 and L96 (codificados por DVT o NNK, 
respectivamente) (Figura 1). Las bibliotecas están en el formato del fagemido pIT2/ScFv (Figura 2) y se han 
preseleccionado según la unión a los ligandos genéricos, proteína A y proteína L, de modo que la mayoría de los 35
clones y las bibliotecas no seleccionadas sean funcionales. Los tamaños de las bibliotecas mostradas anteriormente 
corresponden a los tamaños después de la preselección. La biblioteca 1 y la biblioteca 2 se mezclaron antes de las 
selecciones en antígeno para dar una única biblioteca VH/ Vκ simulada y la biblioteca 3 y la biblioteca 4 se mezclaron 
para formar una única biblioteca Vκ/VH simulada.

Se realizaron tres rondas de selecciones en β-gal usando la biblioteca Vκ/VH simulada y se realizaron tres rondas de 40
selecciones en HSA usando la biblioteca VH/ Vκ simulada.

En el caso de β-gal, los títulos del fago subieron de 1,1 x 106 en la primera ronda a 2,0 x 108 en la segunda ronda.
En el caso de HSA, los títulos del fago subieron de 2 x 104 en la primera ronda a 1,4 x 109 en la segunda ronda. Las 
selecciones se realizaron como describen Griffith et al., (1993), a excepción de que el fago colaborador KM13 (que 
contiene una proteína pII con un sitio de escisión con proteasa entre los dominios D2 y D3) se usó y el fago eluyó 45
con 1 mg/ml de tripsina en PBS. La adición de tripsina escinde las proteínas pIII derivadas del fago colaborador 
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(pero no del fagemido) y eluye fusiones scFv-fago unidas mediante escisión en la cola c-myc (Figura 2), de modo 
que proporciona un enriquecimiento adicional para los fagos que expresan scFv funcionales y una correspondiente 
reducción del fondo (Kristensen & Winter, Folding & Design 3: 321 - 328, Jul 9, 1998). Las selecciones se realizaron 
usando inmunotubos recubiertos con HSA o β-gal a una concentración de 100 µg/ml-

Para compprobar la unión, se sometió a detección selectiva a 24 colonias de la tercera ronda de cada selección 5
mediante ELISA de fago monoclonal. Las partículas de fago se produjeron como describen Harrison et al., Methods 
Enzymol. 1996;267:83 - 109. Placas de ELISA de 96 pocillos se recubrieron con 100µl de HSA o β-gal a una 
concentración de 10 µg/ml en PBS durante la noche a 4° C. Se siguió un protocolo estándar de ELISA (Hoogenboom 
et al., 1991) usando detección del fago unido con un conjugado anti-M13-HRP. Una selección de clones dio señales 
de ELISA superiores a  1,0 con 50 µl de sobrenadante.10

Después, se realizaron preparaciones de ADN de la biblioteca VH/Vκ simulada seleccionada en HSA y de la 
biblioteca Vκ/VH simulada seleccionada en β-gal usando el kit QIAprep Spin Miniprep  (Qiagen). Para acceder a la 
mayor parte de la diversidad, realizaron preparaciones de ADN de cada una de las tres rondas de selecciones y 
después se juntaron para cada uno de los antígenos. Las preparaciones de ADN se digirieron después con SalI/NotI
durante la noche a 37ºC. Tras la purificación en gel de los fragmentos, las cadenas Vκ de la biblioteca Vκ/ VH15
simulada seleccionada en β-gal se ligaron en lugar de una cadena  Vκ simlada de la biblioteca VH/ Vκ simulada 
seleccionada en HSA, creando una biblioteca de  3,3 x 109 clones.

Esta bibliotecas se seleccionó en HSA (primera ronda) y β-gal (segunda ronda) o selección con HSA β-gal o 
selecciσn en β-gal (primera ronda) y HSA β-gal (segunda ronda). Las selecciones se realizaron como se ha descrito 
en lo que antecede. En cada caso, después de la segunda ronda se analizaron 48 clones según su unión a HSA y β-20
gal mediante el ELISA de fago monoconal (como se ha descrito en lo que antecede) y mediante ELISA de los 
fragmentos scFv solubles. Los fragmentos de anticuerpo solubles se produjeron como han descrito Harrison et al.,
(1996) y se siguió el protocolo de ELISA estándar Hoogenboom et al. (1991) Nucleic Acids Res., 19: 4133, a 
excepción de que se usó 2 % de Tween/PBS como tampón de bloqueo y los scFv unidos se detectaron con Proteina 
L-HRP. Tres clones (E4, E5 y E8) de la selección HSA/β-gal y dos clones (K8 y K10) de la selección β-gal/HSA 25
pudieron unirse a ambos antígenos. Los scFv de estos clones se amplificaron mediante PCR y se secuenciaron 
como han descrito by Ignatovich et al., (1999) J Mol Biol 1999 Nov 26;294(2):457 - 65, usando los cebadores LMB3 y 
pH ENseq. El análisis de secuencia reveló que todos los clones eran idénticos. Por tanto, solo un clon que codifica 
un anticuerpo de especificidad doble (K8) se eligió para su procesamiento posterior (Figura 3).

Ejemplo 2. Caracterización de las propiedades de unión del anticuerpo K830

En primer lugar, las propiedades de unión del anticuerpo K8 se caracterizaron mediante el ELISA de fago 
monoclonal. Una placa de 96 pocillos se revistió con 100µl de HSA y β-gal junto con fsfatasa alcalina (APS), 
seroalbúmina bovina (BSA), aglutinina de cacahuete, lisozima y citocromo c (para comprobar la reactividad cruzada) 
a una concentración de 10 µg/ml en PBS durante la noche a 4° C. El fagemido del clon K8 clone se rescató con 
KM13 como describen Harrison et al., (1996) y el sobrenadante (50 µl) que contie el fago analizado directamente. Se 35
siguió un protocolo de ELISA estándar (Hoogenboom et al., 1991) usando detección del fago unido con un 
conjugado anti-M13-HRP. Se encontró que el anticuerpo K8 de doble especificidad se une a HSA y β-gal cuando se 
expresan sobre la superficie del fago con señales de absorbancia superiores a 1,0 (Figura 4). También se observó 
una unión fuerte a BSA (Figura 4). Dado que HSA and BSA tienen una homología del 76% a nivel de aminoácidos, 
no es sorprendente que el anticuerpo K8 reconoce ambas proteínas relacionadas estructuralmente. No se detectó 40
reactividad cruzada con otras proteínas (Figura 4).

En segundo lugar, las propiedades de unión del anticuerpo K8 se analizaron en un ELISA scFv soluble. La 
producción del fragmento de scFv soluble se indujo mediante IPTG como describen Harrison et al., (1996). Para 
determinar los niveles de expresión del scFv de K8, los fragmentos de anticuerpo soluble se purificaron del 
sobrenadante de inducciones de 50 ml usando columnas de Proteína A-Sefarosa como describen Harlow and Lane, 45
Antibodies: a Laboratory Manual, (1988) Cold Spring Harbor. Después se midió la DO280 y la concentración proteica 
se calculó como describen Sambrook et al., (1989). El scFv de K8 se produjo en el sobrenadante a 19 mg/l.

Después se realizó un ELISA de scFv soluble usando concentraciones conocidas del fragmento de anticuerpo K8.
Una placa de 96 pocillos se recubrió con 100 µl de HSA, BSA y β-gal a 10 μg/ml y 100 µl de la Proteína A a una 
concentración de 1 μg/ml. 50 µl de las diluciones en serie del scFv de K8 se aplicó y se detectaron fragmentos de 50
anticuerpo unidos a la proteína L-HRP. Los resultados del ELISA confirmaron la naturaleza de doble especificidad 
del anticuerpo K8 (Figura 5).

Para confirmar la unión a β-gal se determina mediante el dominio  Vκ y la unión a HSA/BSA por el dominio VH del 
anticuerpo scFv K8, el dominio Vκ se cortó del ADN del scFv K8 mediante digestión con SalI/NotI y se ligó en un 
vector pIT2 digerido con SalI/NotI que contienen una cadena VH simulada (Figuras 1 y 2). Las características de 55
unión del clon resultante K8Vκ/VH simulada se analizaron mediante ELISA de scFv soluble. La producción de los 
fragmentos de scFv solubles se indujo mediante IPTG como describen Harrison et al., (1996) y el sobrenadante 
(50µ) que contiene scFv analizados directamente. El ELISA de los scFv solubles se realizó como se describe en el 
ejemplo 1 y los scFv unidos se detectaron con Proteína L-HRP. Los resultados del ELISA revelaron que este clon 
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todavía era capaz de unirse a ß-gal, mientras que la unión a BSA se había anulado (Figura 6).

Ejemplo 3. Selección de los antígenos A y B de los anticuerpos de dominio único VH y anticuerpos de 
dominio Vκ único dirigidos contra los antígenos C y D.

Este ejemplo describe un procedimiento para preparar anticuerpos de dominio VH único dirigidos contra los 
antígenos A y B y anticuerpos de dominio Vκ  único dirigidos contra los antígenos C y D seleccionando los 5
repertorios de dominios variables únicos de anticuerpo vírgenes para la unión a estos antígenos en ausnecoa de los 
dominios variables complementarios.

Las selecciones y la caracterización de los clones de unión se realizan como se ha descrito anteriormente (véase el 
ejemplo 5, documento PCT/GB 02/003014). Se eligen cuatro clones para el trabajo posterior:

VH1 - Anti A VH10
VH2 - Anti B VH

VK1 - Anti C Vκ

VK2 - Anti D Vκ

Los procedimientos descritos anteriormente en los ejemplos 1 – 3 se pueden usar de un modo smilar al descrito para 
producir moléculas diméricas que comprenden combinaciones de dominios VH (es decir, ligandos de VH-VH) y 15
combinaciones de dominios VL (ligandos de VL-VL).

Ejemplo 4. Creación y caracterización de los anticuerpos scFv de especificidad doble (VH1/VH2 dirigidos 
contra los antígenos A y B y VK1/VK2 dirigidos contra los antígenos C y D).

Este ejemplo demuestra que los anticuerpos scFv de especificidad doble (VH1/VH2 dirigidos contra los antígenos A 
y B y VK1/VK2 dirigidos contra los antígenos C y D) podrían crearse combinando los dominios únicos Vκ y VH20
seleccionados contra los respectivos antígenos en un vector de ScFv.

Para cerar el anticuerpo de especificidad doble VH1/VH2, el dominio único VH1 se escinde del vector de dominio 
variable (Figura 7) mediante digestión NcoI/XhoI y se liga en el vector 2 del dominio variabe digerido con NcoI/XhoI 
(Figura 7) para crear el vector 2 con el dominio variable VH1/. El dominio único VH2 se amplifica mediante PCR a 
partir del vector 1 del dominio variable usando cebadores para introducir un sitio de restricción con SalI en el 25
extremo 5’ y un sitio de restricción con NotI en el extremo 3’. El producto de la PCR se digiere después con SalI/NotI 
y se liga en el vector 2 de dominio variable VH1/ digerido con SalI/NotI para crear el vector 2 de dominio variable 
VH1/VH2/.

El vector 2 de dominio variable VK1/VK2/ se crea de un modo similar. La naturaleza de especificidad doble del 
VH1/VH2 ScFv  y el VK1/VK2 ScFv producidos se analiza en un ELISA de ScFv soluble como se ha descrito 30
anteriormente (véase el Ejemplo 6, documento PCT/GB 02/003014). El ELISA de competición se realiza como se ha 
descrito anteriormente (véase el ejemplo 8, documento PCT/GB 02/003014).

Posibles resultados:

 VH1/VH2 ScFv puede unirse a los antígenos A y B de forma simultánea

 VK1/VK2 ScFv puede unirse a los antígenos C y D de forma simultánea35

 La unión de VH1/VH2 ScFv es competitiva (cuando se une al antígeno A, VH1/VH2 ScFv no se puede 
unir al antígeno B)

 La unión de VK1/VK2 ScFv es competitiva (cuando se une al antígeno C, VK1/VK2 ScFv no se puede unir 
al antígeno D)

Ejemplo 5. Construcción de Fab de VH1/VH2 y Fab VK1/VK2 de especificdad doble y análisis de sus 40
propiedades de unión

Para crear VH1/VH2 Fab, el dominio único de VH1 se liga al vector de CH digerido con NcoI/XhoI (Figura 8) para 
crear VH1/CH y el dominio único de VH2 se liga al vector de CK digerido con SalI/NotI (Figurea9) para crear 
VH2/CK. El ADN del plásmido de VH1/CH y VH2/CK se usa para co-transformar las células de E. coli competentes 
como se ha descrito anteriormente (véase el Ejemplo 8, documento PCT/GB02/003014).45

El clon  que contiene los plásmidos VH1/CH and VH2/CK se induce después con IPTG para producir VH1/VH2 Fab 
soluble como se ha descrito anteriormente (véase el Ejemplo 8, documento PCT/GB 02/003014).

El VK1/VK2 Fab se produce de un modo similar.

Las propiedades de unión de los Fab producidos se analizan mediante ELISA de competición como se ha descrito 
anteriormente (véase el ejemplo 8, documento PCT/GB 02/003014).50

Posibles resultados:
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 VH1/VH2 Fab puede unirse a los antígenos A y B de forma simultánea

 VK1/VK2 Fab puede unirse a los antígenos C y D de forma simultánea

 La unión de VH1/VH2 Fab es competitiva (cuando se une al antígeno A, VH1/VH2 Fab no se puede unir al 
antígeno B)

 La unión de VK1/VK2 Fab es competitiva (cuando se une al antígeno C, VK1/VK2 Fab no se puede unir al 5
antígeno D)

Ejemplo 6. Dímeros de dAb quelantes

Resumen

Los homodímeros VH and VK se crean en un formato de dAb-ligador-dAb usando ligadores polipeptídicos flexibles.
Los vectores se crearon en el formato dAb-ligador-dAb que contiene ligadores de glicina-serina de longitudes 10
diferentes 3U:(Gly4Ser)3 (SEC ID Nº 199), 5U:(Gly4Ser)5 (SEC ID Nº 629), 7U:(Gly4Ser)7 (SEC ID Nº 630). Se 
crearon bibliotecas de dímeross usando dAb de guía cadena arriba del ligador. TAR1 - 5 (VK), TAR1 - 27(VK), TAR2 
- 5(VH) or TAR2 - 6(VK) y una biblioteca de los correspondientes segundos dAb después del ligador. Usando este 
procedimiento se detectaron nuevos dAb diméricos. El efecto de la dimerzación sobre la unión al antígeno se 
determinó mediante ELISA y BIAcore y en ensayos de neutralización celular y de unión al receptor. La dimerización 15
de TAR1 - 5 y TAR1 - 27 tuvo como resultado una mejora significativa de la afinidad de unión y de los niveles de 
neutralización.

1.0 Procedimientos

1.1 Generación de la biblioteca

1.1.1 Vectores20

Se diseñaron los vectores pEDA3U, pEDA5U and pEDA7U para introducir diferentes longitudes del ligador 
compatibles con el formato dAb-ligador-dAb. Para pEDA3U, oligoligadores sentido y antisentido de 73 pares de 
bases se hibridaron usando un programa de hibridación lenta (95° C-5 min, 80° C-10 min, 70° C-15 min, 56° C-15 
min, 42° C hasta su uso) en tampón que contiene NaCl 0,1 M, Tris-HCl 10mM a pH 7,4 y se clonaron usando los 
sitios de restricción Xho1 y Not1. Los ligadores abarcados 3 unidades (Gly4Ser) y una región de relleno alojada entre 25
los sitios de clonación Sal1 y Not1 (esquema 1). Con el fin de reducir la posibilidad de seleccionar dAb monoméricos 
para expresión en fagos, la región de relleno se diseñó para incluir 3 codones de terminación, un sitio de restricción 
Sac1 y una mutación de desplazamiento de marco para sacar la región fuera del marco cuando no había un 
segundo dAb presente. Para pEDA5U y 7U debido a la longitud de los ligadores requeridos, se diseñaron 
oligoligadores solapantes para cada vector, se hibridaron y se alargaron usando Klenow. Después, el fragmento se 30
purificó y se digirió usando las enzimas adecuadas antes de clonar usando los sitios de restricción Xho1 y Not1.

1.1.2 Preparación de la biblioteca

El gen V de N-terminal correspondiente al dAb de guía se clonó cadena arriba del ligador usando los sitios de 
restricción Nco1 y Xho1. Los genes VH tienen sitios compatibles existentes, aunque la clonación de los genes VK 35
requirió la introducción de sitios de restricción adecuados. Esto se consiguió usando cebadores de PCR de 
modificación (VK-DLIBF: 5' cggccatggcgtcaacggacat (SEC ID Nº 377); VKXho1R: 5' atgtgcgctcgagcgtttgattt 3' (SEC 
ID Nº 378)) en 30 ciclos de amplificaicón mediante PCR usando una mezcla 2:1 de SuperTaq (HTBiotechnology Ltd) 
y pfu turbo (Stratagene). El sitio Nco1 en el extremo 5’ se mantuvo y se destruyó el sitio Sal1 adyacente y se 
introdujo el sitio Xho1 en el extremo 3’. Los 5 dAb de guía se clonaron en cada uno de los 3 vectores diméricos.40
TAR1 - 5 (VK), TAR1 - 27(VK), TAR2 - 5(VH), TAR2 - 6(VK) y TAR2 - 7(VK). Todas las construcciones se verificaron 
mediante análisis de la secuencia.

Habiendo clonado los dAb de guía cadena arriba del ligador en cada uno de los vectores (pEDA3U, 5U y 7U): TAR1 
- 5 (VK), TAR1 - 27(VK), TAR2 - 5(VH) or TAR2 - 6(VK) una biblioteca de los correspondientes segundos dAb se 
clonaron después del ligador. Para conseguir esto, las biliotecas de dAb complementario se amplificaron mediante 45
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PCR del fago reuperado de las selecciones de la ronda 1 de una biblioteca VK contra TNFα humano (a una 
diversidad de aproximadamente 1 x 106 tras la ronda 1) cuando TAR1 - 5 o TAR1 - 27 son los dAb de guía o una 
biblioteca de VH o VK contra el receptor de TNF p55 humano (ambos a una diversidad de aproximadamente 1 x 105

tras la ronda 1) cuando TAR2 - 5 o TAR2 - 6 son, respectivamente, los dAb de guía. Para las bibliotecas de VK se 
realizó una amplificación por PCR usando cebadores en 30 ciclos de amplificación por PCR usando una mezcla de 5
2;1 de SuperTaq y pfu turbo. Las bibliotecas de VH se amplificaron por PCR usando cebadores con el fin de 
introducir un sitio de restricción  Sal1 en el extremo 5’ del gen. Las PCR de la biblioteca de dAb se digirieron con las 
enzimas de restricción adecuados, se ligaron en los correspondientes vectores cadena abajo del ligador, usando 
sitios de restricción Sal1/Not1 y se sometieron a electroporación en células TG1 competentes recién preparadas. 

Los títulos alcanzados para cada biblioteca son los siguientes:10

TAR1 - 5: pEDA3U = 4 x 108, pEDA5U = 8 x 107, pEDA7U = 1 x 108

TAR1 - 27: pEDA3U = 6,2 x 108, pEDA5U = 1 x 108, pEDA7U = 1 x 109

TAR2h-5: pEDA3U = 4 x 107, pEDA5U = 2 x 108, pEDA7U = 8 x 107

TAR2h-6: pEDA3U = 7,4 x 108, pEDA5U = 1,2 x 108, pEDA7U = 2,2 x 108

1.2 Selecciones15

1.2.1 TNFα

Las selecciones se realizaron usando TNFα humano recubriendo de forma pasiva inmunotubos Brevemente, 
inmunotubos se recubren durante la noche con 1-4 ml de antígeno requerido. Los inmunotubos se lavaron a 
continuación 3 veces con PBS y se bloquearon con 2% de leche en polvo en PBS durante 1 -2 horas y se lavaron 3 
veces más con PBS. La solución del fago se diluye en 2% de leche en polvo en PBS y se incuba a temperatura 20
ambiente durante 2 horas. Los tubos se lavan a continuación con PBS y el fago se eluye con 1mg/ml de tripsina-
PBS. Se investigaron tres estrategias de selección para las bibliotecas del dímero TAR 1-5. Las selecciones de 
primera ronda se realizaron en inmunotubos utilizando TNFα  humano recubierto en 1μg/ml o 20 μg/ml con 20 
lavados en PBS 0,1% de Tween. Las células TG1 se infectan con el fago eluido y los títulos se determinan (por 
ejemplo, Marks et al J Mol Biol 1991 Dec 5;222(3):581 - 97, Richmann et al Biochemistry. 1993 Aug 31;32(34):8848 -25
55).

Los títulos recuperados fueron:

pEDA3U=2,8 x 10 (1 µg/ml TNF) 1,5 x 108 (20 µg/mlTNF),
pEDA5U = 1,8 x 107 (1 µg/ml TNF), 1,6 x 108 (20 µg/ml TNF)
pEDA7U = 8 x 10

6
(1 µg/ml TNF), 7 x 10

7
(20 µg/ml TNF).30

Las selecciones segunda ronda se realizaron utilizando 3 procedimientos diferentes. 

1. En inmunotubos, 20 lavados con incubación durante la noche seguidos de otros 10 lavados.

2. En inmunotubos, 20 lavados seguidos por 1 hora de incubación a temperatura ambiente en tampón de 
lavado con (1 μg/ml de TNF) y 10 lavados adicionales.

3. Selección en perlas de estreptavidina utilizando 33 pmoles de TNF humano biotinilado (Henderikx et al., 35
Selection of antibodies against biotinylated antigens. Antibody Phage Display : Methods and protocols, Ed. 
O'Brien and Atkin, Humana Press). Los clones individuales de las selecciones de la ronda 2 se recogieron 
en placas de 96 pocillos y se realizaron preparaciones de sobrenadante crudo en formato de placa de 96 
pocillos con 2 ml.

Tabla 1.40

Concentración de recubrimiento
con TNFα humano del immuno 
humano Ronda 1

Selección de la ronda 
2 Procedimiento 1

Selección de la ronda 
2 Procedimiento 2

Selección de la ronda 
2 Procedimiento 3

pEDA3U 1 μg/ml 1 x 109 1,8 x 109 2.4 x 1010

pEDA3U 20 μg/ml 6 x 109 1,8 x 1010 8,5 x 1010

pEDA5U 1 μg/ml 9 x 108 1,4 x 109 2,8 x 1010
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(continuación)

Concentración de recubrimiento 
con TNFα humano del immuno 
humano Ronda 1

Selección de la ronda 
2 Procedimiento 1

Selección de la ronda 
2 Procedimiento 2

Selección de la ronda 
2 Procedimiento 3

pEDA5U 20 μg/ml 9.5 x 109 8,5 x 109 2,8 x 1010

pEDA7U 1 μg/ml 7.8 x 108 1.6 x 108 4 x 1010

pEDA7U 20 μg/ml 1 x 1010 8 x 109 1.5 x 1010

Para TAR1-27, las selecciones se llevaron a cabo como se describe anteriormente con las siguientes 
modificaciones. Las selecciones de la primera ronda se realizaron en inmunotubos utilizando TNFα humano 
recubierto en 1 μg/ml o 20μg/ml con 20 lavados en PBS 0,1% de Tween. Las selecciones de la segunda ronda se 5
realizaron en inmunotubos utilizando 20 lavados con incubación durante la noche, seguidos de otros 20 lavados. Los 
clones individuales de las selecciones de la ronda 2 se recogieron en placas de 96 pocillos y se realizaron 
preparaciones de sobrenadante crudo en formato de placa de 96 pocillos con 2 ml.

Los títulos de TAR1-27 son los siguientes: 

Tabla 2.10

Conc. de recubrimiento del inmunotubo con TNFα humano Ronda 1 Ronda 2

pEDA3U 1 μg/ml 4 x 109 6 x 109

pEDA3U 20 μg/ml 5 x 109 4,4 x 1010

pEDA5U 1 μg/ml 1.5 x 109 1,9 x 1010

pEDA5U 20 μg/ml 3.4 x 109 3,5 x 1010

pEDA7U 1 μg/ml 2,6 x 10
9

5 x 10
9

pEDA7U 20 μg/ml 7 x 10
9

1,4 x 10
10

1.2.2 RECEPTOR 1 DE TNF (RECEPTOR p55; TAR2)

Las selecciones se llevaron a cabo tal como se describe anteriormente solo para las bibliotecas TAR2h-5. Se 
realizaron 3 rondas de selecciones en inmunotubos utilizando 1 µg/ml del receptor de TNF p55 humano o 10μg/ml 
del receptor de TNF p55 humano con 20 lavados en PBS 0,1% de Tween con incubación durante la noche seguido 15
de otros 20 lavados. Los clones individuales de las secciones de las rondas 2 y 3 se recogieron en placas de 96 
pocillos y se realizaron preparaciones de sobrenadante crudo en formato de placa de 96 pocillos con 2 ml.

Los títulos de TAR2h-5 son los siguientes: 

Tabla 3.

Concentración de recubrimiento de los inmunotubo con el receptor 
de TNF humano p55 Ronda 1

Ronda 1 Ronda 2 Ronda 3

pEDA3U 1 μg/ml 2,4 x 106 1,2 x 107 1,9 x 109

20
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(continuación)

Concentración de recubrimiento de los inmunotubo con el receptor 
de TNF humano p55 Ronda 1

Ronda 1 Ronda 2 Ronda 3

pEDA3U 10 μg/ml 3,1 x 107 7 x 107 1 x 109

pEDA5U 1 μg/ml 2,5 x 106 1,1 x 107 5,7 x 108

pEDA5U 10 μg/ml 3,7 x 107 2,3 x 108 2,9 x 109

pEDA7U 1 μg/ml 1,3 x 106 1,3 x 107 1,4 x 109

pEDA7U 10 μg/ml 1,6 x 107 1,9 x 107 3 x 1010

1.3 Cribado

Los clones individuales de las secciones de las rondas 2 o 3 se recogieron de cada una de las bibliotecas de 3U, 5U 
y 7U de los diferentes procedimientos de selección, según fuera adecuado. Los clones se cultivaron en 2x TY con5
100 μg/ml de  ampicilina y 1% de glucosa durante la noche a 37 ° C. Una dilución 1/100 de este cultivo se inoculó en 
2 ml de 2x TY con 100 μg/ml de  ampicilina y glucosa 0,1% en 2 ml, formato de placa de 96 pocillos y se cultivaron a 
37 ° C agitando hasta que la DO600 fue aproximadamente 0,9. El cultivo se indujo con IPTG 1 mM durante la noche 
a 30 ° C. Los sobrenadantes se aclararon mediante centrifugación a 4000 rpm durante 15 minutos en una placa 
centrífuga Sorval. El sobrenadante preparados se usaron para la selección inicial.10

1.3.1 ELISA

La actividad de unión de las proteínas recombinantes diméricas se comparó con el monómero mediante ELISA de la 
proteína A/L o mediante ELISA del antígeno. Brevemente, una placa de 96 pocillos se recubre con antígeno o 
proteína A / L durante la noche a 4 ° C. La placa se lavó con 0,05% de Tween-PBS, se bloqueó durante 2 horas con 
2% de Tween-PBS. La muestra se añadió a la placa incubadadurante 1 hora a temperatura ambiente. La placa se 15
lava y se incuba con el reactivo secundario durante 1 hora a temperatura ambiente. La placa se lava y desarrollóa
con sustrato TMB. La proteína A / L-HRP o India-HRP se utilizó como un reactivo secundario. Para los ELISA del 
antígeno, las concentraciones de antígeno utilizadas fueron 1 μg/ml en PBS durante TNF humano y el receptor de 
THF humano 1.Debido a la presencia del dAb de guía en la mayoría de los casos, los dímeros dieron una señal de 
ELISA positiva, por tanto, la determinación de la tasa off se examinó mediante BIAcore.20

1.3.2 BIAcore

El análisis BIAcore se llevó a cabo para los clones TAR1-5 y TAR2h-5. Para el cribado, el TNFα humano se acopló a 
un chip CM5 a alta densidad (aproximadamente 10.000 RU). 50 µl de TNFα humano (50 µg/ml) se acopló al chip en 
5 μl/min en tampón de acetato - pH 5,5. La regeneración del chip tras el análisis usando los procedimientos estándar 
no es posible debido a la inestabilidad del TNFα humano, por lo tanto, después de analizar cada muestra, el chip se 25
lavó durante 10 minutos con tampón. Para los clones TAR1-5, los sobrenadantes de la selección de la ronda 2 se 
seleccionaron mediante BIAcore.

48 clones se seleccionaron de cada una de las bibliotecas de 3U, 5U y 7U obtenidos utilizando los siguientes 
procedimientos de selección: 

R1: inmunotubo 1 μg/ml de TNF humano, R2 inmunotubo 1 μg/ml de TNF humano, lavado durante la noche.30

R1: inmunotubo 20 μg/ml de TNF humano, R2 inmunotubo 20 μg/ml de TNF  humano, lavado durante la noche.

R1: inmunotubo 1 μg/ml de TNF humano, R2 33 pmoles perlas de biotiniladas TNF humano.

R1: inmunotubo 20 μg/ml TNF humano, R2 33 pmoles perlas de biotiniladas TNF humano.

Para el cribado, el receptor de TNF humano p55 se acopló a un chip de CM5 a alta densidad (aproximadamente 
4000 RU). 100µl de receptor de TNF humano p55 (10 µg / ml) se acopló al chip en 5 μl/min en tampón de acetato –35
a pH 5,5. Se examinaron las condiciones de regeneración estándar (glicina pH 2 o pH 3) pero en cada caso se 
eliminó el antígeno de la superficie del chip, por tanto, como con TNFα, por lo tanto, después de analizar cada 
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muestra, el chip se lavó durante 10 minutos con tampón.

Para TAR2-5, se seleccionaron los sobrenadantes de los clobes de la  selección de la ronda 2. 48 clones se 
seleccionaron de cada una de las bibliotecas 3U, 5U y 7U, utilizando los procedimientos de selección siguientes: 

R1: inmunotubo 1 μg/ml del receptor de TNF humano p55, R2, inmunotubo 1μg/ml del receptor de TNF humano p55, 
lavado durante la noche.5

R1: inmunotubo 10 μg/ml del receptor de TNF humano p55, R2, inmunotubo 10 μg/ml del receptor de TNF humano 
p55, lavado durante la noche

1.3.3 Análisis del receptor y las células

La capacidad de los dímeros para neutralizar en el análisis del receptor se realizó de la siguiente manera:

Unión al receptor10

Los dAb anti-TNF-a se analizaron por su capacidad para inhibir la unión del TNF al receptor de TFN recombinante 1 
(p55). Brevemente, placas Maxisorp se incubaron durante la noche con 30 mg/ml de anticuerpo monoclonal de ratón 
de Fc anti-humano (Zymed, San Francisco, EE.UU.). Los pocillos se lavaron con solución salina tamponado con 
fosfato (PBS) que contiene 0,05 % de Tween-20 y, después, se bloquearon con 1 % de BSA en PBS antes de 
incubar con 100 ng/ml de la proteína de fusión del receptor del TNF 1 Fc (R&D Systems, Minneapolis, EE.UU.). El 15
dAb anti-TNF-a se mezcló con TNF, que después se añadió a los pocillos lavados a una concentración final de 10 
ng/ml. La unión de TNF se detectó con 0,2 mg/ml de anticuerpo anti-TNF biotinilado (HyCult biotechnology, Uben, 
Países Bajos), seguido por una dilución de 1 en 500 de estreptavidina marcada con peroxidasa de rábano 
(Amersham Biosciences, 20 UK) e incubación con sustrato TMB KPL, Gaithersburg, EE.UU.). La reacción se detuvo 
mediante la adición de HCl y la absorbancia se leyó a 450 nm. La actividad del dAb anti-TNF  conduce a una 20
disminución de la  citotoxicidad de TNF y, por tanto, a un incremento en la absorbancia en comparación con el 
control sólo de TNF.

Ensayo de citotoxidad de L929

Los dAb anti-TNF se analizaron también para determinar la capacidad para neutralizar la actividad citotóxica del TNF 
en fibroblastos de ratón L929 (Evans, T. (2000) Molecular Biotechnology 15, 243248). Brevemente, las células L929 25
se sembraron en placas de microtitulación se incubaron durante la noche con dAb anti-TNF-a, 100 pg/ml de TNF y 1 
mg/ml de actinomicina D (Sigma, Poole, Reino Unido). La viabilidad de las células se midió leyendo la absorbancia a 
490 nm, seguido por una incubación con [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3 carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolio (Promega, Madison, EE.UU.). La actividad del dAb anti-TNF conduce a una disminución de la citotoxicidad 
de TNF y, por tanto, a un incremento en la absorbancia en comparación con el control sólo de TNF.30

En la criba inicial, los sobrenadantes preparados para el análisis BIAcore, descritos anteriormente, también se 
utilizaron en el ensayo de receptor. Un análisis más detallado de dímeros seleccionados también se llevó a cabo en 
el receptor y de células utilizando ensayos de proteínas purificadas.

Ensayo de HeLα IL-8 

Los dAb anti-TNFR1 o anti-TNF alfa se analizaron para determinar la capacidad de neutralizar la inducción de la 35
secreción de IL-8 por TNF en células HeLa (procedimiento adaptado del de Akeson, L. et al (1996) Journal of 
Biological Chemistry 271, 30517-30523, que describe la inducción de IL-8 por la IL-1 en HUVEC; en el presente 
documento se fijan en la inducción por TNF alfa humano y se usan células HeLa en lugar de la línea de células 
HUVEC). Brevemente, las células HeLa en placas de microtitulación se incubaron durante la noche con dAb y 300 
pg de TNF. Después de la incubación, el sobrenadante se aspiró de las células y se midió la concentración de la IL-8 40
a través de un ELISA de tipo sándwich (R & D Systems). La actividad anti-TNFE1 de dAb conduce a una 
disminución en la secreción de IL-8 en el sobrenadante en comparación con solo el control de TNF.

El ensayo de L929 se utiliza a lo largo de los siguientes experimentos; sin embargo, se prefiere el uso del ensayo de 
HeLa con IL-8 para medir los ligandos anti-receptor 1 de TNF p55; la presencia de p55 de ratón en el ensayo L929 
presenta ciertas limitaciones en su uso.45

1.4 Análisis de la secuencia

Los dímeros que demostraron tener propiedades interesantes en el BIAcore y las detecciones del ensayo de 
receptores se secuenciaron. Las secuencias se detallan en el listado de secuencias.

1.5 Formateo
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1.5.1 Dímeros TAR1-5-19 

Los dímeros TAR1-5 que mostraron buenas propiedades de neutralización fueron reformateados y analizados en los 
ensayos celulares y de receptores. El dAb de guía de TAR1-5 se sustituyó con el clon madurado por afinidad TAR1-
5-19. Para lograr esto, el TAR1-5 se clonó fuera del par dímero individual y se sustituyó con TAR1-5-19, que se 
había amplificado por PCR. Además, los homodímeros TAR1-5-19 también se construyeron en los vectores 3U, 5U 5
y 7U.La copia de en N terminal del gen se amplificó por PCR y se clonó como se ha descrito anteriormente y el 
fragmento del gen en C-terminal se clonó usando los sitios de restricción existentes Sal1y Not1.

1.5.2 Mutagénesis

El codón de terminación ámbar presente en dAb2, uno de los dAb en C-terminal en los pares del dímero TAR1-5 se 
mutó a una glutamina mediante mutagénesis dirigida al sitio.10

1.5.3 Fab

Los dímeros que contienen TAR1-5 o TAR1-5-19 se reformatearon en vectores de expresión de Fab. Los dAb se 
clonaron en vectores de expresión que contienen los genes CK o CH utilizando los sitios de restricción Sfi1y Not1 y 
se verificaron por análisis de la secuencia. El vector CK deriva de un vector basado en pUC de resistencia a 
ampicilina y el vector CH procede de un vector pACYC resistente al cloranfenicol. Para la expresión de Fab se 15
cotransformaron las construcciones dAb-CH y DAB-CK en células HB2151 y se cultivaron en 2x TY que contiene 
0,1% de glucosa, ampicilina 100 μg/ml y cloranfenicol 10 μg/ml.

1.5.3 Dimerización de la bisagra

Se examinó la dimerización de los dAb mediante la formación de enlaces de cistina. Una secuencia corta de 
aminoácidos EPKSGDKTHTCPPCP (SEC ID Nº 379) una forma modificada de la bisagra IgGC1 humana se sometió 20
a ingeniería en la región C terminal en el dAb. Una oligoligador que codifica para esta secuencia se sintetizó e 
hibridó, como se ha descrito anteriormente. El ligador se clonó en el vector que contiene PEDA TAR1-5-19 usando 
los sitios de restricción Xho1y Not1. La dimerización se produce in situ en el periplasma.

1.6 Expresión y purificación

1.6.1 Expresión25

Los sobrenadantes se prepararon en el formato de placa de 96 pocillos con 2 ml para el cribado inicial como se ha 
descrito anteriormente. Tras el proceso de selección inicial se analizaron más dímeros 
seleccionados.Construcciones Dímero se expresaron en TOP10F 'o células HB2151 como sobrenadantes.En 
resumen, una colonia individual de una placa recién estriada se cultivó durante la noche a 37 ° C en 2x TY con 
ampicilina 100μg/ml y 1% de glucosa.Una dilución 1/100 de este cultivo se inoculó en 2x TY con ampicilina 100μg/ml 30
y 0,1% de glucosa y se cultivó a 37 ° C agitando hasta que la DO600 fue aproximadamente 0,9. El cultivo se indujo 
con IPTG 1 mM durante la noche a 30 ° C. Las células se separaron por centrifugación y el sobrenadante se purificó 
con proteína A o L agarosa.

Los dímeros bisagra de cisteína y Fab se expresaron como proteínas periplásmicas en células HB2152. Una dilución 
1/100 de un cultivo de una noche se inoculó en 2x TY con 0,1% de glucosa y los antibióticos apropiados y se cultivó 35
a 30 º C agitando hasta que la DO600 fue de aproximadamente 0,9. El cultivo se indujo con IPTG 1 mM durante 3-4 
horas a 25 ° C. Las células se recogieron por centrifugación y el sedimento se resuspendió en tampón de 
preparación periplásmico (Tris-HCl 30 mM pH 8,0, EDTA 1 mM, 20% de sacarosa). Después de la centrifugación el 
sobrenadante se conservó y el sedimento se resuspendió en MgSO4, 5 mM, El sobrenadante se recogió de nuevo 
por centrifugación, se combinó y se purificó.40

1.6.2 Purificación de la proteína A/L

La optimización de la purificación de proteínas de dímero de  agarosa de proteína L (Affitech, Noruega) o agarosa de 
proteína A se examinó (Sigma, Reino Unido). La proteína se eluyó por lotes o por elución en columna utilizando una 
bomba peristáltica. Se analizaron tres tampones pH2.6 tampón fosfato-citrato 0,1 M, glicina 0,2 M pH 2,5 y glicina 
0,1 M pH 2,5. La condición óptima se determinó que era en condiciones de bomba peristáltica utilizando glicina 0,1 45
M pH 2,5 sobre 10 volúmenes de columna. La purificación de la proteína A se llevó a cabo condiciones de bomba 
peristáltica utilizando glicina 0,1 M pH 2,5.

1.6.3 Purificación FPLC

La purificación adicional se llevó a cabo mediante análisis de FPLC en el sistema 100 de AKTA Explorer (Amersham 
Biosciences Ltd). Los dímeros TAR1-5 y TAR1-5-19 se fraccionaron mediante cromatografía de intercambio 50
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catiónico (1 ml Resource Q Amersham Biosciences Ltd) se eluyó con un gradiente de NaCl 0-1M en tampón de 
acetato 50 mM pH 4. Los dímeros de la bisagra se purificaron mediante intercambio iónico (1 ml Resource Q 
Amersham Biosciences Ltd.) eluido con un gradiente de NaCl 0-1M en Tris HCl 25mM, pH 8,0. Los Fab se 
purificaron por cromatografía de exclusión por tamaño usando un Superose 12 (Amersham Biosciences Ltd) de a un 
caudal de la columna de 0,5 ml/min en PBS con 0,05% de Tween. Tras la purificación, las muestras se concentraron 5
utilizando concentradores vivaspin con un corte de 5K (Vivascience Ltd).

2.0 Resultados

2.1 Dímeros TAR1-5 

6 x 96 clones se recogieron de la ronda de selección 2 que abarca todas las bibliotecas y las condiciones de 
selección. Las preparaciones de sobrenadante realizaron y analizaron por antígeno y proteína L en ELISA, BIAcore y 10
en los ensayos de receptores. En los ELISA, los clones positivos a la unión se identificaron de cada procedimiento 
de selección y se distribuyeron en las bibliotecas 3U, 5U y 7U. Sin embargo, como siempre había dAb de guía no fue 
posible discriminar entre los aglutinantes de alta y baja afinidad por este procedimiento por lo tanto, se llevó a cabo 
análisis BIAcore.

El análisis BIAcore se realizó utilizando los sobrenadantes de 2 ml. El Análisis BIAcore reveló que las tasas de Koff15
del dímero habían mejorado mucho en comparación con TAR1-5 monomérico. La tasa Koff del monómero estaba en 
el rango de 10-1M en comparación con las tasas de Koff dímero que estaban en el rango de 10-3- 10-4M. 16 clones 
que parecían tener tasas off muy lentas se seleccionaron y procedían de las bibliotecas 3U, 5U y 7U y se 
secuenciaron. Además se analizaron los sobrenadantes para determinar la capacidad de neutralizar TNFα humano 
en el ensayo de receptor.20

6 clones principales (d1-d6 a continuación) que neutralizaron en estos ensayos y se han secuenciado. Los 
resultados muestran que, de los 6 clones obtenidos sólo hay 3 segundos dAb diferentes (DAB1, Dab2 y DAB3) sin 
embargo, cuando el segundo dAb se encuentra más de una vez, están unidos a dligadores de difeente longitud. 

TAR1-5D1: 3U ligador 2º dAb = dAb1 - 1μg/ml Ag inmunotubo lavado durante la noche

TAR1-5d2: ligador 3U 2ºdAb = dAb2 - 1μg/ml Ag inmunotubo lavado durante la noche25

TAR1-5D3: 5U ligador 2º dAb = dAb2 - 1μg/ml Ag inmunotubo lavado durante la noche

TAR1-5d4: ligador 5U 2ºdAb = DAB3 - 20μg/ml Ag inmunotubo lavado durante la noche

TAR1-5d5: ligador 5U 2º dAb = dAb1 - 20μg/ml Ag inmunotubo lavado durante la noche

TAR1-5d6: ligador 7U 2nddAb = dAb1-R1: 1μg/ml Ag inmunotubo lavado durante la noche, R2: cuentas

Los 6 clones principales se analizaron adicionalmente. La proteína se produjo a partir del periplasma y el 30
sobrenadante, se purificó con proteína L agarosa y se examinó en los ensayos celulares y de receptores. Los niveles 
de neutralización fueron variables (Tabla 1). Se determinaron las condiciones óptimas para la preparación de 
proteína. La proteína producida a partir de células HB2151 como sobrenadantes dio el mayor rendimiento 
(aproximadamente 10 mgs / L de cultivo). Los sobrenadantes se incubaron con proteína L agarosa durante 2 horas a 
temperatura ambiente o durante la noche a 4 ° C. Las perlas se lavaron con PBS / NaCl y se empaquetaron en una 35
columna FPLC utilizando una bomba peristáltica .Las perlas se lavaron con 10 volúmenes de columna de PBS / 
NaCl y se eluyeron con glicina 0,1 M pH 2,5. En general, la proteína dimérica eluye después del monómero.

Los dímeros TAR1-5D1-6 se purificaron mediante FPLC. Se obtuvieron tres especies, mediante purificación por 
FPLC y se identificaron mediante SDS PAGE. Una especie corresponde al monómero y las otras dos especies 
corresponden a los dímeros de diferentes tamaños. La mayor de las dos especies es, posiblemente, debido a la 40
presencia de marcadores C terminales. Estas proteínas se analizaron en el ensayo con receptores. Los datos 
presentados en la tabla 1 representan los resultados óptimos obtenidos a partir de las dos especies diméricas 
(Figura 11)

Los tres segundos dAb de los pares del dímero (es decir, dAb1, dAb2 y DAB3) se clonaron como monómeros y se 
analizaron mediante ELISA y en el ensayo de células y receptores. Los tres dAb unen específicamente a TNF 45
mediante ELISA de antígeno y no sufren reacciones cruzadas con plástico o BSA. Como monómeros, ninguno de 
los dAb neutralizar en los ensayos de células o receptores.

2.1.2 Dímeros TAR1-5-19 
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TAR1-5-19 se sustituyó por TAR1-5 en los 6 clones principales. El análisis de todos los dímeros TAR1-5-19 en los 
ensayos de células y los receptores se realizó utilizando la proteína total (proteína L purificada solamente) a menos 
que se indique lo contrario (Tabla 2). TAR1-5-19d4 y TAR1-5-19d3 tienen la mejor DN50 en el ensayo de células, 
esto es consistente con los resultados del análisis del receptor y es una mejora sobre el monómero TAR1-5-19 
(DN50~ 30 nM). Aunque los dímeros TAR1-5 purificados dan resultados variables en los análisis de receptores de 5
células y los dímeros TAR1-5 fueron más consistentes .La variabilidad se demostró al utilizar diferentes tampones de 
elución durante la purificación de proteínas. La elución usando tampón fosfato-citrato 0,1 M pH2.6 o glicina 0,2 M pH 
2,5, aunque la eliminación de todas las proteínas de la agarosa proteína L en la mayoría de los casos la hacía 
menos funcional.

TAR1-5-19d4 se expresó en el fermentador y se purificó en FPLC de intercambio catiónico para dar un dímero 10
completamente puro. Como con TAR1-5d4 se obtuvieron tres especies, mediante purificación por FPLC que 
corresponde al monómero y dos especies de dímero. Se secuenciaron los aminoácidos de este dímero .TAR1-5-19 
monómero y TAR1-5-19d4 se anaizaron continuación en el análisis del receptor y la CI resultante para el monómero 
fue 30 nM y para el dímero fue 8 nM. Los resultados del ensayo de receptorese la comparación de TAR1-5-19 
monómero, TAR1-5-19d4 y TAR1-5D4 se muestran en la figura 10.15

Los homodímeros TAR1-5-19 se hicieron en los vectores 3U, 5U y 7U, expresaron y purificaron en proteína L. Se 
examinaron las proteínas en los ensayos de células y receptores y las CI50 (para el ensayo del receptor) y las DN50
(para ensayo de células) se determinaron (tabla 3, figura 12).

2.2 Fab

Los dímeros TAR1-5 y TAR1-5-19 también se clonaron en formato Fab, expresaron y se purificaron en proteína L 20
agarosa.Fab se evaluaron en los ensayos de receptores (Tabla 4). Los resultados mostraron que para ambos 
dímeros TAR1-5-19 y TAR1-5, los niveles de neutralización fueron similares a los dímeros Gly4Ser ligadores 
originales de los que derivan. Se expresó un TAR1-5-19 Fab donde TAR1-5-19 se demostró en ambos CH y CK, la 
proteína L se purificó y se evaluó en el estudio de los receptores. La CI50 resultante fue aproximadamente de 1 nM.

2.3 Dímeros TAR1-27 25

3 x 96 clones se recogieron a partir de la ronda de selección 2 que abarca todas las bibliotecas y las condiciones de 
selección. Preparaciones de sobrenadante de 2 ml se hicieron para el análisis en ELISA y bioensayos. Antígeno 
ELISA dio 71 clones positivos.El análisis del receptor de sobrenadantes en bruto proporcionó 42 clones con 
propiedades inhibidoras (unión del TNF 0-60%).En la mayoría de los casos las propiedades inhibidoras se 
correlacionaron con una fuerte señal de ELISA. 42 clones fueron secuenciados, 39 de éstos tienen secuencias 30
únicas segundo dAb.Los 12 dímeros que dieron las mejores propiedades inhibitorias fueron analizados.

Los 12 clones neutralizantes se expresaron como preparaciones de sobrenadante de 200 ml y se purificó en la 
proteína L. Éstos fueron evaluados por la proteína L y el antígeno de ELISA, BIAcore y en el análisis del 
receptor.Señales de ELISA positivos fuertes se obtuvieron en todos los casos. El análisis BIAcore revelado todos los 
clones de tener rápido dentro y fuera de las tasas.Las tasas de descuento se han mejorado en comparación con el 35
monómero TAR1-27, sin embargo la tasa de descuento de TAR1-27 dímeros era más rápido (Koff se encuentra 
aproximadamente en el rango de 10-1y 10-2M) que los dímeros TAR1-5 examinados anteriormente (Koff es 
aproximadamente en el rango de 10-3- 10-4M).La estabilidad de los dímeros purificados se cuestionó y por lo tanto, 
con el fin de mejorar la estabilidad, la adición de 5% de glicerol, 0,5% de Triton X100 o 0,5% de NP40 (Sigma) se 
incluyó en la purificación de 2 TAR1-27 dímeros (d2 y d16) .La adición de NP40 o Triton X100 ™ mejoró el 40
rendimiento del producto purificado aproximadamente 2 veces.Ambos dímeros se evaluaron en el ensayo del 
receptor.Tarl-27d2 dio CI50 de ~ 30 nM en todas las condiciones de purificación.TAR1-27d16 no mostró ningún 
efecto de neutralización cuando se purificó sin la utilización de agentes estabilizantes pero dio una CI50 de ~ 50 nM 
cuando se purifica en condiciones de estabilización.No se realizó ningún análisis.

2.4 Dímeros TAR2-5 45

3 x 96 clones se recogieron a partir de las selecciones de la segunda ronda que abarcan todas las bibliotecas y las 
condiciones de selección. Preparaciones de sobrenadante de 2 ml se hicieron para el análisis.Proteína A y de 
antígenos ELISA se llevaron a cabo para cada placa. 30 clones interesantes fueron identificados como teniendo 
buenos fuera de las tasas por BIAcore (Koff oscila entre 10-2- 103M).Los clones se secuenciaron y 13 dímeros únicos 
fueron identificados por análisis de la secuencia.50
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Tabla 4: Dímeros TAR1-5 

Dímero Tipo de la 
célula

Purificación Fracción proteica Condiciones de 
elución

Ensayo de receptor 
/ célula

TAR1-5d1 HB2151 Proteína L + FPLC pequeñas especies 
diméricas

Glicina 0,1 M pH 2,5 RA ~ 30 nM

TAR1-5d2 HB2151 Proteína L + FPLC pequeñas especies 
diméricas

Glicina 0,1 M pH 2,5 RA ~ 50 nM

TAR1-5d3 HB2151 Proteína L + FPLC grandes especies 
diméricas

Glicina 0,1 M pH 2,5 RA ~ 300 nM

TAR1-5d4 HB2151 Proteína L + FPLC pequeñas especies 
diméricas

Glicina 0,1 M pH 2,5 RA ~ 3 nM

TAR1-5d5 HB2151 Proteína L + FPLC grandes especies 
diméricas

Glicina 0,1 M pH 2,5 RA ~ 200 nM

TAR1-5d6 HB2151 Proteína L + FPLC Especies diméricas 
grandes

Glicina 0,1 M pH 2,5 RA ~ 100 nM

* Obsérvese que el dímero 2 y el dímero 3 dímero tienen el mismo segundo dAb (llamado dAb2), sin embargo, 
tienen diferentes longitudes de ligador (d2 = (Gly4Ser)3, d3 = (Gly4Ser)3). dAb1 es el dAb pareja de los dímeros 1, 5 y 
6. DAB3 es es el dAb pareja del dímero 4.Ninguno de los dAb asociados se neutralizan solos. La purificación por 
FPLC es por intercambio de cationes a menos que se indique lo contrario.Las especies diméricas óptimas para cada 
dímero obtenidas por FPLC se determinaron en estos ensayos.

Tabla 5: Dímeros TAR1-5-19 

Dímero Tipo de la 
célula

Purificación Fracción 
proteica

Condiciones de elución Ensayo de 
receptor / célula

TAR1-5-19d1 TOP10F ' Proteína L La proteína total Glicina 0,1 M de pH 2,0 RA ~ 15 nM

5-19 TAR1-d2 (sin 
codón de terminación)

TOP10F ' Proteína L Proteína total Glicina 0,1 M de pH 2,0 
+ 0,05% de NP40

RA ~ 2nM

TAR1-5-19d3 (sin codón 
de terminación)

TOP10F ' Proteína L Proteína total Glicina 0,1 M de pH 2,5 
+ 0,05% de NP40

RA ~ 8 nM

TAR1-5-19d4 TOP10F ' Proteína L + 
FPLC

Fracción FPLC 
purificado

Glicina 0,1 M pH 2,0 RA ~ 2-5 nM CA 
~ 12 nM

TAR1-5-19d5 TOP10F ' Proteína L Proteína total Glicina 0,1 M pH 2,0 + 
NP40

RA ~ 8 nM CA ~ 
10 nM

TAR1-5-19 d6 TOP10F ' Proteína L Proteína total Glicina 0,1 M de pH 2,0 RA ~ 10 nM

5
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Tabla 6: Homodímeros TAR1-5-19 

Dímero Tipo de la 
célula

Purificación Fracción proteica Condiciones de
elución

Ensayo de 
receptor / célula

TAR1-5-19 3U 
homodímero

HB2151 Proteína L Proteína total Glicina 0,1 M pH 
2,5

RA ~ 20 nM CA ~ 
30 nM

TAR1-5-19 5U 
homodímero

HB2151 Proteína L Proteína total Glicina 0,1 M pH 
2,5

RA ~ 2nM CA ~ 3 
nM

TAR1-5-19 7U 
homodímero

HB2151 Proteína L Proteína total Glicina 0,1 M pH 
2,5

RA ~ 10 nM CA ~ 
15 nM

TAR1-5-19 cys 
bisagra

HB2151 Proteína L + 
FPLC

Fracción de dímero 
purificada por FPLC 

Glicina 0,1 M pH 
2,5

RA ~ 2nM

TAR1-5-19CH / 
TAR1-5-19 CK

HB2151 Proteína Proteína total Glicina 0,1 M pH 
2,5

RA ~ 1 nM

Tabla 7: Fab TAR1-5/TAR1-5-19 

Dímero Tipo de la 
célula

Purificación Fracción proteica Condiciones de 
elución

Ensayo de receptor / 
célula

TAR1-5CH / dAb1 
CK

HB2151 Proteína L Proteína total 0,1 M pH2.6 citrato RA ~ 90nm

TAR1-5CH / dAb2 
CK

HB2151 Proteína L Proteína total Glicina 0,1 M pH 2,5 RA ~ 30 nM CA ~ 60 
nM

dAb3CH / TAR1-5CK HB2151 Proteína L Proteína total 0,1 M pH2.6 citrato RA ~ 100n M

TAR1-5-19CH / dAb1 
CK

HB2151 Proteína L Proteína total Glicina 0,1 M pH 2,0 RA ~ 6 nM

dAb1 CH / TAR1-5-
19CK

HB2151 Proteína L Glicina 0,1 M pH 
2,0

Myc / flag RA ~ 6 nM

TAR1-5-19CH / dAb2 
CK

HB2151 Proteína L Proteína total Glicina 0,1 M pH 2,0 RA ~ 8 nM CA ~ 12 
nM

TAR1-5-19CH / 
dAb3CK

HB2151 Proteína L Proteína total Glicina 0,1 M pH 2,0 RA ~ 3 nM

Ejemplo 7. Dimerización de dAb mediante unión de cisteína terminal 5

Resumen

Para Dimerización de dAb, una cisteína libre ha sido diseñado en el extremo C-terminal de la proteína.Cuando se 
expresa la proteína forma un dímero que puede purificarse por un procedimiento de purificación de dos pasos.

Construcción por PCR del dímero TAR1-5-19CYS 

Véase el ejemplo 8 que describe el trímero de dAb.El protocolo trímero da lugar a una mezcla de monómero, dímero 10
y trímero.

Expresión y purificación de del dímero TAR1-5-19CY
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El dímero se purificó a partir del sobrenadante del cultivo por captura en proteína L agarosa como se describe en el 
ejemplo 8.

Separación de monómero TAR1-5-19CYS del dímero TAR1-5-19CYS

Antes de la separación por intercambio catiónico, la muestra mixta de monómero / dímero era intercambio de 
tampón en 50 mM de acetato de sodio tampón a pH 4,0 utilizando una columna PD-10 (Amersham Pharmacia), 5
siguiendo las directrices del fabricante.A continuación, la muestra se aplicó a la columna de cationes un Recurso 1 
ml de cambio S (Amersham Pharmacia), que había sido pre-equilibrada con 50 mM de acetato de sodio pH 4,0.El 
monómero y el dímero se separaron usando el siguiente gradiente de sal en 50 mM de acetato de sodio pH 4,0:

Cloruro sódico 150 a 200 mM sobre 15 volúmenes de columna

Cloruro de sodio 200 a 450 mM sobre 10 volúmenes de columna10

Cloruro de sodio 450 a 1000 mM sobre 15 volúmenes de columna

Las fracciones que contenían dímero sólo se identificaron utilizando SDS-PAGE y luego combinaron y el pH 
aumentó a 8 mediante la adición de 1/5 volumen de Tris 1 M pH 8,0.

Ensayo de unión funcional in vitro: análisis del receptor TNF y análisis de células

La afinidad del dímero para el TNFα humano se determinó usando el ensayo de células y receptores de TNF. La 15
CI50 en el ensayo del receptor fue de aproximadamente 0,3-0,8 nM; la DN50 en el ensayo de células fue de 
aproximadamente  3-8 nM.

Otros posibles formatos de dímero TAR1-5-19CYS 

Dímeros PEG y dímeros de maleimida sintéticos adaptados

La Compañía Nektar (Shearwater) ofrece diversos PEG bi-maleimida [mPEG2-(MAL)2 or mPEG-(MAL)2] que 20
permtitrían formatear el monómero como un dímero con un ligador pequeño separando los dAb y estando ambos 
unidos a un PEG de tamaño variable de 5 a 40 kDa. Se ha demostrado que mPEG-(MAL)2 5kDa (es decir [TAR1-5-
19]-Cys-maleimida-PEG x 2, en el que las maleimidas están unidas en el dímero) tiene una afnidad en el ensayo de 
receptores de TNF de ~ 1-3 nM. Asimismo, el dímero también se puede producir usando TMEA (Tris[2-
maleimidoetil]amina) (Pierce Biotechnology) u otros ligadores bifuncionales.25

También es posible producir el dímero disulfuro usando un procedimiento de acoplamiento químico usando 2,2'-
ditiodipiridina (Sigma Aldrich) y el monómero reducido.

Adición de un ligador polipeptídico o bisagra en el extremo C del dAb.

Un pequeño ligador ((Gly4Ser)n en el que n=1 a 10, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7, una inmunoglobulina (p. ej., la 
región bisagra de la IgG o secuencia peptídica aleaoria (p. ej., seleccionada de una biblioteca de secuencias 30
peptídicas aleatorias) se pueden someter a ingeniería entre el dAb y el residuo de cisteína terminal. Esto se puede 
usar después para fabricar dímeros como se ha indicado anteriormente.

Ejemplo 8. Dimerización de dAb

Resumen

Para la dimerización de dAb se requiere una cisteína libre en el extremo C de la proteína. El residuo de cisteína, una 35
vez reducido para dar el tiol libre, puede usarse para acoplar de forma específica la proteína a una molécula de 
maleimida trimérica, por ejemplo TMEA (Tris[2-maleimidoetil]amina).

Construcción mediante PCR de TAR1-5-19CYS

Los siguientes oligonucleótidos se usaron para, específicamente, PCR de TAR1-5-19 con los sitios SalI and BamHI 
para clonación y también introducir un residuo de cisteína en C-terminal:40
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(* inicio de la secuencia TAR1-5-19CYS ; secuencia de aminoácidos TAR1-5-19CYS (SEC ID Nº 293; TAR1-5-
19CYS secuencia de nucleótidos (SEC ID Nº294, hebra de codificación; SEC ID Nº295, hebra no codificante)
cebador directo5'-TGGAGCGCGTCGACGGACATCCAGATGACCCAGTCTCCA-3' (SEC ID Nº296) cebador inverso 5
5'-TTAGCAGCCGGATCCTTATTAGCACCGTTTGATTTCCAC-3' (SEC ID Nº297)

La reacción de PCR (volumen de (50 µl) se fijó del siguiente modo: dNTP 200µM, 0,4 µM de cada cebador, 5 µl de 
10x tampón PfuTurbo (Stratagene), 100 ng del plásmido molde (que codifica TAR1-5-19), 1µl de la enzima PfuTurbo 
(Stratagene) y el volumen ajustado a 50 µl usando agua estéril. Se usaron las siguientes condiciones de PCR: Etapa 
de desnaturalización inicial a 94º C durante 2 minutos, después 25 ciclos 94º C durante 30 segundos, 64 ºc durante 10
30 segundos y 72 ºC durante 30 segundos, También se incluyó una etapa de extensión final de 72 ºC durante 5 
minutos. El producto de la PCR se purificó y digirió con SalI yBamHI y se ligó en el vector que también se había 
cortado con las mismas enzimas de restricción. Los clones correctos se verificaron mediante secuenciación del 
ADN.

Expresión y purificación deTAR1-5-19CYS15

El vector TAR1-5-19CYS se transformó en células BL21 (DE3) pLysS químicamente competentes (Novagen) 
siguiendo el protocolo del fabricante. Las células portadoras del plásmido con dAb se seleccionaron usando 
100µg/ml de carbenicilina y 37 µg/ml de cloranfenicol. Los cultivos se fijaron en matraces de Erlenmeyer de 2 l que 
contenían 500 caldo (Sigma-Aldrich), 100µg/ml de carbenicilina y 37 µg/ml de cloranfenicol. Los cultivos se cultivaron 
a 30 ºC a 200 rpm hasta una DO600 de 1-1.5 y se indujeron con IPTG 1 Mm (isoproil-beta-D-tiogalactopiranósido, de 20
Melford Laboratories). La expresión del dAb se dejó continuar durante 12-16 horas a 30 ºC. Se encontró que la 
mayoría de los dAb estaban presentes en los medios de cultivo. Por tanto, las células se separaron del medio 
mediante centrifugación (8.000xg for 30 min), y el sobrenadante se usó para purificar el dAb. Por litro de 
sobrenadante, se añadieron 30 ml de proteína L agarosa (Affitech) y el dAb se dejó unir de forma discontinua con 
agitación durante 2 horas. Después, la resina se dejó sedimentar por gravedad durante otra hora antes de eliminar el 25
sobrenadante. Después, la agarosa se empaquetó en una columna XK 50 (Amersham Phamacia) y se lavó con 10 
volúmenes de coumna de PBS. El dAb unido se eluyó con glicina 100 mM a pH ,20 y las fracciones con la proteína 
se neutralizaron mediante la adición de 1/5 volúmenes de Tris 1M a pH 8,0. Por litro de sobrenadante de cultivo se 
aislaron 20 mg de proteína pura que contenían una proporción 50:50 de monómero:dímero.

Trimerización de PCR de TAR1-5-19CYS30

2.5 ml de TAR1-5-19CYS 100 µM se redujeron con ditiotreitol 5 mM y se dejó a temperatura ambiente durante 20 
minutos. Después, la muestra se intercambió con tampón usando una columna PD-10 (Amersham Pharmacia). La 
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columna se había preequilibrado con EDTA 5 mM, fosfato sódico 50 mM a pH 6,5 y la muestra se aplicó y eluyó 
siguiendo las directrices del fabricante. La muestra se introdujo en hielo hasta que se necesitó. TMEA (Tris[2-
maleimidoetil]amina) se adquirió en Pierce Biotechnology. Se preparó una solución 20 mM de TMEA en 100% de 
DMSO (dimetilsulfóxido). Se encontró que una concentración de TMEA superior a 3:1 (proporción molar de 
dAb:TMEA causaba la rápida precipitación y reticulación de la proteína. Asimismo, la tasa de precipitación y 5
reticulación fue mayor a medida que aumentaba el pH. Por tanto, el uso de 100 µM redujo TAR1-5-19CYS, se 
añadió TMEA 25 µM para trimerizar la proteína y la reacción se dejó progresar a temperatura ambiente durante dos 
horas. Se encontró que la adición de aditivos tales como glicerol o etilenglicol hasta 20% (v/v) reducía 
significativamente la precipitación del trímero a medida que prograsaba la reacción de acoplamiento. Después del 
acoplamiento, el análisis SDS-PAGE mostró la presencia de monómero, dímero y trímero en solución.10

Purificación deTAR1-5-19CYS trimérico

Se añadieron 40 µl de ácido acético glacial al 40% por ml de reacción de TMEA-TAR1-5-19cys para reducir el pH a 
~4. La muestra se aplicó después a 1 ml de columna de intercambio catiónico Resource S (Amersham Pharmacia), 
que se había preequilibrado con acetato sódico 50 mM a pH 4,0. El dímero y el trímero se separaron parcialmente 
usando un gradiente de sales de cloruro sódico 340 a 450 mM, acetato sódico  50 mM a pH 4,0 sobre 30 volúmenes 15
de columna. Las fracciones que contienen solo trímero se identificaron usando SDS-PAGE y después se 
combinaron y el pH se aumentó a 8 mediante la adición de 1/5 del volumen de Tris 1M a pH 8,0. Para evitar la 
precipitación del trímero durante las etapas de concentración (usando concentradores vivaspin de corte a 5K, 
Vivascience), se añadió 10% de glicerol a la muestra.

Ensayo de unión funcional in vitr: ensayo de receptores de TNF y ensayo celular20

La afinidad del trímero para el TNFα humano se determinó usando el ensayo de células y receptores de TNF. La 
CI50 en el ensayo del receptor fue de 0,3 nM; la DN50 en el ensayo de células fue de aproximadamente  3 a 10 nM 
(p. ej., .3nM).

Otros posibles formatos de trímero TAR1-5-19CYS 

TAR1-5-19CYS también se puede formatear en un trímero usando los reactivos siguientes:25

Trímeros PEG y trímeros de maleimida sintéticos adaptados

Nektar (Shearwater) ofrece una serie  de PEG de múltiples brazos que se pueden modificar químicamente en el 
extremo terminal del PEG. Por tanto, el uso de un trímero PEG con un grupo funcional de maleimida al final de cada 
brazo permitiría la trimerización del dAb de un modo similar al indicado anteriormente usando TMEA. El PEG 
también puede tener la ventaja de aumentar la solubilidad del trímero, de modo que se evita el problema de la 30
agregación. Por tanto, se podría producir un trímero de dAb en el que cada dAb tiene una cisteína en C-terminal que 
está unida a un grupo funcional maleiida, estando los grupos funcionales maleimida unidos a un trímero PEG.

Adición de un ligador polipeptídico o bisagra en el extremo C del dAb.

Un pequeño ligador ((Gly4Ser)n en el que n=1 a 10, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7, una inmunoglobulina (p. ej., la 
región bisagra de la IgG o secuencia peptídica aleaoria (p. ej., seleccionada de una biblioteca de secuencias 35
peptídicas aleatorias) se pueden someter a ingeniería entre el dAb y el residuo de cisteína terminal. Cuando se usa 
para hacer multímeros (p. ej.,  trímeros o dímeros), de nuevo introduciría un grado más alto de flexibilidad y distancia 
entre los monómeros individuales, lo que puede mejorar las características de unión a la diana, por ejemplo una 
diana de múltiples subunidades, tales como TNFα.

Ejemplo 9. Selección de una colección de anticuerpos de dominio único (dAb) dirigidos contra la 40
seroalbúmina humana (HSA) y la seroalbúmina de ratón (MSA).

Este ejemplo explica un procedimiento para fabricar un anticuerpo de dominio único (dAb) dirigido contra la 
seroalbúmina. Se describe la selección de dAb contra la seroalbúmina de ratón (MSA) y seroalbúmna humana 
(HSA). En este experimento se usaron tres bibliotecas de anticuerpos de expresión en fagos humanos, cada una 
basada en un único marco humano para VH (véase la Figura 13: secuencia de VH simulada basada en V3-23/DP47 y 45
JH4b) o Vκ (véase la Figura 15: secuencia de Vκ simulada basada en o12/o2/DPK9 y Jk1) con diversidad de 
cadenas laterales codificada por los codones NNK, incorporada en las regiones determinantes de la 
complementariedad (CDR1, CDR2 yd CDR3).

Biblioteca 1 (VH):

Diversidad en las posiciones: H30, H31, H33, H35, H50, H52, H52a, H53, H55, H56, H58, H95, H97, H98.50
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Tamaño de la biblioteca: 6,2 x 109

Biblioteca 2 (VH):

Diversidad en las posiciones: H30, H31, H33, H35, H50, H52, H52a, H53, H55, H56, H58, H95, H97, H98, H99, 
H100, H100a, H100b.

Tamaño de la biblioteca: 4,3 x 1095

Biblioteca 3 (Vκ):

Diversidad en las posiciones: L30, L31, L32, L34, L50, L53, L91, L92, L93, L94, L96 Tamaño de la biblioteca: 2 x 109

Las bibliotecas VH y Vκ se preseleccionaron según la unión a los ligandos genéricos proteína A y proteína L, 
respectivamente, de modo que la mayoría de los clones y las bibliotecas no seleccionadas sean funcionales. Los 
tamaños de las bibliotecas mostradas anteriormente corresponden a los tamaños después de la preselección.10

Se realizaron dos rondas de selección con seroalbúmina usando cada una de las bibliotecas por separado. Para 
cada selección, se recubrieron inmunotubos con el el antígeno (nunc) en 4 ml de PBS a una concentración de 100 
µg/ml. En la primera ronda de selección, cada una de las tres bibliotecas se sometió a detección por separad frente 
a HSA (Sigma) y MSA (Sigma). En la segunda ronda de selección, el fago de cada una de las seis primeras 
selecciones de las rondas se sometió a detección contra (i) e mismo antígeno de nuevo (p. ej., 1ª ronda MSA, 2ª 15
ronda MSA) y (ii) contra el antígeno recíproco (por ejemplo, 1ª ronda de MSA, 2ª ronda de HSA), resultando en un 
total de doce segundas selecciones. En cada caso, después de la segunda ronda de selección , se analizarom 48 
clones para determinar la unión a HSA y MSA. Fragmentos dAb solubles se produjeron como se describe para los 
fragmentos scFv por Harrison et al, Methods Enzymol.1996; 267:83-109y el protocolo de ELISA estándar fue 
seguida (Hoogenboom et al. (. 1991) Nucleic Acids Res., 19: 4133) Excepto que el 2% de Tween PBS se utilizó 20
como un tampón de bloqueo y los dAb unidos se detectaron, ya sea con proteína L-HRP (Sigma) (para la Vκs) y 
proteína A-HRP (Amersham Pharmacia Biotech) (para la VHs).

dAb que dieron una señal por encima del fondo que indica la unión a MSA, HSA o ambos se pusieron a prueba en 
forma insoluble de ELISA para la unión a plástico solo pero todos eran específicos para la albúmina de suero.Los 
clones fueron secuenciados (véase el tabla 2 siguiente) que revela que se habían identificado 21 secuencias dAb 25
únicas.La similitud mínima (en el nivel de aminoácidos) entre los clones dAb seleccionados Vk fue 86,25% (69/80) x 
100; el resultado cuando todos los restos diversificados son diferentes, por ejemplo, los clones 24 y 34).La similitud 
mínima entre la VHclones dAb seleccionados fue del 94% ((127/136) x100).

A continuación, los dAb unión a la albúmina de suero se ensayaron para determinar su capacidad para capturar el 
antígeno biotinilado de la solución.Protocolo ELISA (como anteriormente) ha sido seguido excepto que la placa de 30
ELISA se revistió con 1μg/ml proteína L (para los clones Vk) y de la proteína 1μg/ml A (para la VHclones).Soluble 
dAb fue capturado de la solución como en el protocolo y la detección fue con MSA o HSA biotinilados y 
estreptavidina HRP. El MSA y HSA biotinilado se habían preparado de acuerdo con las instrucciones del fabricante, 
con el objetivo de conseguir un promedio de 2 biotinas por molécula de albúmina de suero.Se identificaron veinte 
cuatro clones que capturaron MSA biotinilado de la solución en el ELISA. Dos de estos (clones 2 y 38 a 35
continuación) capturaron también HSA biotinilado. A continuación, los dAb se ensayaron para determinar su 
capacidad para unirse a MSA recubierto en un chip BIAcore CM5.Se encontraron ocho clones que unía a MSA en el 
biacore.

Tabla 8.

dAb (toda la 
MSA biotinilada 
de captura) H o κ CDR1 CDR2 CDR3

¿Se une a en 
biacore ?

¿Captura la 
HAS 
biotinilada?

Biblioteca 3 de 
Vκ molde 
(simulada) κ

XXXLX 

(SEC ID Nº298)

XASXLQS 

(SEC ID Nº299)

QQXXXXPXT 

(SEC ID Nº300)

40
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(continuación)

dAb (toda la 
MSA biotinilada 
de captura) H o κ CDR1 CDR2 CDR3

¿Se une a en 
biacore ?

¿Captura la 
HAS 
biotinilada?

2,4,7,41, κ

SSYLN 

(SEC ID Nº301)

RASPLQS 

(SEC ID Nº302)

QQTYSVPPT 

(SEC ID Nº303)
✔ los 4 se 
unen

38, 54 κ

SSYLN 

(SEC ID Nº304)

RASPLQS 

(SEC ID Nº305)

QQTYRIPPT 

(SEC ID Nº306)
✔ ambos se 
unen

46,47,52,56 κ

FKSLK 

(SEC ID Nº307)

NASYLQS 

(SEC ID Nº308)

QQVVYWPVT 

(SEC ID Nº309)

13, 15 κ

YYHLK 

(SEC ID Nº310)

KASTLQS 

(SEC ID Nº311)

QQVRKVPRT 

(SEC ID Nº312)

30,35 κ

RRYLK 

(SEC ID Nº313)

QASVLQS 

(SEC ID Nº314)

QQGLYPPIT 

(SEC ID Nº315)

19, κ

YNWLK 

(SEC ID Nº316)

RASSLQS 

(SEC ID Nº317)

QQNVVIPRT 

(SEC ID Nº318)

22, κ

LWHLR 

(SEC ID Nº319)

HASLLQS 

(SEC ID Nº320)

QQSAVYPKT 

(SEC ID Nº321)

23, κ

FRYLA 

(SEC ID Nº322)

HASHLQS 

(SEC ID Nº323)

QQRLLYPKT 

(SEC ID Nº324)

24, κ

FYHLA 

(SEC ID Nº325)

PASKLQS 

(SEC ID Nº326)

QQRARWPRT 

(SEC ID Nº327)

31, κ

IWHLN 

(SEC ID Nº328)

RASRLQS 

(SEC ID Nº329)

QQVARVPRT 

(SEC ID Nº330)

33, κ

YRYLR 

(SEC ID Nº331)

KASSLQS 

(SEC ID Nº332)

QQYVGYPRT 

(SEC ID Nº333)

34, κ

LKYLK 

(SEC ID Nº334)

NASHLQS 

(SEC ID Nº335)

QQTTYYPIT 

(SEC ID Nº336)

53, κ

LRYLR 

(SEC ID Nº337)

KASWLQS 

(SEC ID Nº338)

QQVLYYPQT 

(SEC ID Nº339)
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(continuación)

dAb (toda la 
MSA biotinilada 
de captura) H o κ CDR1 CDR2 CDR3

¿Se une a en 
biacore ?

¿Captura la 
HAS 
biotinilada?

11, κ

LRSLK 

(SEC ID Nº340)

AASRLQS 

(SEC ID Nº341)

QQVVYWPAT 

(SEC ID Nº342) ✔

12, κ

FRHLK 

(SEC ID Nº343)

AASRLQS 

(SEC ID Nº344)

QQVALYPKT 

(SEC ID Nº345) ✔

17, κ

RKYLR 

(SEC ID Nº346)

TASSLQS 

(SEC ID Nº347)

QQNLFWPRT 

(SEC ID Nº348) ✔

18, κ

RRYLN 

(SEC ID Nº349)

AASSLQS 

(SEC ID Nº 350)

QQMLFYPKT 

(SEC ID Nº351) ✔

16, 21 κ

IKHLK 

(SEC ID Nº352)

GASRLQS 

(SEC ID Nº353)

QQGARWPQT 

(SEC ID Nº354) ✔

25,26 κ

YYHLK 

(SEC ID Nº355)

KASTLQS 

(SEC ID Nº356)

QQVRKVPRT 

(SEC ID Nº357) ✔

27, κ

YKHLK 

(SEC ID Nº358)

NASHLQS 

(SEC ID Nº359)

QQVGRYPKT 

(SEC ID Nº360) ✔

55, κ

FKSLK 

(SEC ID Nº361)

NASYLQS 

(SEC ID Nº362)

QQVVYWPVT 

(SEC ID Nº363) ✔

Biblioteca 1 (y 
2) de VH (molde 
(simulada) H

XXYXXX 

(SEC ID Nº364)

XIXXXGXXTXYADS 
VKG 

(SEC ID Nº365)

XXXX 

(XXXX) FDY 

(SEC ID Nº366)

8, 10 H

WVYQMD 

(SEC ID Nº367)

SISAFGAKTLYADS 
VKG 

(SEC ID Nº368)

LSGKFDY 

(SEC ID Nº369)

36, H

WSYQMT 

(SEC ID Nº370)

SISSFGSSTLYADS 
VKG 

(SEC ID Nº371)

GRDHNYSLFDY 

(SEC ID Nº372)

En todos los casos los marcos eran idénticos a los marcos en la secuencia ficticia correspondiente, con diversidad 
en las CDR como se indica en la tabla anterior.
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De los ocho clones que unían la MSA en el biacore, dos clones que están altamente expresados en E. colifueron 
elegidos para el estudio adicional (véase el ejemplo 10).Secuencias de nucleótidos y de aminoácidos completas 
para MSA16 y 26 se dan en la figura 16.

Ejemplo 10.Determinación de la afinidad y la semivida en suero de ratón de la unión de dAb de MSA16 y 
NSA26 a MSA.5

Los dAb MSA16 y MSA26 se expresaron en el periplasma de E. coli y se purificaron usando absorción por lotes a la
resina de afinidad de proteína-L agarosa (Affitech, Noruega) seguido de elución con glicina a pH 2,2.Los dAb 
purificados se analizaron a continuación por biacore de inhibición para determinar la Kd. Brevemente, las MSA16 y 
MSA26 purificadas se analizaron para determinar la concentración de dAb requerida para conseguir 200 UR de 
respuesta en un chip CM5 biacore recubierto con una densidad elevada de MSA. Una vez que se han determinado 10
las concentraciones requeridas de dAb, el antígeno de MSA a un intervalo de concentraciones en torno a la Kd
prevista se mezcló previamente con el dAb y se incubó durante la noche La unión al chip de BIAcore recubierto de 
MSA de dAb en cada una de las premezclas se midió después a una alta velocidad de flujo de 30 µl / minuto. Las 
curvas resultantes se usaron para crear gráficos Klotz, que dieron una Kd estimadadde 200 nM para MSA16 y 70 nm 
para MSA 26 (Figura 17 A y B).15

A continuación, los clones MSA16 y MSA26 se clonaron en un vector de expresión con la etiqueta HA (secuencia de 
ácido nucleico: TATCCTTATGATGTTCCTGATTATGCA (SEC ID Nº 373) y la secuencia de aminoácidos: 
YPYDVPDYA (SEC ID Nº 374) y 2-10 mg cantidades eran expresado en E. coliy se purificó a partir del sobrenadante 
con proteína L-resina de afinidad de agarosa (Affitech, Noruega) y se eluyó con glicina a pH 2,2.Semivida en suero 
de los dAb se determinó en el ratón.MSA26 y MSA16 se dosificaron como inyecciones iv individuales en aprox 20
1.5mg/kg en ratones CD1.Análisis de los niveles en suero fue de anti-HA (Abcam, UK) de captura de cabra y la 
proteína L-HRP (Invitrogen) de detección ELISA que fue bloqueado con un 4% Marvel.Lavado estaba con 0,05% de 
Tween PBS. Las curvas de calibración de concentraciones conocidas de dAb se establecieron en presencia de 
suero 1xmouse para garantizar la comparabilidad con las muestras de prueba.Modelado con un modelo de 2 
compartimentos demostró MSA-26 tenía un t1/2α de 0.16hr, un t1/2β de 14.5hr y un área bajo la curva (AUC) de 25
465hr.mg/ml (datos no mostrados) y MSA-16 tenido un t1/2α de 0.98hr, un t1/2β de 36.5hr y una AUC de 
913hr.mg/ml (figura 18).Ambos clones anti-MSA habían prolongado considerablemente la semivida en comparación 
con HEL4 (un dAb anti-lisozima blanca de huevo de gallina) que tenía una t1/2α de 0,06 h, y un t1/2β de 0,34 h.

Ejemplo 11.Creación de fragmentos de tipo Fab de doble especificidad VH-VH y Vk-Vk 

Este ejemplo describe un procedimiento para la fabricación de VH- VHy Vk-Vk específicos duales como fragmentos 30
de tipo Fab.Antes de construir cada uno de los Fragmentos de tipo Fab descritos, los dAb que se unen a dianas de 
elección fueron seleccionados primero a partir de bibliotecas de dAb similares a los descritos en el ejemplo 
9.AVHdAb, HEL4, que se une a la lisozima de huevo de gallina (Sigma) fue aislado y una segunda VHDAB (TAR2h-
5) que se une al receptor de TNFα (sistemas de I + D y) también se aisló. Las secuencias de éstos se dan en la lista 
de secuencias. Un dAb de Vk que se une TNFα (-5-19 TAR1) se aisló por selección y maduración de afinidad y la 35
secuencia también se expone en la lista de secuencias.Un segundo dAb de Vk (MSA 26) descrito en el ejemplo 9 
cuya secuencia está en la figura 17B se utilizó también en estos experimentos.

Los ADN de vectores de expresión que contienen los cuatro dAb descritos anteriormente se digirieon con las 
enzimas SalI y NotI para escindir el ADN que codifica el dAb. Una banda del tamaño esperado (300-400 pb) se 
purificó pasando la digestión en un gel de agarosa y escindiendo la banda, seguido de purificación en gel utilizando 40
el kit de purificación en gel de Qiagen (Qiagen, Reino Unido).A continuación, se inserta el ADN que codifica para los 
dAb en cualquiera de los CH o vectores de Ck (figs. 8 y 9) como se indica en la tabla a continuación.

Tabla 9.

dAb Antígeno diana dAb VHo dAb 
Vk

Insertado en el 
vector

cola (C
terminal)

Resistencia a los 
antibióticos

HEL4 Lisozima de huevo de 
gallina

VH CH Myc Cloranfenicol

TAR2-
5

Receptor de TNF VH Ck Marcador Ampicilina
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(continuación)

dAb Antígeno 
diana

dAb VHo dAb 
Vk

Insertado en el 
vector

cola (C terminal) Resistencia a los antibióticos

TAR1-5-19 TNF α Vk CH Myc Cloranfenicol

MSA 26 Seroalbúmina de ratón Vk Ck Marcador Ampicilina

Las construcciones VHCH y VH Ck se cotransformaron en células HB2151.Por separado, el Vk CHy construcciones 
Vk Ck fueron contransformed en células HB2151.Los cultivos de cada una de las líneas celulares cotransformed se 
cultivaron durante la noche (en 2x TY que contenía 5% de glucosa, cloranfenicol y ampicilina 100μg/ml 10μg/ml para 5
mantener la selección de antibióticos, tanto para CHy plásmidos Ck).Los cultivos de una noche se usaron para 
inocular medio fresco (2x TY, 10μg/ml cloranfenicol y 100μg/ml ampicilina ) y se hicieron crecer a OD 0,7-0,9 antes 
de la inducción mediante la adición de IPTG para expresar su CHy Ck construye.Expresado como Fab fragmento fue 
purificado a continuación a partir del periplasma por la proteína A de purificación (por la contransformed VHCHy 
VHCk) y MSA de purificación de resina de afinidad (para la contransformed Vk CHy Vk Ck).10

Doble especificidad VH-VH

La expresión de VH CH and VH Cκ de doble especificidad se analizó pasando la proteína por un gel. El gel se 
transfirió y se pudo detectar una banda del tamaño previsto para el fragmento Fab sobre la transferencia Western 
mediante la cola myc y la cola flag, lo que indica que las partes VH CH y VH Cκ del fragmento de tipo Fab estaban 
presentes. Después, con el fn de determinar si las dos mitadas de la doble especificidad estaban presentes en el 15
mismo fragmento de tipo Fab, una placa de ELISA se revistió durante la noche a 4 ºC con 100 µl por pocillo de 
lisozima de huevo de gallina (HEL) a  3 mg/ml in en tampón d e bicarbonato sódico. La placa se bloqueó después 
(como se describe en el ejemplo 1) con 25 de tween PBS, seguido de incubación con el fragmento de tipo Fab de 
doble especificidad VH CH /VH Cκ. La detección de la unión de la doble especificidad a HEl se produjo a través de la 
cadena no afín usando 9e10 (un anticuerpo monoclonal que se une a la cola de myc, Roche) el complejo anti- IgG-20
HRP de ratón (Amersham Pharmacia Biotech). La señal para el fragmento de tipo Fab de doble especificidad VH CH

/VH Cκ fue 0,154 en comparación con una señal de fondo de  0,069 para la cadena  VH Cκ expresada sola. Esto 
demuestra que el fragmento de tipo Fab tiene especificidad de unión por el antígeno diana.

Especificidad doble Vκ-Vκ

Después de purificar el fragmento de tipo Fab con especificidad doble Vκ CH y Vκ Cκ cotransformado en una resina 25
de afinidad por MSA, la proteína resultante se usó para sondar una placa de ELISA revestida con 1 µg/ml de TNFα y 
una placa de ELISA revestida con 10 µg/ml de MSA. Como se ha predecido, en ambas placas de ELISA había 
señales por encima de la basal cuando se detectó con la proteína L-HRP (datos no mostrados). Esto indicó que la 
fracción de proteína capaz de unirse a MSA (y, por tanto, purificarse en la columna de afinidad de MSA) también 
podía unirse al TNFα en un ELISA posterior, lo que confirma la especificidad doble del fragmento de anticuerpo. Esta 30
fracción de proteína se usó después para dos experimentos posteriores. En primer lugar, una placa de ELISA 
recubierta con 1 μg/ml de TNFα  se sondó con un fragmento Fab de VκCH y Vκ Cκ de especificidad doble y y también 
con un dAb control de unión a TNFα a una concentración calculada para dar una señal similar en el ELISA. Los dAb 
de especificidad doble y de control se usaron como sondas en la placa de ELISA en presencia y en ausencia de 2 
mg/ml de MSA. La señal en el pocillo de doble especificidad se redujo en más del 50%, pero la señal en el pocillo de 35
dAb no se redujo en absoluto (véase la figura 19a). La misma proteína también se introdujo en el ensayo de los 
receptores con y sin MSA y la competencia por MSA también se demostró (véase la Figura 19c). Esto demuestra 
que la unión de MSA al de especificidad doble es competitiva con la unión al TNFα.

Ejemplo 12. Creación de una especificidad doble Vκ- Vκ unida por cys con especificidad doble específica de 
seroalbúmina de ratón y TNFα40

Este ejemplo describe un procedimiento para fabricar un fragmento de especificidad doble específico de 
seroalbúmina y de TNFα de ratón mediante acoplamiento químnico a través de un enlace disulfuro. Tanto MSA16 
(del ejemplo 1) como dAb TAR1-5-19 se clonaron en un vector basado en pET con una cisteína en C terminal y sin 
marcadores. Los dos dAb se expresaron a niveles de 4-10 mg y se purificaron del sobrenadante usando la resina de 
afinidad de proteína L-agarosa (Affitiech, Noruega). Los dAb marcados con cisteína se redujeron después con 45
ditiotreitol. El dAb TAR1-5-19 se acopló después con ditiodipiridina para bloquear la reformación de los enlaces 
disulfuro en la formación de los homodímeros PEP 1-5-19. Los dos dAb diferentes se mezclaron a continuación a un 
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Ph 6,5 para estimular la formación de enlaces disulfuro y la generación de heterodímeros TAR1-5-19, MSA16 unidos 
por cys. Este procedimiento para producir conjugados de dos proteínas distintas se describió originalmente en King 
et al. (King TP, Li Y Kochoumian L Biochemistry. 1978 voll7:1499-506 Preparation of protein conjugates via 
intermolecular disulfide bond formation.) Los heterodímeros se separaron de las especies monoméricas mediante 
intercambio catiónico. La separación se confirmó mediante la presencia de una banda del tamaño previsto en un gel 5
de SDS. Las especies heterodiméricas resultantes se analizaron en el ensayo de recepores de TNF y se encontró 
que tenían una CI50 para neutralizar el TNF de aproximadamente 18 nM. A continuación, el ensayo de receptores 
se repitió con una concentración constante del heterodímero (18 nM) y una serie de diluciones de MSA y HSA. La 
presencia de HSA en un intervalo de concentraciones (hasta 2 mg / ml) no causó una reducción en la capacidad del 
dímero para inhibir el TNFα. Sin embargo, la adición de MSA produjo una reducción dependiente de la dosis en la 10
capacidad del dímero para inhibir TNFα  (Figura 20). Esto demuestra que MSA y TNFα compiten por la unión al 
dímero TAR1 - -5-19, MSA16 unido por Cys.

Sumario de datos

En el Anexo 4 se presenta un resumen de los datos obtenidos en los experimentos expuestos en los ejemplos 
anteriores.15

Ejemplo 13

Actividad de dAb anti-TNFR1 de ratón y dAb anti-TNFR1 humano

Tabla 10 Actividad de los dAb anti-TNFR1 de ratón

dAb Actividadd (CI50)

Ensayo de células L929 Ensayo de unión a receptor

TAR2m-19 10 µM 2µM

TAR2m-20 n/d 150 nM

TAR2m-21 400 nM n/d

TAR2m-24 1 µM 1,3 µM

TAR2m-21-23 1 nM n/d

TAR2m-21-07 10 nM n/d

TAR2m-21-43 6nM n/d

TAR2m-21-48 6nM n/d

TAR2m-21-10 30 nM n/d

TAR2m-21-06 100 nM n/d

TAR2m-21-17 300 nM n/d

n/d, no determinado

20
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Tabla 11 Actividad de los dAb anti-TNFR1 humano

dAb Actividad (CI50)

Ensayo de células HeLa IL-8 Ensayo de unión a receptor

TAR2h-10 50 nM 30 nM

TAR2h-12 100 nM n/d

TAR2h-13 300 nM n/d

TAR2h-14 300 nM 30 nM

TAR2h-15 n/d 5 nM

TAR2h-16 200 nM 30 nM

TAR2h-17 n/d 100 nM

TAR2h-18 400 nM n/d

TAR2h-22 n/d 200 nM

TAR2h-27 3000 nM 30 nM

TAR2h-29 300 nM 300 nM

TAR2h-32 100 nM n/d

TAR2h-34 n/d 300 nM

TAR2h-35 800 nM n/d

TAR2h-41 30 nM 8nM

TAR2h-42 10 nM 15 nM

TAR2h-44 300 nM 10 nM

TAR2h-47 n/d 8nM

TAR2h-51 n/d 80 nM

TAR2h-67 300 nM n/d

TAR2h-10-1 n/d 10 nM

TAR2h-10-2 n/d 11 nM

TAR2h-10-3 n/d 11 nM
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(continuación)

dAb Actividad (CI50)

Ensayo de células HeLa IL-8 Ensayo de unión a receptor

TAR2h-10-4 n/d 8 nM

TAR2h-10-5 n/d 11 nM

TAR2h-10-7 30 nM n/d

TAR2h-10-27 10 nM 2nM

TAR2h-10-55 20 nM n/d

n/d, no determinado

Ensayo de liberación de IL-8 en MRC-5 

Las actividades de determinados dAb que se unen a TNFR1 se evaluaron en el siguiente ensayo de células MRC-5.
El ensayo se basa en la inducción de la secreción de IL-8 por TNF en células MRC-5 y se adapta del procedimiento 
descrito en Alceson, L. et al. Journal of Biological Chemistry 271:30517-30523 (1996), que describe la inducción de 5
IL-8 por IL-1 en HUVEC. La actividad de los dAb se analizó evaluando la inducción de I-8 por el TNFα humano 
usando células MRC-5 en lugar de la línea celular HUVEC. En pocas palabras, las células MRC-5 se sembraron en 
placas de microtitulación y las placas se incubaron durante la noche con dAb y TNFα humano (300 pg/ml). Tras la 
incubación, el sobrenadante del cultivo se aspiró y la concentración de IL-8 en el sobrenadante se midió mediante un 
ELISA de tipo sándwich (R&D Systems). La actividad de dAb anti-TNFR1 tuvo como resultado una disminución de la 10
secreción de IL-8 en el sobrenadante en comparación con los pocillos control que se incubaron solo con TNFα.

Ejemplo 14. Modelo de shock séptico en ratones 

La eficacia in vivo de un dAb anti-TNFR1 se evaluó en un modelo experimental bien establecido para el síndrome 
del shokc séptico (Rothe et al., Circulatory Shock 44:51-56, (1995)). La muerte inducida por LPS en este modelo 
depende de la activación de TNFR-1 (p55). En este modelo, se sensibilizó a los ratones a la toxicidad de LPS 15
usando D-galactosamina (D-GaIN). La dosis de LPS letal para los animales silvestres en este estudio era de 
aproximadamente 10 ng.

LPS (Salmonella enteritidis, Sigma, EE.UU.) y D-Galactosamina (D-GaIN, Sigma, EE.UU.) se inyectaron por vía 
intraperitoneal. Los ratones control sensibilizados con D-Ga1N (10 mg/ratón) murieron en 18 horas después de la 
exposición a LPS (10 ng). La mortalidad de los ratones no sensibilizados se registró en un periodo de 1 día después 20
de la exposición.

Los ratones recibieron un ligando de doble especificidad que se une a TNFR1 de ratón y a seroalbúmina de ratón 
(TAR2m-21-23 3U TAR7m-16; TAR7m-16 también se denomina en el presente documento MSA16) o ENBREL® 
(entarecept; Immunex Corporation) mediante inyecciones intraperitoneales 4 horas antes de la administración de 
LPS. (Véase la Tabla 12). La supervivencia se monitorizó a intervalos de 4-6 horas en un periodo de 48 horas. La 25
eficacia de los dAb anti-TNFR1 de ratón se demostró mediante la supervivencia.

Tabla 12.

Grupo de 
tratamiento

Agente y dosis Dosis de LPS 
por ratón (ng)

Número de 
animales

Número de 
supervivientes a las 24 h

1 Solución salina 10 8 0/8

2 10 mg/kg ENBREL® (entarecept; 
Immunex Corporation)

10 8 8/8
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(continuación)

Grupo de 
tratamiento

Agente y 
dosis

Dosis de LPS por ratón 
(ng)

Número de 
animales

Número de supervivientes a las 
24 h

3 5,4 mg/kg de TAR2m-21-23 3U TAR7m-16 10 8 4/8

4 1 mg/kg de TAR2m-21-23 3U TAR7m-16 10 8 2/8

5 5,4 mg/kg de TAR2m-21-23 3U TAR7m-16 0 2 2/2

TAR2m-21-23 3U TAR7m-16 es un ligando de especificidad doble que contiene un dAb que se une al TNFR1 de 
ratón que está unido a través de un ligador peptídico a un dAb que se une a la seroalbúmina de ratón. Una 
secuencia de nucleótidos que codifica TAR2m-21-23 3U TAR7m-16 y la secuencia de aminoácidos del ligando con 5
especificidad doble se presentan más adelante como la SEC ID SEC ID Nº 375 y la SEC ID Nº376, respectivamente.

10

La presencia de supervivientes en los grupos de tratamiento de TAR2m-21-23 3U TAR7m-16 demuestra que el dAb 
anti-TNFR1 era eficaz en la inhibición de la actividad del receptor in vivo, y los resultados demuestran que el efecto 
dependía de la dosis. Además, la eficacia del tratamiento con TAR2m-21-23 3U TAR7m-16 se comparó 
favorablemente con la eficacia de ENBREL® (entarecept; Immunex Corporation). La supervivencia de los animales 
tratados con TAR2m-21-23 3U TAR7m-16 solo (Grupo 5, sin exposición a LPS) también demuestra que TAR2m-21-15
23 3U TAR7m-16 no era tóxico y no era agonista del receptor in vivo mediante reticulación con el receptor.

Otros estudios confirmaron que los dAb anti-TNFR1 no son agonistas de TNFR1 (actúan como agonistas de TNFR1) 
en ausencia de TNFα. Las células L929 se cultivaron en medio que contenía un intervalo de concentraciones del 
monómero TAR2m-21-23,  el monómero TAR2m 21-23 reticulado mediante un anticuerpo anti-myc disponible 
comercialmente (9E10), TAR2m-21-23 3U TAR7m-16 o TAR2m-21-23 40K PEG. En el caso del monómero TAR2m-20
21-23 reticulado por el anticuerpo anti-myc, el dAb y el anticuerpo se mezclaron en una proporción de 2:1 y se pre-
incubaron durante una hora a temperatura ambiente para simular los efectos de la reticulación inmunitaria in vivo 
antes del cultivo. TAR2m-21-23 monomer was incubated with the L929 cells at a concentration of 3000 nM. TAR2m-
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21-23 monomer and anti-Myc antibody were incubated at a dAb concentration of 3000 nM. TAR2m-21-23 3U 
TAR7m-16 was incubated with the cells at 25 nM, 83.3 nM, 250 nM, 833 nM and 2500 nM concentrations. TAR2m-
21-23 40K PEG was incubated with the cells at 158.25 nM, 527.5 nM, 1582.5 nM, 5275 nM and 15825 nM 
concentrations. After incubation overnight, cell viability was assessed as described for the L929 cell cytotoxicity 
assay. The results revealed that incubation with various amounts of dAb did not result in an increase in the number of 5
non-viable cells in the cultures. The incubation of L929 cells with 10 nM, 1 nM and 0.1 nM of a commercially-available 
anti-TNFR1 IgG antibody resulted in a dose-dependent increase in non-viable cells thereby demonstrating the 
sensitivity of these cells to TNFR1-mediated agonism. (Figure 26).

Ejemplo 15. Modelos de enfermedades inflamatorias crónicas

A. Modelo de artritis inducida por colágeno en ratones10

Se inyectó en ratones DBA / 1 una vez una emulsión de adyuvante Arthrogen-CIA y colágeno Arthrogen-CIA (MD-
Biosciences). El día 21, se retió del estudio a los animales con puntuaciones artríticas altas y el resto de los 
animales se dividieron en grupos de 10 con un número igual de animales machos y hembras .El día 21 comenzaron
los tratamientos con inyecciones intraperitoneales de o bien solución salina, ENBREL ® (entarecept; Immunex 
Corporation) o TAR2m-21-23 40K PEG y continuaron durante 28 días. Se midieron las puntuaciones artríticas 15
clínicas en una escala de 0 a 4 para cada una de las 4 extremidades de los animales, se le asignó una puntuación 
de 0 para una extremidad normal y una puntuación de 4 se asignó para una extremidad con inflamación máxima y
afectación de múltiples articulaciones.

Una reducción de la suma de las puntuaciones artríticas de los cuatro miembros con respecto a la máxima de 16 a 
(a) 14-15, (b) 12-15, (c) 10-15, (d) 9-15, (e) 7-15, (f) 5-15, (g), 3-15, o (h) 1-15 es un efecto beneficioso en este 20
modelo. Un efecto beneficioso puede resultar es una suma de las puntuaciones artríticas de los cuatro miembros de 
0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 o 15. Un retraso en la aparición de la artritis, en comparación con el 
grupo control no tratado, es también un efecto beneficioso en este modelo.

Las puntuaciones clínicas claramente han demostrado que el tratamiento con TAR2m-21-23 40K PEG tenía un 
impacto muy favorable de inhibición del desarrollo de la artritis en comparación con el control de solución salina, y 25
por otra parte, el impacto del tratamiento con TAR2m-21-23 40k PEG se comparó favorablemente con ENBREL ® 
(entarecept; Immunex Corporation). Esta es la primera demostración de la inhibición del TNFR1 eficaz en el 
tratamiento de un modelo de enfermedad inflamatoria crónica.

B. Modelo ΔARE de EII y artritis en ratón

Los ratones que llevan una deleción dirigida en los elementos 3 ' ricos en AU (ARE) del ARNm de TNF (que se 30
denominan ratones TNFΔARE) sobreproducen TNF y desarrollan una enfermedad intestinal inflamatoria que es 
histopatológicamente similar a la enfermedad de Crohn (Kontoyiannis et al., J. Exp. Med. 196:1563-74 (2002).) En 
estos ratones, la enfermedad de tipo Crohn se desarrolla entre 4 y 8 semanas de edad, y los animales también 
desarrollan signos clínicos de artritis reumatoide.

En los dAb que se unen al TNFR-1 de ratón se evaluó la eficacia en la inhibición de la patología de tipo Crohn y la 35
artritis en ratone TnfΔARE. ENBREL ® (entarecept; Immunex Corporation) se utilizó como control positivo.Los agentes 
se administraron mediante inyecciones intraperitoneales de acuerdo con la administración y régimen de dosificación 
presentado en la Tabla 13.

Los dAb estudiados incluyen: 

1) TAR2m-21-23 PEGilado con un resto de PEG de 40 kD;40

2)  TAR2m-21-23 3U TAR7m-16 de doble especificidad que se une al TNFR-1 de ratón y seralbúmina de ratón.

Tabla 13.

Grupo Tratamiento Dosis Número de 
dosis

Número de 
animales

6 ENBREL ® (entarecept; Immunex Corporation) 
(administrada 3 veces / semana)

10 mg / kg 8 10

5 TAR2m21-23 40 kD PEG (administrada dos veces / 
semana)

1 mg / kg 8 10
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(continuación)

Tratamiento Dosis Número de 
dosis

Número de 
animales

Tratamiento

4 TAR2m21-23 40 kD PEG (administrada dos veces / 
semana)

10 mg / kg 8 10

3 TAR2m-21-23 3U TAR7m-16 (administrada dos veces / 
semana)

1 mg / kg 8 10

2 TAR2m-21-23 3U TAR7m-16 (administrada dos veces / 
semana)

10 mg / kg 8 10

1 Solución salina NA 8 10

A la conclusión del periodo de dosificación, se  sacrificó a los ratones se extirparon y los íleon terminales y los colon 
proximales para el análisis.

Para el análisis histológico, las muestras de tejido se seccionaron y se tiñeron con hematoxilina y eosina, y la 5
inflamación aguda y crónica se puntuará usando un sistema semicuantitativo de puntuación. Las puntuaciones se
asignarán del siguiente modo: puntuación de la inflamación 0 = 0-1 células polimorfonucleares (PMN) por campo de 
alta potencia (PMN / HPF); 1 = 2-10 PMN / HPF dentro de la mucosa; 2 = 11-20 PMN / HPF dentro de la mucosa; 3 
= 21-30 PMN / HPF en mucosa o 11-20 PMN / HPF con extensión por debajo de la capa muscular de la mucosa; 4 =
> 30 PMN / HPF en mucosa o > 20 PMN / HPF con extensión debajo muscular de la mucosa; inflamación crónica y 10
marcó el 0 = 0-10 leucocitos mononucleares (ML) por HPF (ML / HPF) dentro de la mucosa; 1 = 11-20 ml / HPF 
dentro de la mucosa; 2 = 21-30 ml / HPF en mucosa o 11-20 ML / HPF con extensión debajo muscular de la mucosa; 
3 = 31-40 ml / HPF en mucosa o hiperplasia folicular; y 4 = >40 ML / HPF en mucosa o > 30 ML / HPF con extensión 
debajo muscular de la mucosa o hiperplasia folicular.

Los signos macrofenotípicos de la artritis se puntuaron semanalmente de acuerdo con el siguiente sistema: 0 = sin 15
artritis (aspecto y flexión normales); 1 = artritis leve (distorsión de la articulación); 2 = moderado artritis (hinchazón, 
deformación de las articulaciones); 3 = artritis intensa (movimiento gravemente alterado).

El dAb de TAR2m-21-23 demostró buena eficacia in vivo en el modelo delta ARE de artritis en ratón, como un 
monómero 40 kD pegilado (TAR2m21-23 40 kD PEG) como un formato anti-TNFR1/anti-SA de doble especificidad 
(TAR2m-21-23-3U TAR7m 16). La semana 9, las puntuaciones medias artríticas de ambos grupos tratados TAR2m-20
21-23 y el TAR2m-21-23-3U TAR7m 16 fueron menores de 0,4. Por el contrario, el grupo control con solución salina 
tenía artritis de moderada a grabe, con una puntuación media de artritis que fue > 1,0. El grupo tratado con ENBREL
® (entarecept; Immunex Corporation), que se administró 3 veces por semana en comparación con TAR2m-21-23 y 
la TAR2m-21-23 3U TAR7m-16 que se administraron dos veces por semana, tuvo una puntuación media de 0,5-1,0.
Estos resultados indican que la terapia con los formatos de dAb que se unen TNFR1 es una terapia antiartritis 25
altamente eficaz, y que los formatos de dAb tanto pegilado decoro de especificidad doble estudiados son fármacos 
altamente eficaces para la enfermedad inflamatoria crónica. Además, estos resultados demuestran además que los 
dAb que se unen a TNFR1 solo se enganchan al receptor de una manera antagónica.

C. Modelo DSS de EII de ratón

Se indujo EII en ratones mediante la administración de sulfato de dextrano sódico (DSS) en el agua de  bebida.30
(Véase, por ejemplo, Okayasu I. et al., Gastroenterology 98:694-702 (1990); Podolsky K., J Gasteroenterol. 38 suppl 
XV :63-66 (2003).) Ratones adultos BDF1 que carecen de H. pylori se estabularán durante 2 semanas para 
estabilizar sus ritmos circadianos. Todos los ratones se mentendrán en jaulas ventiladas individualmente en una 
unidad de barrera específica sin patógenos (SPF) con un cilo de luz:oscuridad de 12 horas. Se permitirá a los 
animales comer y beber ad libitum.35

El estudio tendrá una duración de 7 días. El agua de bebida contendrá DSS al 5% durante todo el estudio. Todos los 
animales serán tratados en los días 1 a 7 por la mañana (09:00-10:00) y por la noche (16:00/17:00). (Véase el tabla 
2 14.) El día 1 es equivalente a una única dosis profiláctica. Todos los animales se pesarán diariamente y se anotará 
cualquier incidencia de diarrea. Todos los animales serán sacrificados 24 horas después del último tratamiento y se
les administrará un pulso de bromodesoxiuridina 40 minutos antes de su sacrificio. Se extirpará de los animales las 40
partes distales de los intestinos gruesos. Una muesra pequeña de la porción distal del intestino grueso se colocará
en el "RNAlater", y el resto se fijará en fijador de Carnoy, se incluirá en parafina, se seccionará (secciones no en 
serie por portaobjetos) y se teñirá con hematoxilina y eosina. Las secciones se evaluarán visualmente para 
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determinar la gravedad de la EII y se les asignará una puntuación de gravedad. El análisis histométricos se llevará a 
cabo y se determinará la media del área de la lesión (área de la úlcera), la media del área epitelial, y la media del
área inflamatoria intramural.

Se usarán secciones transversales teñidas con H y E del intestino grueso para registrar una serie de dimensiones de 
tejido utilizando un microscopio Zeiss Axiohome, que permite la cuantificación exacta de las zonas. Para cada 5
sección transversal, se midió el área de epitelio más lámina propia y el área de tejido conectivo. A continuación, se 
mide el área epitelial por separado, con la diferencia de la zona de la lámina propia. En el tejido normal de la 
contribución relativa de este tejido a la superficie es de 10%, pero aumenta a medida que aumenta la inflamación. La 
proporción relativa de epitelio: lámina propia, por lo tanto cambia.

Con el aumento de la gravedad de la profundidad de esta área se estrecha (lo que contribuye a la ulceración) y la 10
longitud del colon se acorta. En conjunto, estos fenómenos hacen que el área de sección transversal del lumen 
aumente. Este parámetro puede ser, por tanto, también una medida útil de la gravedad de la enfermedad.

Las muestras de tejido se observarán microscópicamente y se les asignará una puntuación de gravedad, donde 0 = 
sin inflamación; 1 = leve inflamación alrededor de la base de la cripta; 2 = infiltración inflamatoria masiva y alteración 
de la arquitectura de la mucosa; 3 = la infiltración inflamatoria masiva y la arquitectura de la mucosa alterada más 15
ulceración.

La eficacia se indica en este modelo cuando el tratamiento produce una reducción de la puntuación de la gravedad, 
con respecto a la puntuación de la gravedad del grupo control de solución salina. Por ejemplo, la puntuación de 
gravedad del grupo de tratamiento se puede reducir en 0,1 hasta aproximadamente 1, de 1 a aproximadamente 2, o 
de 2 a aproximadamente 3. La eficacia se indicaría por una puntuación de alrededor de 2 o menos, 1 a 20
aproximadamente 2, o 1 o menos.

9 grupos de 6 animales se tratarán de la siguiente manera: 

Tabla 14.

Grupo

1 DSS en el agua de bebida

2 DSS en el agua de bebida + ip PEG TAR2m-21-23, 10 mg / kg 1x / d

3 DSS en el agua de bebida + ip PEG TAR2m-21-23, 1 mg / kg 1x / d

4 DSS en el de bebida + ip solución salina

5 DSS en el agua de bebida + sonda oral PEG TAR2m-21-23, 0,25 mg / animal 2x / d

6 DSS en el de bebida + solución salina con sonda oral

7 DSS en el agua de bebida + ip dosificación + ve control, por ejemplo esteroides

8 DSS en el de bebida + sonda oral + ve control por ejemplo, ácido 5 -aminosalicílico o similar

9 Animales sin tratar

Las sondas orales se administrarán con ZANTAC ® (clorhidrato de ranitidina, GlaxoSmithKline).

D. Modelo en ratón de enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC)

Se evaluará la eficacia de los dAb anti-TNFR1 en la progresión de la enfermedad en un modelo subcrónico con25
humo de tabaco (TS) en ratones (Véase, por ejemplo, Wright JL y Churg A., Chest 122: 3065-3095 (2002). Se 
administran dAb anti-TNFR1 de ratón mediante inyecciones intraperitoneales cada 48 horas (a partir de 24 horas 
antes de la primera exposición al TS) y serán administraán en el formato de la semivida en suero prolongada (por 
ejemplo, ligando PEGilado, de doble especificidad comprende dAb anti-SA).

Alternativamente, el dAb anti-TNFR1 se administrará por vía intranasal cada 24 horas (a partir de 4 horas antes de la 30
primera exposición al TS) y se administrará en forma de monómero de dAb. ENBREL ® (entarecept; Immunex 
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Corporation) se utilizará como control positivo. La exposición a TS será diaria y el estudio tendrá una duración de 1 a 
2 semanas. (Véase, por ejemplo, Vitalis et al., Eur. Respir. J., 11:664-669 (1998).) Tras la última exposición al TS, el 
lavado broncoalveolar se analizará para realizar los recuentos celulares totales y diferenciales para incluir las 
subpoblaciones de neutrófilos, eosinófilos, macrófagos y linfocitos T. Los lóbulos pulmonares se fijarán en formalina 
tamponada al 10% y las secciones de tejido se analizarán para ver el aumento de tamaño de los alveolos y los 5
conductos alveolares, el engrosamiento de las pareces de las vías respiratorias pequeñas y los recuentos celulares 
para incluir las subpoblaciones de neutrófilos, eosinófilos, macrófagos y linfocitos T. La eficacia será evidente 
mediante una reducción del número de subpoblaciones de neutrófilos, eosinófilos, macrófagos y linfocitos T que 
estaban elevadas por la exposición a TS y una reducción en el agrandamiento inducido por TS de los alveolos y los 
conductos alveolares y el engrosamiento de las paredes de las vías respiratorias pequeñas.10

Ejemplo 18. Los dímeros TAR2m21-23 son antagonistas de TNFR1 de alta avidez

Los dímeros TAR2m21-23 se prepararon mediante la producción de una forma de TAR2m21-23 que contenía un 
residuo de Cys en el extremo carboxi usando los procedimientos descritos en el Ejemplo 8. La proteína (TAR2m21-
23CYS) se expresó en Pichia y se purificó usando Streamline Proteína A. El análisis SDS-PAGE en condiciones no 
reductoras mostró que ~ 40-50% de la proteína estaba presente en la solución como un dímero. El dímero se 15
purificó adicionalmente mediante cromatografía de filtración en gel.

2 mg de proteína se concentraron hasta aproximadamente 250 l y se aplicó a una columna de filtración en gel 
Superdex 75 HR (Amersham Bioscience) que previamente se había equilibrado con PBS. La columna se hizo 
funcionar a una velocidad de flujo de 0,5 ml / min y se recogieron fracciones de 0,5 ml. La elución de la proteína de 
la columna se monitorizó a 280 nm y las fracciones que contenían el dímero se identificaron mediante SDS-PAGE 20
no reductora.Las fracciones que contenían dímeros pero no las formas monoméricas TAR2m-21-23CYS se 
combinaron. Las fracciones combinadas se concentraron y la potencia del dAb dimérico se determinaron en el 
ensayo de citotoxicidad de las células L929 de TNF (Ejemplo 6).

La potencia biológica del dímero TAR2m21-23 se comparó con la forma monomérica TAR2m-21-23 en el ensayo de 
citotoxicidad de L929. En este ensayo, se evaluó la inhibición de la citotoxicidad inducida por TNF de las células 25
L929 de ratón por el monómero TAR2m21-23 y el dímero TAR2m21-23, y los resultados se expresaron como la 
concentración de monómero dAb o el dímero que inhibía la citotoxicidad en un 50% en el ensayo (dosis de
neutralización al 50, DN50).

El dAb monomérico tenía una DN50 de aproximadamente 600 pM en el ensayo. La DN50 de del dAb dimérico
(dímero TAR2m21-23 ) era aproximadamente 10 veces inferior (DN50 alrededor de 60-70 pM) en el ensayo.Estos 30
resultados muestran que Dímero TAR2m21-23 tenía una afinidad significativamente mejorada para la superficie 
celular de TNFR1 en comparación con el monómero dAb. Los resultados indican que el dímero TAR2m21-23 se 
une a dos moléculas separadas de TNFR1 en la superficie celular al mismo tiempo, y el efecto de avidez resultante 
sobre la multimerización tiene como resultado una mejora de la inhibición del TNFR1.

A continuación, el formato dimérico (dímero TAR2m21-23 ) se analizó para ver si aparecía algún signo de agonismo 35
del TNFR1, es decir, la capacidad de causar la reticulación del TNFR1 e iniciar señalización intracelular y la muerte 
celular. Esto se logró usando un ensayo de citotoxicidad de células L929 modificado en la que no se añadió TNF-α, 
pero los anticuerpos anti-TNFR1 o los formatos de dAb se alizaron para ver si eran agonistas del TNFR1 e inducían 
la muerte celular. El anticuerpo anti-TNFR1 AF-425-PB (R & D Systems), que es un aonista conocido del TNFR1, y
el anticuerpo anti-TNFR1 MAB430 (R & D Systems), un antagonista notificado de TNFR1, TAR2m-21-23 y el dímero 40
TAR2m21-23 se analizaron en el ensayo.

El anticuerpo AF-425-PB activó el TNFR1 e indujo citotoxicidad en el ensayo con una DN50 de aproximadamente 
100 pM. Incluso el anticuerpo antagonista MAB430 produjo reticulación rel receptor y la muerte celular en el ensayo 
con una DN50 de aproximadamente 10 nM. En contraste, el dímero TAR2m-21-23 no causó ninguna muerte celular 
en el ensayo, incluso cuando está presente a concentraciones muy altas (> 1µM).Estos resultados muestran que el 45
dímero TAR2m21-23 no es agonista del TNFR1.

Los resultados indican que los dímeros, trímeros u otros multímeros de dAb que se unen TNFR1 tienen alta avidez 
por TNFR1 expresado en la superficie de las células y son antagonistas eficaces del TNFR1. Por otra parte, los 
resultados de este estudio muestran que los multímeros de los dAb que se unen al dominio 1 del TNFR1, tales como 
el dímero TAR2m21-23 , pueden unirse a dos moléculas de TNFR1 (al igual que los anticuerpos que actuaban como 50
agonistas en el ensayo) y que la unión del dominio u epítopo diana en el TNFR1 (dominio 1) impidió la estrecha 
asociación estrecga de las cadenas del receptor que se requiere para la iniciación de la señalización del TNFR1.
Esta propiedad es única para una molécula bivalente en que es capaz de reticular el TNFR1 en la superficie celular 
y, sin embargo, no causar señalización del TNFR1 y la muerte celular.

Ejemplo 20.Aislamiento de los dAb que se unen al TNFR1 humano y al TNFR1 de ratón 55

Los dAb de secuencia conocida se expresaron en E. coli y se purificaron con la resina de Proteína A Streamline.
Después de la elución en Tris-Glicina, los dAb se hicieron fluir sobre un chip de SPR en el que se había inmovilizado
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TNFR1 humano biotinilado (celda de flujo 2) y TNFR1 murino biotinilado (celda de flujo 4).(El chip de SPR se revistió 
con TNFR1 humano y TNFR1 murino a densidades similares.). Las células de flujo 1 y 3 se dejaron en blanco y 
actuaron como superficies de referencia no antigénicas para la detección y la sustracción de la unión no específica.

Los dAb se hicieron fluir sobre las celdas de flujo 4 en serie (es decir, la celda de flujo 1, a continuación, 2, 3 y 
finalmente 4) con las diferencias de respuesta entre las células de flujo 2 y 1 medidas y también se midieron las 5
diferencias de respuesta entre las células de flujo 4 y 3. La primera es una medida de la unión al TNFR1 humano y 
la posterior unión al TNFR1 murino. Se observaron las curvas de unión específica para determinar la unión tanto al 
TNFR1 humano como al TNFR1 murino, la naturaleza de las curvas siendo tal que se observó una tasa de incio más 
rápida para el TNFR1 humano que para el TNFR1 murino. Las tasas off fueron muy similares. Una evaluación de la 
reactividad cruzada viene dada por el número de unidades de respuesta (UR) logradas como máximo mediante cada 10
acontecimiento de unión. En este ejemplom la superficie de TNFR1 humano biotinilado comprendió
aproximadamente 900 UR de TNFR1 en la celda de flujo 2, mientras que la celda de flujo 4 comprendía 
aproximadamente 1400 UR de TNFR1 murino. Como control, TAR2h-154-7, un dAb específico humano a una 
concentración de 2 micromolar se unió a la superficie humana con una respuesta máxima de 385 UR, dando una 
respuesta en la superficie del ratón de sólo 4,5 UR. La concentración 2 micromolar de TAR2h-205 dio una respuesta 15
en la superficie humana de 435 UR y una respuesta en la superficie del ratón de 266 UR.

Anexo 1; Polipéptidos que potencian la semivida in vivo.

Alfa-1 glucoproteína (orosomucoide) (AAG)

Alfa-1 Antiquimotripsina (ACT)

Alfa-1-antitripsina (AAT)20

Alfa-1 microglobulina (proteína HC) (AIM)

Alfa-2 macroglobulina (A2M)

Antitrombina III (AT III)

Apolipoproteína A-1 (Apo A-1)

Apolipoproteína B (Apo B)25

Beta-2-microglobulina (B2M)

Ceruloplasmina (Cp)

Complemento de componentes (C3)

Complemento de componentes (C4)

Inhibidor de la C1 esterasa (C1 INH)30

Proteína C reactiva (CRP)

Cistatina C (Cys C)

Ferritina (FER)

Fibrinógeno (FIB)

Fibronectina (FN)35

Haptoglobina (Hp)

Hemopexina (HPX)
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Inmunoglobulina A (IgA)

Inmunoglobulina D (IgD)

Inmunoglobulina E (IgE)

Inmunoglobulina G (IgG)

Inmunoglobulina M (IgM)5

Cadenas Ligeras de Inmunoglobulina (kapa / lambda)

Lipoproteína (a) [Lp (a)]

Proteína de unión a manosa (MBP)

Mioglobina (Myo)

Plasminógeno (PSM)10

Prealbúmina (Transtiretina) (PAL)

Proteína de unión a retinol (RBP)

Factor reumatoide (RF)

Amiloide sérico A (SAA)

Receptor de la transferrina soluble (sTfR)15

Transferrina (Tf)

Anexo 2

Resumen de datos

OBJETIVO dAb Constante de disociación en el 
equilibrio (Kd = Koff / Kon)

Koff CI50 para el 
ensayo de 
ligando

DN50 para el ensayo de 
neutralización basado en 
células 

TAR1 Monómeros 
TAR1

300 nM a 5 pM (es decir, 3 x 
10-7a 5 x 10-12), 50 nM, 
preferiblemente a 20 pM

5 x 10-1a 1 x 
10-7

500 nM a 100 
pM

500 nM a 50 pM

Dímeros 
TAR1

Como monómero TAR1 Como 
monómero 
TAR1

Como 
monómero 
TAR1

Como monómero TAR1
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(continuación)

OBJETIVO dAb Constante de disociación 
en el equilibrio (Kd = Koff 
/ Kon)

Koff CI50 para el ensayo de ligando DN50 para el 
ensayo de 
neutralización 
basado en 
células 

Trímeros 
TAR1

Como monómero TAR1 Como 
monómero 
TAR1

Como monómero TAR1 Como 
monómero 
TAR1

TAR1-5

TAR1-27

Monómero 
TAR1-5-19

30 nM

Homodímero 
TAR1-5-19 

Con (Gly4Ser)3ligador = 20nm

Con (Gly4Ser)5ligador = 2 nm

Con (Gly4Ser)7ligador = 10 nm 
En el formato Fab = 1 nM

= 30 nM

= 3 nM

= 15 nM

Heterodímeros 
TAR1-5-19 

Con (Gly4Ser)nligador

TAR1-5-19d2 = 2 nM

TAR1-5-19d3 = 8 nM

= 12 nM

= 10 nM

  

TAR1-5-19 d4 = 2-5 nM

TAR1-5-19 d5 = 8 nM

En el formato Fab

TAR1-5-19CH D1ck = 6 nM

TAR1-5-19CK D1CH = 6 nM

TAR1-5-19CH d2CK = 8 nM

TAR1-5-19CH d3CK = 3 nM

= 12 nM

Heterodímeros 
TAR1-5 

Con (Gly4Ser)nligador

TAR1-5D1 = 30 nM

TAR1-5d2 = 50 nM

TAR1-5D3 = 300 nM
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(continuación)

OBJETIVO dAb Constante de 
disociación en el 
equilibrio (Kd = Koff / 
Kon)

Koff CI50 para el ensayo de 
ligando

DN50 para el 
ensayo de 
neutralización 
basado en 
células 

TAR1-5d4 = 3 nM

TAR1-5d5 = 200 nM

TAR1-5d6 = 100 nM

En el formato Fab

TAR1-5CH d2CK = 30 nM 
TAR1-5CK d3 CH = 100 nM

= 60 nM

Homotrímero TAR1-5-
19 

0,3 nM 3-10 nM (por 
ejemplo, 3 
nM)

TAR2 Monómeros TAR2 Como monómero 
TAR1

Como 
monómero 
TAR1

500 nM a 100 pM 500 nM a 50 
pM

TAR2-10

TAR2-5

Albúmina 
de Suero

Monómeros Anti-SA 1 nM a 500μM, 
preferentemente 100 
nM a 10 µM

En el formato de 
doble especificidad, la 
afinidad de destino es 
de 1 a 100.000 x 
afinidad de afinidad 
SA dAb, por ejemplo, 
100 pM (objetivo) y 10 
µM afinidad SA.

1 nM a 500μM, 
preferentemente 100 nM a 
10 µM

En el formato de doble 
especificidad, la afinidad de 
destino es de 1 a 100.000 x 
afinidad de afinidad SA dAb, 
por ejemplo, 100 pM 
(objetivo) y 10 µM afinidad 
SA.

MSA-16 200 nM

MSA-26 70nm
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REVINDICACIONES

1. Un antagonista del factor de necrosis tumoral (TNFR1) que se une al TNFR1 e inhibe la transducción de señal a 
través de TNFR1; (i) en el que dicho antagonista no innhibe la unión de TNFα to TNFR1; (ii) en el que dicho 
antagonista es un anticuepro de dominio (dAb); y (iii) en el que dicho dAb comprende una secuencia de aminoácidos 
que es al menos un 90% homóloga a la secuencia de aminoácidos de TAR2h-205 (SEC ID N º 627 en la Figura 5
271).

2. El antagonista de la reivindicación 1, en el que dicho antagonista inhibe la muerte celular inducida por TNF-α en 
un ensayo de citotoxicidad L929 estándar de la secreción inducida por TNFα de IL-8 en un ensayo estándar HeLa IL-
8.

3. Un ligando que comprende un anticuerpo de dominio (dAb) definido en la reivindicación 1 o la reivindicación 2.10

4. El ligando de la reivindicación 3, en el que dicho ligando comprende dichos dAb de unión a TNFR1 y un resto de
prolongación de la semivida.

5. El ligando de la reivindicación 4, en el que el resto de  prolongación de la semivida es un resto polietilenglicol, 
seroalbúmina o un fragmento de la misma, receptor de transferrina o una porción del mismo de unión a transferrina, 
o un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que comprende un siito de unión para un polipéptido que potencia la 15
semivida in vivo.

6. El ligando de la reivindicación 5, en el que resto de prolongación de la semivida es un anticuerpo o fragmento de 
anticuerpo que comprende un siito de unión para seroalbúmina o receptor Fc neonatal.

7. Un ácido nucleico aislado que codifica un dAb o ligando como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 
1 a 6.20

8. Un vector que comprende un ácido nucleico recombinante que codifica un dAb o ligando como se define en una 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

9. Una célula huésped que comprende un vector de la reivindicación 8 o un ácido nucleico de la reivindicación 7.

10. Un procedimiento de producción de un polipéptido que comprende mantener una célula huésped de la 
reivindicación 9 en condiciones adecuadas para la expresión del ácido nucleico recombinante o vector, por medio de 25
lo cual se produce un polipéptido.

11. Una composición farmacéutica, que comprende un dAb de la reivindicación 1 o 2, o ligando de cualquiera de las 
reivindicaciones 3 a 6 y un vehículo farmacéuticamente aceptable.

12. Uso de un ligando de cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6 para la fabricación de un medicamento para tratar, 
suprimir o prevenir la enfermedad crónica inflamatoria, un trastorno autoinmune, enfermedad inflamatoria, la artritis, 30
esclerosis múltiple, enfermedad inflamatoria del intestino, enfermedad pulmonar obstructiva crónica, neumonía o 
shock séptico.
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