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DESCRIPCION
Anticuerpos de dominio unico contra TNFR1 y procedimientos de uso de los mismos

Solicitudes relacionadas

La presente solicitud es una continuacién en parte de la solicitud de patente de EE.UU. N° 10/985.847, presentada el
10 de noviembre de 2004, que es

1) una continuaciéon en parte de la solicitud internacional n® PCT/GB2004/004253, designada por EE.UU. y
presentada el 8 de octubre de 2004; y
2) una continuacion en parte de la solicitud internacional n°® PCT/GB2003/005646, designada por EE.UU. y
presentada el 24 de diciembre de 2003, y reivindica prioridad sobre la solicitud del Reino Unido N° GB
0230202,4, presentada el 27 de diciembre de 2002 y la solicitud del Reino Unido N° GB 0327706,8 presentada el
28 de noviembre de 2003, que es
una continuaciéon en parte de la solicitud internacional n°® PCT/GB2003/002804, designada por EE.UU. y
presentada el 30 de junio de 2003 y reivindica prioridad sobre la solicitud del Reino Unido N° GB 0230202,4,
presentada el 27 de diciembre de 2002, que es
una continuacion en parte de la solicitud internacional n°® PCT/GB02/03014, designada por EE.UU. y
presentada el 28 de junio de 2002.

Antecedentes de la invencion

El dominio de unién a antigeno de un anticuerpo comprende dos regiones separadas: un dominio variable de la
cadena pesada (V) y un dominio variable de la cadena ligera (V.: que pueden ser Vi o V,). El propio sitio de union a
antigeno esta formado por seis bucles polipeptidicos: tres procedentes del dominio Vy (H1, H2 y H3) y tres
procedentes del dominio V, (L1, L2 y L3). Un diverso repertorio principal de genes V que codifican los dominios Vi y
V| se produce mediante la reordenacion combinatoria de los segmentos génicos. El gen de V4 se produce mediante
la recombinaicén de tres segmentos génicos, V4, D y Ju. En seres humanos, existen aproximadamente 51
segmentos V4 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 Jy funcionales (Ravetch et al. (1981) Cell, 27: 583), dependiendo
del haplotipo. El segmento Vy codifica la region de la cadena polipeptidica que forma el primer y el segundo bucles
de union a antigeno del dominio Vi (H1 y H2), en tanto que los segmentos Vy, D y JH se combinan para formar el
tercer bucle de union a antigeno del dominio V4 (H3). El gen de V. se produce mediante la recombinacién de solo
dos segmentos génicos, V. y Ji.. En seres humanos, existen aproximadamente 40 segmentos Vk funcionales
(Schable and Zachau (1993) Biol. Chem. Hoppe-Seyler, 374: 1001), 31 segmentos V, funcionales (Williams et al.
(1996) J. Mol. Biol., 264: 220; Kawasaki et al. (1997) Genome Res., 7: 250), 5 segmentos J« funcionales (Hieter et al.
(1982) J. Biol. Chem., 257: 1516;4:1990172) y 4 segmentos J, funcionales (Vasicek and Leder (1990) J. Exp. Med.,
172: 609), dependiendo del haplotipo. El segmento V. codifica la region de la cadena polipeptidica que forma el
primer y segundo bucles de fijacion del antigeno del dominio V. (L1 y L2), en tanto que los segmentos V. y J. se
combinan para formar el tercer bucle de fijacion del antigeno del dominio V, (L3). Se cree que los anticuerpos
seleccionados de este repertorio primario son suficientemente diversos para fijar casi todos los antigenos con una
afinidad al menos moderada. Los anticuerpos de alta afinidad se producen por "maduracién de afinidad" de los
genes reordenados, donde el sistema inmunoldgico genera y selecciona mutaciones puntuales sobre la base de una
union optimizada.

El analisis de las estructuras y secuencias de los anticuerpos ha demostrado que cinco de los seis bucles de unién a
antigenos (H1, H2, L1, L2, L3) poseen un numero limitado de conformaciones de la cadena principal o estructuras
canonicas (Chothia y Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196: 901; Chothia et al. (1989) Nature, 342: 877). Las conformaciones
de cadena principal estan determinadas por (i) la longitud del bucle de unién del antigeno, v (ii) residuos particulares,
o tipos de residuos, en ciertas posiciones clave en el bucle de union al antigeno y el marco del anticuerpo. El analisis
de las longitudes de los bucles y de los residuos clave ha permitido a los inventores predecir las conformaciones de
la cadena principal de H1, H2, L1, L2 y L3 codificadas por la mayoria 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 region H3 es mucho mas diversa en términos de secuencia, longitud y estructura (debido
al uso de segmentos D), también forma un numero 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
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 biespecificos que comprenden pares complementarios de las regiones Vy yV, se conocen en la
técnica. Estos anticuerpos biespecificos deben comprender dos pares de V4 y Vi, de modo que cada par Vu/V. se
une a un solo antigeno o epitopo. Los procedimientos descritos implican hibridomas hibridos (Milstein & Cuello AC,
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

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2471943 T3

cada caso, cada especie de anticuerpo comprende dos sitios de unién a antigeno, cada uno formado por un par
complementario de dominios Vy y V.. Por tanto, cada anticuerpo es capaz de unirse a dos antigenos o epitopos
diferentes al mismo tiempo, con la unidon a cada antigeno o epitopo mediada por una Vy y su dominio Vi
complementario. Cada una de estas técnicas presenta sus desventajas particulares; por ejemplo, en el caso de los
hibridomas hibridos, los pares Vu/V. inactivos pueden reducir en gran medida la fraccion de IgG biespecifica.
Ademas, la mayoria de los enfoques biespecificos se basan en la asociacion de los diferentes pares Vu/VL o la
asociacion de cadenas de pares Vi y V| para recrear los dos diferentes sitios de uniéon de VH/ VL. Por lo tanto, es
imposible controlar la relacion entre los sitios de unién a cada antigeno o epitopo en la molécula ensamblada y, por
lo tanto, muchas de las moléculas ensambladas se uniran a un antigeno o epitopo pero no al otro. En algunos casos
ha sido posible disefar las cadenas pesadas o ligeras en las interfaces de las subunidades (Carter y col., 1997) con
el fin de mejorar el nUmero de moléculas que tienen sitios de unién a ambos antigenos o epitopos, pero esto nunca
da como resultado que todas las moléculas puedan unirse a ambos antigenos o epitopos.

Hay algunas pruebas de que dos especificidades de unién de anticuerpos diferentes podrian incorporarse en el
mismo sitio de unién, pero éstas representan, generalmente, dos o mas especificidades que corresponden a
antigenos o epitopos estructuralmente relacionados o a anticuerpos que son de amplia reactividad cruzada. Por
ejemplo, se han descrito anticuerpos de reaccion cruzada, por lo general en los que dos antigenos estan
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 vehiculo (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
referencia son anticuerpos producidos o seleccionados frente a mdultiples antigenos, de tal modo que su
especificidad se extiende a mas que un solo antigeno. Cada par complementario de Vu/V_ en los anticuerpos del
documento WO 02/02773 especifica una sola especificidad de uniéon para dos o mas antigenos relacionados
estructuralmente; los dominio Vy y Vi en dichos pares complementarios no poseen ninguno una especificidad
diferente. Por tanto, los anticuerpos tienen una amplia especificidad Unica que abarca dos antigenos, que estan
estructuralmente relacionados. Ademas, se han descrito autoanticuerpos naturales que son polirreactivos (Casali &
Notkins, Ann. Rev. Immunol. 7, 515 - 531, que reaccionan con al menos dos (normalmente mas) antigenos o
epitopos diferentes que no estan estructuralmente relacionados. También se ha mostrado que las selecciones de
repertorios de péptidos aleatorios usando la tecnologia de expresién en fagos sobre un anticuerpo monoclonal
identificaran una gama de secuencias de péptidos que se ajustan al sitio de unidon del antigeno. Algunas de las
secuencias estan 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, esta claro que un anticuerpo de cuatro cadenas naturales, que comprende los dominios Vy y Vi
asociados y complementarios, tiene el potencial de unirse a muchos antigenos diferentes de un gran universo de
antigenos conocidos. Esta menos claro como crear un sitio de unién a dos antigenos dados en el mismo anticuerpo,
particularmente los que no estan necesariamente relacionados estructuralmente.

Se han sugerido procedimientos de ingenieria de proteinas que pueden tener relacion con esto. Por ejemplo,
también se ha propuesto que podria crearse un anticuerpo catalitico con una actividad de unién a un ion metalico a
través de un dominio variable, y a un hapteno (sustrato) mediante contactos con el i6n metalico y un dominio
variable complementario (Barbas et al., 1993 Proc. Natl. Acad. Sci USA 90, 6385 - 6389). Sin embargo, en este
caso, la uniéon y la catalisis del sustrato (primer antigeno) se han propuesto para requerir la union del ion metalico
(segundo antigeno). Por lo tanto la unién al par Vu/V se refiere a un Unico antigeno pero de multiples componentes.

Se han descrito procedimientos para la creaciéon de anticuerpos biespecificos a partir de un dominio Unico de la
cadena pesada de anticuerpo de camello en el que los contactos de unién para un antigeno se crean en un dominio
variable, y para un segundo antigeno en un segundo dominio variable. Sin embargo, los dominios variables no eran
complementarios. Asi, un primer dominio variable de cadena pesada se selecciona contra un primer antigeno y un
segundo dominio variable de cadena pesada contra un segundo antigeno y después ambos dominios estan unidos
en la misma cadena para dar un fragmento de anticuerpo biespecifico (Conrath et al., J. Biol. Chem. 270, 27589 -
27594). Sin embargo, los dominios unicos 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 Unicos de cadena pesada
son incapaces de asociarse con las cadenas ligeras de camello para formar pares de Vy y Vi complementarios.

También se han descrito dominios Unicos 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
especificamente con uno o mas antigenos relacionados pero no se han combinado con otros dominios variables de
cadena pesada o ligera para crear un ligando con una especificidad para dos o mas antigenos diferentes. Ademas,
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 preparacion de fragmentos de anticuerpos biespecificos mediante la union de los dominios
variables de cadena pesada de diferente especificidad juntos (como se ha descrito anteriormente). La desventaja de
este enfoque es que los dominios variables de anticuerpo aislados pueden tener una interfaz hidréfoba que
normalmente efectla las interacciones con la cadena ligera y esta expuesta al disolvente y puede ser "pegajosa”, lo
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que permite que el dominio Unico se una a las superficies hidrofobas. Ademas, en ausencia de una cadena ligera
pareja, la combinacién de dos o mas dominios variables de cadena pesada diferentes y su asociacion, posiblemente
a través de sus interfaces hidréfobas, 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 estarian
asociados con dominios variables de cadena ligera complementarios y, por lo tanto, pueden ser menos estables y se
despliegan facilmente (Worn & Pluckthun, 1998 Biochemistry 37, 13120 - 7).

Sumario de la invenciéon

La invencion es un antagonista del factor de necrosis tumoral (TNFR1) que se une al TNFR1 e inhibe la transduccion
de sefal a través de TNFR1; (i) en el que dicho antagonista no innhibe la unién de TNFa 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
aminoacidos que es al menos un 90% homologa a la secuencia de aminoacidos de TAR2h-205 (SEC ID N °© 627 en
la Figura 271).

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 invencion que tiene especificidad de union para TNFR1
en un formato adecuado. En algunas formas de realizacién, el ligando es un monémero de dAb que consiste
esencialmente en, o consiste en, un dAb de la invencién que tiene la especificidad de unién para TNFR1. En otras
formas de realizacion, 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
invencion que se une a TNFR1 y un segundo dAb que tiene una especificidad de unién diferente de la del primer
dAb. En un ejemplo, el ligando de doble especificidad comprende un primer dAb de la invencién que se une a un
primer epitopo en TNFR1 y un segundo dAb que se une a un epitopo sobre un objetivo diferente. En otra realizacion,
el segundo dAb se une a un epitopo en la seroalbumina.

El ligando o monémero de dAb de la divulgacion se caracteriza por uno o mas de los siguientes: 1) se disocia del
TNFR1 humano con una constante de disociacion (Kq) de 50 nM a 20 pM, y una constante de velocidad Ky de 5x10°

'a 1 x107s™; 2) inhibe la unién del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) al TNFR1 con una CI50 de 500 nM a 50
pM; 3) neutrallza el TNFR1 humano en un ensayo estandar de células L929 con una DN50 de 500 nM a 50 pM; 4)
antagoniza la actividad del TNFR1 en un ensayo de células estandar con un NDsy de < 100 nM, y a una
concentraciéon de < 10uM, 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 ratdn; 6) resiste la agregacion; 7) es secretada en
una cantidad de al menos aproximadamente 0,5 mg / | 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
cronica seleccionada del grupo que consiste de modelo de artritis inducida con colageno en ratén, modelo de artritis
AARE de ratén, modelo AARE de enfermedad inflamatoria del intestino en ratén, modelo de enfermedad inflamatoria
del intestino inducida cn dextrano sulfato sddico en ratén, modelo de enfermedad pulmonar obstructiva crénica
inducida por el humo del tabaco en ratéon y modelos de primates adecuados (por ejemplo, modelo de artritis inducida
por colageno primates); y / o 10) tiene eficacia en el tratamiento, la supresidon o prevencion de una enfermedad
inflamatoria cronica.

En realizaciones particulares, el ligando o el monémero dAb de la divulgacion se disocia de TNFR1 humano con una
constante de disociacion (Kq) de 50 nM a 20 pM, y una constante de velocidad Koi de 5x10™ a 1x10™'s™; inhibe la
union del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) a TNFR1 con una CI50 de 500 nM a 50 pM; y neutraliza eI TNFR1
humano en un ensayo estandar de células L929 con una DN50 de 500 nM a 50 pM. En otras realizaciones
particulares, el ligando o el monémero dAb de la divulgacion se disocia de TNFR1 humano con una constante de
disociacion (Kq) de 50 nM a 20 pM, y una constante de velocidad Ket de 5x10” a 1x10”'s™; inhibe la unién del factor
de necrosis tumoral alfa (TNFa) a TNFR1 con una CI50 de 500 nM a 50 pM vy tiene eflcacia en un modelo de
enfermedad inflamatoria crénica seleccionada del grupo que consiste en modelo de artritis inducida con colageno en
ratén, modelo de artritis AARE de ratén, modelo AARE de enfermedad inflamatoria del intestino en ratéon, modelo de
enfermedad inflamatoria del intestino inducida con dextrano sulfato sédico en ratéon, modelo de enfermedad
pulmonar obstructiva crénica inducida por el humo del tabaco en ratén y modelos de primates adecuados (por
ejemplo, modelo de artritis inducida por colageno primates). En otras realizaciones particulares, el ligando o el
monomero dAb de la divulgacion se disocia de TNFR1 humano con una constante de disociacion (Kq) de 50 nM a 20
pM, y una constante de velocidad K de 5x10"a1x10”s™; neutraliza el TNFR1 humano en un ensayo estandar de
células L929 con una DN50 de 500 nM a 50 pM; y antagoniza la actividad del TNFR1 en un ensayo de células
estandar con un NDsgde < 100 nM, y a una concentracion de < 10uM el dAb agoniza la actividad de la TNFR1 por <
5% en el ensayo.

El ligando o monémero de dAb comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un
90% homdloga a una secuencia de aminoacidos de un dAb que es TAR2h-205 (SEC ID N° 627).

La invencion se refiere a un antagonista del factor de necrosis tumoral | (TNFR1) que se une al factor de necrosis
tumoral 1 (TNFR1) e inhibe la transduccion de sefial a través del TNFR1, en el que dicho antagonista no inhibe la
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union de TNFa a TNFR1. En algunas formas de realizacion, el antagonista comprende un primer monémero de
anticuerpo de dominio (dAb) y un segundo monémero de dAb, en el que dicho primer monémero de dAb de la
invencion 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 monémero 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
esta presente en una concentracion de aproximadamente 1 uM en un ensayo de citotoxicidad con L929 estandar o
un ensayo estandar de Hela IL-8.

En algunas realizaciones, el monémero de dAb de la invencién inhibe la reticulacion o agrupamiento del TNFRi
inducida TNFRa en la superficie de una célula.

La invencion proporciona también moléculas aisladas y / o recombinantes de acidos nucleicos que codifican los
ligandos de la invencién y vectores que comprenden las moléculas de acido nucleico recombinantes. También se
proporcionan células huésped que comprenden las moléculas de acido nucleico recombinantes de la invencion y
procedimientos para la produccion de los ligandos.

La invencion también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden un antagonista o ligando de la
invencion y un vehoculo farmacoldgicamente, fisioldgica o farmacéuticamente aceptable.

La invencion también proporciona el uso de un ligando de la invencién para la fabricacién de un medicamento para
tratar, suprimir o prevenir la enfermedad croénica inflamatoria, un trastorno autoinmune, enfermedad inflamatoria, la
artritis, esclerosis multiple, enfermedad inflamatoria del intestino, enfermedad pulmonar obstructiva crénica,
neumonia o shock séptico.

Los dominios variables Unicos o anticuerpos de dominio (dAb) que tienen especificidad de unidon por TNFR1 y
ligandos que comprenden estos dominios variables Unicos o dAb tienen varias ventajas. Por ejemplo, los dAb que
tienen especificidad de unién por TNFR1 descritos en el presente documento son antagonistas de TNFR1. En
consecuencia, los agentes terapéuticos que comprenden un dAb anti-TNFR1 de la invencion se pueden administrar
(por ejemplo, con fines terapéuticos, de diagndstico o profilacticos) con riesgo sustancialmente reducido de efectos
secundarios causados por la union y / o antagonismo de TNFR2 (por ejemplo, inmunosupresion). Los agentes
terapéuticos dirigidos al TNF alfa, tales como ENBREL ® (entarecept; Immunex Corporation) son antagonistas del
TNFR1 y ek TNFR2, y administrar estos agentes puede producir inmunosupresion y efectos secundarios
relacionados (por ejemplo, infecciones graves). Estos efectos secundarios pueden limitar el uso de tales agentes, en
particular para las enfermedades crénicas 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
ligandos de la invencién son antagonistas especificamente TNFR1, se pueden administrar durante periodos
prolongados, sobre una base crénica, con un menor riesgo de efectos secundarios y proporcionan ventajas para el
tratamiento de afecciones inflamatorias y afecciones inflamatorias crénicas (incluyendo enfermedades de larga
duracién caracterizadas por periodos de quiescencia y periodos de inflamacion activa, tales como la enfermedad
inflamatoria del intestino y la artritis).

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la diversificacion de la Vu/ HSA en las posiciones H50, H52, H52a, H53, H55, H56, H58, H95,
H96, HI97, HI98 (codificados por DVT o NNK, respectivamente) que estan en el sitio de unién al antigeno de Vy
HSA. (SEC ID N° 1, secuencia de nucleétidos; SEC ID N °: 2, secuencia de aminoacidos.) La secuencia de Vk
se diversifica en las posiciones L50, L53.

La Figura 2 es un esquema que muestra la estructura del plasmido pIT1/plT2 usado para preparar biblotecas de
Fv de cadena sencilla (scFv) y muestra la secuencia de nucleétidos del plasmido a través de regiones de control
de la expresion y de clonacién (SEC ID N° 3) y la secuencia de aminoacidos codificada (SEC ID N° 4). El
plasmido se uso para preparar

Biblioteca 1: linea germinal Vk/DVT Vy,

Biblioteca 2: linea germinal Vk/NNK Vy,

Biblioteca 3: linea germinal Vu/DVT V, y

Biblioteca 4: linea germinal ViW/NNK Vi en formato de expresion en fagos / ScFv.

Estas bibliotecas se preseleccionaron segun la unién a los ligandos genéricos proteina A y proteina L, de modo
que la mayoria de los clones y las bibliotecas seleccionadas sean funcionales. Las bibliotecas se seleccionaron
en HSA (primera ronda) y B-gal (segunda ronda) o seleccién con HSA B-gal o seleccion en B-gal (primera ronda)
y HSA B-gal (segunda ronda). Los ScFv solubles de estos clones de PCR se amplifican en la secuencia. Un clon
que codifica un anticuerpo K8 especifico se eligié para su procesamiento posterior.

La Figura 3 muestra una alineacion de las cadenas V4 (Vu simulada (SEC ID N° 5), K8 (SEC ID N° 6), VH2 (SEC
ID N °: 7), VH4 (SEC ID N° 8), VHC11 (SEC ID N° 9), VHA10sd (SEQ ID NO : 10), VHA1sd (SEC ID N° 11),
VHAS5sd (SEC ID N° 12), VHC5sd (SEC ID N° 13), VHC11sd (SEC ID N° 14), VHC11 SD (SEC ID N °: 15)) y
cadenas V (Vk simulada (SEC ID N° 16), K8 (SEC ID N° 17), E5sc (SEC ID N° 18), C3 (SEC ID N° 19)).
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La Figura 4 muestra la caracterizacion de las propiedades de unién del anticuerpo K8, las propiedades de unién
del anticuerpo K8 caracterizadas ELISA de fagos monoclonales, se encontré que el anticuerpo K8 de doble
especificidad se unia a HSA y B-gal y se expresaba en la superficie del fago con sefiales absorbentes mayores
que 1,0. No se detecto reactividad cruzada con otras proteinas.

La figura 5 muestra un ELISA de scFv soluble realizado usando concentraciones conocidas del fragmento de
anticuerpo K8. Una placa de 96 pocillos se recubrié con 100 microgramos de HSA, BSA y $-gal a 10 ug/mly 100
pg/ml de la Proteina A a una concentracion de 1 pg/ml. 50 microgramos de las diluciones en serie del scFv de
K8 se aplico y se detectaron fragmentos de anticuerpo unidos a la proteina L-HRP. Los resultados del ELISA
confirman la naturaleza de doble especificidad del anticuerpo K8.

La figura 6 muestra las caracteristicas de unién del clon K8Vk/ V4 simulada nalizada usando ELISA de scFv
soluble. La produccioén 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 analiz6 directamente. El ELISA
de los scFv solubles se realizé6 como se describe en el ejemplo 1 y los scFv unidos se detectaron con Proteina L-
HRP Los resultados del ELISA revelaron que este clon todavia era capaz de unirse a 3-gal, mientras que la union
a BSA se habia anulado.

La Figura 7 muestra la secuencia (SEC ID N° 2 y SEC ID N° 3) de los vectores de dominio variable 1y 2.
La figura 8 es un mapa del vector de Cy usado para la construccion de un ligando Vy1 / V2 multiespecifico.
La figura 9 es un mapa del vector de C« usado para la construccion de un ligando V1/N«2 multiespecifico.

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

La Figura 11 muestra un ensayo del receptor de TNF de comparacion de los dimeros 1 — 6 de TAR1-5. Todos los
dimeros se han purificado por FPLC y se muestran los resultados para las especies diméricas éptimas.

La Figura 12 muestra un ensayo del receptor de TNF de los homodimeros 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 cisteina.

La Figura 13 muestra la secuencia simulada de VH para la biblioteca 1 (secuencia de aminoacidos ((SEC ID N ©°:
5; secuencias de nucléotidos): hebra codificante (SEC ID N° 20), hebra no codificante (SEC ID N° 21). La
secuencia del marco de VH basada en la secuencia de DP47 - JH4b de la linea germinal. Se han incorporado
posiciones en las que la asignacion al azar de NNK (N = A o los nucleétidos T o C o G; K = nucledtidos Go T) en
la biblioteca 1 y se indican en el texto subrayadas en negrita.

La Figura 14 muestra la secuencia simulada de VH para la biblioteca 2 (secuencia de aminoacidos ((SEC ID N ©°:
22; secuencias de nuclédtidos): hebra codificante (SEC ID N° 23), hebra no codificante (SEC ID N° 24). La
secuencia del marco de VH basada en la secuencia de DP47 - JH4b de la linea germinal. Se han incorporado
posiciones en las que la asignacion al azar de NNK (N = A o los nucleétidos T o C o G; K = nucledtidos Go T) en
la biblioteca 2 y se indican en el texto subrayadas en negrita.

La Figura 15 muestra la secuencia simulada de V, para la biblioteca 3 (secuencia de aminoacidos ((SEC ID N °:
16; secuencias de nucléodtidos): hebra codificante (SEC ID N° 25), hebra no codificante (SEC ID N° 26). La
secuencia del marco de Vi basada en la secuencia de DPx9 - Jk1 de la linea germinal. Se han incorporado
posiciones en las que la asignacion al azar de NNK (N = A o los nucleétidos T o C o G; K = nucledtidos Go T) en
la biblioteca 3 y se indican en el texto subrayadas en negrita.

La Figura 16 muestra secuencias de nucleétidos y de aminoacidos de los anticuerpos dAb anti MSA MSA 16
(secuencia de nucleétidos (SEC ID N° 27), secuencia de aminoacidos (SEC ID N° 28) y MSA 26 (secuencia de
nucledtidos (SEC ID N° 29), amino secuencia de acido (SEC ID N °: 30).

La figura 17 muestra la inhibicion Biacore de MSA 16 y 26. Los dAb purificados MSA16 y MSA26 se analizaron
mediante inhibicion BlAcore para determinar la Ky. Brevemente, los dAb se analizaron para determinar la
concentracion 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 antigeno
MSA en un intervalo de concentraciones en torno a la Ky prevista mezclé previamente con el dAb y se incubd
durante la noche. La unién al chip de BlAcore recubierto con MSA del dAb en cada una de las premezclas se
midié después a un caudal elevado de 30 ul / minuto.

La Figura 18 muestra los niveles séricos de MSA16 tras la inyeccion. La semivida del dAb MSA16 se determiné
en ratones. El MSA16 se dosific6 como inyecciones i.v. individuales a aprox 1,5 mg/kg en ratones CD1. La
modelizaciéon con un modelo de 2 compartimentos mostré que MSA16 tenia una t1/2a de 0,98h, una t1/23 de
36,5 h y una AUC de 913 h.mg/ml. MSA16 tenia una semivida considerablemente alargada en comparacién con
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HEL4 (un dAb anti-lisozima blanca de huevo de gallina) que tenia una t1/2a de 0,06 h y un t1/23 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 inhibiciéon de la unién del TNF con un fragmento de tipo Fab que comprende MSA26Ck y TAR1-5-
19CH. La adicion de MSA con el fragmento de tipo Fab reduce el nivel de inhibicién. Una placa de ELISA
recubierta con 1ug/ml de TNFa se sondé con un fragmento Fab de V(Ch y Vi« Ci de especificidad doble y y
también con un dAb control de unién a TNFa a una concentracién calculada para dar una sefial 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 sefial en el pocillo de doble especificidad se redujo en mas del 50%, pero la
sefial en el pocillo de dAb no se redujo en absoluto (véase la figura 19a). La misma proteina de especificidad
también se introdujo en el ensayo de los receptores con y sin MSA y la competencia por MSA también se
demostré (véase la Figura 19c). Esto demuestra que la union de MSA al de especificidad doble es competitiva
con la unién al TNFa.

La Figura 20 muestra un ensayo del receptor de TNF que muestra la inhibicion de la unién a TNF con un
heterodimero dAb de TAR1 - 5-19 y dAb MSA16 unidos por puentes disulfuro. La adicion de MSA con el dimero
reduce el nivel de inhibicién de una manera dependiente de la dosis. El ensayo del receptor de TNF (Figura 19
(b)) se llevd a cabo en presencia de una concentracion constante del heterodimero (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 causo
una reduccion en la capacidad del dimero para inhibir el TNFTNFa. Sin embargo, la adicién de MSA produjo una
reduccion dependiente de la dosis en la capacidad del dimero para inhibir TNFa (Figura 19a). Esto demuestra
que MSA y TNFa compiten por la unién al dimero TAR1 - 5-19, MSA16 unido por Cys. MSA y HSA solos no
tuvieron un efecto sobre el nivel de unién al TNF en el ensayo.

Figura 21A-21M muestra las secuencias de aminoacidos (SEC ID N°: 31-98 y SEC ID N° 373-401 y 431) de
varios dominios variables de inmunoglobulina humana que tienen especificidad de unién para el TNFR1 humano.
Las secuencias de aminoacidos presentadas son continuas sin huecos; el simbolo ~ se ha insertado en las
secuencias para indicar las ubicaciones de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR). CDR1
esta flanqueada por ~, CDR2 esta flanqueada por ~ ~, y CDR3 esta flanqueada por ~ ~ ~.

La Figura 22A-22T muestra las secuencias de nucleotidos (SEC ID N°: 99-166 y SEC ID N°: 402-430 y 432) de
varios acidos nucleicos que codifican los dominios variables de inmunoglobulina humana presentados en la
Figura 21A-21M. Las secuencias de nucledtidos que se presentan son continuas sin huecos; el simbolo - se ha
insertado en las secuencias para indicar la ubicacién de las secuencias que codifican las CDR. Las secuencias
que codifican CDR1 estan flanqueadas por ~, las secuencias que codifican la CDR2 estan flanqueadas por ~ ~, y
las secuencias que codifican la CDR3 estan flanqueadas por ~ ~ ~.

La Figura 23A-23B muestra las secuencias de aminoacidos (SEC ID N°: 167 - 179) de varios dominios variables
de inmunoglobulina humana que tienen especificidad de union para el TNFR1 de ratén. Las secuencias de
aminoacidos presentadas son continuas sin huecos. En algunas de las secuencia, el simbolo se ha insertado
para indicar la ubicacion de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR). CDR1 esta flanqueada
por ~, CDR2 esta flanqueada por ~ ~, y CDR3 esta flanqueada por ~ ~ ~.

La Figura 24A-24C muestra las secuencias de nucleétidos (SEC ID N°: 180 - 192 y 626) de varios acidos
nucleicos que codifican los dominios variables de inmunoglobulina humana presentados en la Figura 23A-23B.
Las SEC ID N° 186 y SEC ID N° 626 codifican ambas la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 173. Las
secuencias de la SEC ID N° 626 que codifica CDR1 estan flanqueadas por ~, las secuencias que codifican la
CDR2 estan flanqueadas por ~ ~, y las secuencias que codifican la CDR3 estan flanqueadas por ~ ~ ~

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

La Figura 26 es un grafico 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 contenia un intervalo de
concentraciones del mondémero dAb anti-TNFR1 (TAR2m-21-23), el mondmero 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
caso del monémero TAR2m-21-23 reticulado por el anticuerpo anti-myc, el dAb y el anticuerpo se mezclaron en
una proporcion de 2:1 y se pre-incubaron durante una hora a temperatura ambiente para simular los efectos de la
reticulacion inmunitaria in vivo antes del cultivo. (El monémero TAR2m-21-23 incluye un epitopo myc.). El
monomero TAR2m-21-23 se incubd con las células L929 a una concentracion de 3.000 nM. El mondémero
TAR2m-21-23 y el anticuerpo anti-Myc se incubaron a una concentracion del dAb de 3.000 nM. TAR2m-21-23-
3U TAR7m 16 se incubd 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 incubd 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 incubacion durante la noche, se evalud la viabilidad celular. Los resultados
revelaron que la incubacién 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 ° de catalogo 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 incubacién con diversas
cantidades de formatos anti-TNFR1 no antagonizé el TNFR1 y no dio lugar a un aumento del nimero de células
no viables en los cultivos, incluso cuando se us6 a mas de 1000 veces la concentracion del anticuerpo IgG anti-
TNFR1 disponible comercialmente.

La Figura 27A-271 muestra las secuencias de aminoacidos (SEC ID N°: 433 — 517 y 627) de varios dominios
variables de inmunoglobulina humana que tienen especificidad de unidon para el TNFR11 humano. Las
secuencias de aminoacidos presentadas son continuas sin huecos; el simbolo ~ se ha insertado en las
secuencias para indicar las ubicaciones de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR). CDR1
esta flanqueada por ~, CDR2 esta flanqueada por ~ ~, y CDR3 esta flanqueada por ~ ~ ~.

La Figura 28A-280 muestra las secuencias de nucleotidos (SEC ID N° 518 - 602 y 628) de varios acidos
nucleicos que codifican los dominios variables de inmunoglobulina humana presentados en la Figura 27A-27H.
Las secuencias de nucledtidos presentadas son continuas sin huecos; el simbolo ~ se ha insertado en las
secuencias para indicar la ubicacién de las secuencias que codifican las CDR. Las secuencias que codifican
CDR1 estan flanqueadas por ~, las secuencias que codifican la CDR2 estan flanqueadas por ~ ~, y las
secuencias que codifican la CDR3 estan flanqueadas por ~ ~ ~.

Descripcion detallada de la invencién

Dentro de esta especificacion se han descrito realizaciones de una manera que permite una especificacion clara y
concisa por escrito, pero esta previsto y se apreciara que las realizaciones se pueden combinar de diversas formas o
separar sin alejarse de la invencion.

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 caracteristica.
Por ejemplo, un dominio V4 y un dominio V. de un anticuerpo son complementarios; dos dominios Vx4 no son
complementarios y dos dominios V| no son complementarios. Los dominios complementarios pueden encontrarse en
otros miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas, tales como los dominios Vq y Vg (0 v y 8) del receptor de
células T. En el contexto de la segunda configuracion de la presente invencion, los dominios no complementarios no
se unen a una molécula diana de manera cooperativa, sino que actiuan de forma independiente sobre diferentes
epitopos objetivo que puedan estar en la misma o en diferentes moléculas. Los dominios que son artificiales, como
los dominios basados armazones de proteinas que no se unen a epitopos a menos que se hayan disefiado 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 caracteristica de plegado de la
inmunoglobulina de moléculas de anticuerpo, que contiene dos laminas f3 y, por lo general, un puente disulfuro
conservado. Los miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas estan implicados en muchos aspectos de las
interacciones celulares y no celulares in vivo, incluyendo papeles generalizados en el sistema inmunolégico (por
ejemplo, anticuerpos, moléculas receptoras de células T y similares), participacion en la adhesion celular (por
ejemplo las moléculas ICAM) y la sefalizacién intracelular (por ejemplo, moléculas receptoras, tales como el
receptor de PDGF). La presente invencion es aplicable a todas las moléculas de la superfamilia de las
inmunoglobulinas que poseen dominios de unién. Preferiblemente, la presente invencion se refiere a anticuerpos.

"Combinacién”. Los dominios variables de acuerdo con la invencion se combinan para formar un grupo de dominios;
por ejemplo, los dominios complementarios se pueden combinar, tales como los dominios V. que se combinan con
dominios Vu. Los dominios no complementarios también pueden combinarse. Los dominios se pueden combinar de
varias formas, que implicam la unién de los dominios por medios covalentes o no covalentes.

“Dominio”. Un dominio es una estructura proteica plegada que conserva su estructura terciaria independientemente
del resto de la proteina. Generalmente, los dominios son responsables de las discretas propiedades funcionales de
las proteinas y, en muchos casos, se pueden afadir, eliminar o transferir a otras proteinas sin que se pierda la
funcién del resto de la proteina y/o del dominio. Por “dominio variable Gnico de anticuerpo” se quiere decir un
dominio polipeptidico plegado que comprende secuencias caracteristicas de los dominios variables del anticuerpo.
Por tanto, incluye dominios variables completos del anticuerpo y dominios variables modificados en los que, por
ejemplo, uno o mas bucles han sido reemplazados por secuencias que no son caracteristicas 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, asi como fragmentos plegados de los dominios variables que conservan al menos en parte la
actividad de unidn y la especificidad del dominio de longitud completa.

"Repertorio”. Una coleccién de diversas variantes, por ejemplo variantes de polipéptidos, que difieren en su
secuencia primaria. Una biblioteca usada en la presente invencion abarcara 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 acidos nucleicos heterogéneos. La
biblioteca esta compuesta por miembros, cada uno de los cuales tiene una secuencia Unica de polipéptido o de
acido nucleico. Hasta este punto, biblioteca es sinénimo 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 acidos nucleicos o puede estar en forma de organismos o células,
por ejemplo bacterias, virus, células animales o vegetales y similares, transformados con una biblioteca de acidos
nucleicos. Preferentemente, cada organismo o célula individual sélo contiene uno o una serie limitada de miembros
de la biblioteca. De forma ventajosa, los acidos nucleicos se incorporan en vectores de expresion con el fin de
permitir la expresion de los polipéptidos codificados por los acidos nucleicos. En un aspecto preferido, una biblioteca
puede tomar la forma de una poblacién de organismos huésped, en la que cada organismo contiene una o mas
copias de un vector de expresiéon que contiene un Unico miembro de la biblioteca en forma de acido nucleico que
puede expresarse para producir su miembro polipeptidico correspondiente. Por tanto, la poblaciéon de organismos
huésped tiene el potencial de codificar un gran repertorio de variantes polipeptidicas diversas genéticamente.

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

“Anticuerpo”. Un anticuerpo (p. €j,, IgG, IgM, IgA, IgD o IgE) o un fragmento (tales como Fab, F(ab')z, Fv, Fv unida
por disulfuro, scFv, anticuerpo multiespecifico de conformacién cerrada, scFv unido por disulfuro, diacuerpo)
derivado de cualquier especie natural que produce un anticuerpo o creado por tecnologia 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 Unico de inmunoglobulina 'y un
segundo dominio variable Unico inmunoglobulina como se define en el presente documento, en el que las regiones
variables son capaces de unirse a dos antigenos diferentes o dos epitopos en el mismo antigeno que normallmente
no estan unidos por una inmunoglobulina monoespecifica. Por ejemplo, los dos epitopos pueden estar en el mismo
hapteno, pero no son el mismo epitopo o lo suficientemente adyacentes como para estar unidos por un ligando
monoespecifico. Los ligandos de doble especificidad segun la invencion estan compuestos por dominios variables
que tienen diferentes especificidades, y no contienen pares de dominios variables mutuamente complementarios que
tienen la misma especificidad.

“Antigeno”. Una molécula que esta unida por un ligando segun la presente invencion. Tipicamente, los antigenos
estan unidos por ligandos de anticuerpos y son capaces de producir una respuesta de anticuerpos in vivo. Puede ser
un polipéptido, proteina, acido nucleico u otra molécula. Generalmente, los ligandos de doble especificidad se
acuerdo con la invencion se seleccionan segun la especificidad objetivo contra un antigeno particular. En el caso de
anticuerpos convencionales y fragmentos de los mismos, el sitio de union del anticuerpo definido por los bucles
variables (L1, L2, L3 y H1, H2, H3) es capaz de unirse al antigeno.

"Epitopo". Una unidad de estructura unida convencionalmente por una par de Vu/ V. de inmunoglobulina. Los
epitopos definen el sitio de unién minimo para un anticuerpo y, por lo tanto, representan el objetivo de especificidad
de un anticuerpo. En el caso, de un anticuerpo de dominio Unico, un epitopo 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 unién al antigeno como se ha definido anteriormente. Ejemplos no limitativos incluyen la proteina A, la
proteina L y la proteina G.

“Seleccion" derivada mediante deteccié selectiva o dervada mediante un proceso de seleccién darwiniana, en el que
las interacciones de unioén se realizan entre un dominio y el antigeno o epitopo o entre un anticuerpo y un antigeno o
epitopo. Por lo tanto, un primer dominio variable se puede seleccionar segun la unién a un antigeno o epitopo en
presencia o en ausencia de un dominio variable complementario.

“Estructura marco universal”’. Una es una Unica secuencia de estructura marco de anticuerpo correspondiente a las
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 linea germinal humana definida por Chothia y Lesk, (1987) J. Mol. Biol. 196:910-917. La
invencion proporciona el uso de una unica estructura marco o un conjunto de dichas estructuras marco, que se ha
descubierto que permiten derivar practicamente cualquier especificidad de union a través de la variacion solo en las
regiones hipervariabes.

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

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

"Sustancialmente idéntica (0" sustancialmente homodloga ")'. Una primera secuencia de aminoacidos o de
nucledétidos que contiene un numero suficiente de residuos de aminoacidos o nucleétidos idénticos o equivalentes
(por ejemplo, con una cadena lateral similar, por ejemplo, sustituciones de aminoacidos conservados) a una
segunda secuencia de aminoacidos o de nucleétidos de un modo tal que la primera y la segunda secuencias de
aminoacidos o nucledtidos tienen actividades similares. En el caso de los anticuerpos, el segundo anticuerpo tiene la
misma especificidad de union 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 hibridacion y lavado de acido nucleico.
Orientacion para la realizacién de las reacciones de hibridacién 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 hibridacion especificas mencionadas en el presente documento son las
siguientes: 1) condiciones de hibridacion de baja rigurosidad en 6X de citrato de sodio / cloruro de sodio (SSC) a
aproximadamente 45 ° 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 °© C para condiciones de baja rigurosidad); (2) condiciones de hibridacion de
rigurosidad media en SSC 6X a aproximadamente 45 ° C, seguido de uno o mas lavados en 0,2 X SSC, 0,1% SDS a
60 ° C; (3) condiciones de hibridacion de alta rigurosidad en SSC 6X a aproximadamente 45 ° C, seguido por uno o
mas lavados en 0,2 X SSC, 0,1% SDS a 65 ° C; y, preferentemente, (4) condiciones de hibridacion de rigurosidad
muy alta son fosfato sédico 0,5 M, 7% de SDS a 65 ° C, seguido de uno o mas 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 expresion "conformacién cerrada '(ligando multiespecifico) significa
que los dominios del ligando de unién al epitopo estan unidos o asociados enre si, opcionalmente por medio de un
esqueleto proteico, de forma que la unién al epitopo a través del dominio de unién a un epitopo compite con la unién
al epitopo a través de otro dominio de unién a epitopo. Es decir, los epitopos afines pueden unirse a cada dominio
de unién al epitopo de forma individual, pero no al mismo tiempo. La conformacién cerrada del ligando puede
conseguirse usando procedimientos descritos en el presente documento.

"Conformacion abierta” significa que los dominios del ligando de unién al epitopo estan unidos o asociados entre si,
opcionalmente por medio de un esqueleto proteico, de forma que la unién al epitopo a través del dominio de unién a
un epitopo compite con la union al epitopo a través de otro dominio de union a epitopo.

Como se hace referencia en el presente documento, el término “compite” significa que la unién de un primer epitopo
a su dominio de unién al epitopo afin se inhibe cuando un segundo epitopo se une a su dominio de unién al epitopo
afin. Por ejemplo, la unién puede inhibirse estéricamente, por ejemplo mediante bloqueo fisico de un dominio de
unién o mediante alteracion de la estructura o ambiente de un dominio de unién de modo que se reduce su afinidad
o avidez por un epitopo.

La expresion “dominio variable unico de inmunoglobulina” hace referencia a una region variable de anticuerpo (Vu,
VuH, VL) que se une especificamente a un antigeno o epitopo de forma independiennte de otraas regiones V o
dominios; no obstante, como se usa la expresién en el presente documento, un dominio variable unico de
inmunoglobulina puede estar presente en un formato (p. €j., homo o heteromultimero) con otras regiones variables o
dominios variables en los que las otras regiones o dominios no son necesarias para la unién al antigeno a través del
dominio variable Unico de inmunoglobulina (es decir, en el que el dominio variable Unico de inmunoglobulina se une
al antigeno de forma independiente de los dominios variables adicionales). “Dominio variable Gnico de
inmunoglobulina” no solo abarca un polipéptido de dominio variable Unicoo de anticuerpo aislado sino también
polipéptidos mas grandes que comprenden uno o mas mondémeros de una secuencia polipeptidica de dominio
variable Unico de anticuerpo. Un “anticuerpo de dominio” o “dAb" es lo mismo que un polipéptido “dominio variable
Unico de inmunoglobulina" tal como el término se usa en el presente documento. Un polipéptido dominio variable
Unico de inmunoglobulina, como se usa en el presente documento, se refiere a un polipéptido dominio variable Unico
de inmunoglobulina de mamifero, preferentemente humano, pero también incluye dAb V4 de roedores (por ejemplo,
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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 unico 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. Vu.
Las moléculas Vuy son aproximadamente diez veces mas pequefias que las moléculas de IgG y, como polipéptidos
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. €j., una molécula, un compuesto) que se une al TNFR1 y puede inhibir una (es
decir, una o mas) funcion del TNFR1. Por ejemplo, un antagonista del TNFR1 puede inhibir la union de TNFa a
TNFR1 y/o inhibir la transduccion de sefial mediada por el TNFR1. De acuerdo con esto, los procesos mediados por
el TNFR1 y las respuestas celulares (p. €j., la muerte celular inducida por TNFa en un ensayo de citotoxicldad L929
estandar) se pueden inhibir con un antagonista del TNFR1. Un antagonista de TNFR1 puede ser, por ejemplo, una
molécula organica pequefia, producto natural, proteina, péptido o peptidomimético. Antagonistas de TNFR1 se
pueden identificar, por ejemplo, mediante bibliotecas de deteccion o colecciones de moléculas, tales como, el
Chemical Repository of the National Cancer Institute, como se describe en el presente documento o usando otros
procedimientos adecuados. Antagonistas preferidos de TNFR1 son anticuerpos, fragmentos de unién a antigeno de
los anticuerpos, ligandos y mondmeros dAb descritos en el presente documento.

Las secuencias similares u homdlogas a las secuencias divulgadas en el presente documento son también parte de
la invencion. En algunas formas de realizacion, la identidad de secuencia a nivel de aminoacidos puede ser de
aproximadamente 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o superior. Los calculos de “homologia” o
“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 comparacion 6ptima
(e,g., se pueden introducir huecos en una o ambas secuencias de aminoacidos o acidos nucleicos primero y
segundo para la alineacion optima y las secuencias no homologas se pueden descartar para fines comparativos). En
una forma de realizacion preferida, la longitud de una secuencia de referencia alineada para fines comparativos es
de al menos 30 %, preferentemente de al menos 40 %, mas preferentemente de al menos 50 %, incluso mas
preferentemente de al menos 60 %, y todavia mas preferentemente de al menos 70 %, 80 %, 90 %, 100 % de la
longitud de la secuencia de referencia. Después se comparan los residuos de aminoacidos o nucleétidos en las
correspondientes posiciones de aminoacidos o posiciones de nucleétidos. Cuando una posicién en la primera
secuencia esta opcuada por el mismo residuo de aminoacido o nucleétido que la posicién correspondiente en la
segunda secuencia, las moléculas son idénticas en dicha posicion (como se usa en el presente documento,
“homologia” de aminoacido o acido nucleico es equivalente a “identidad” de aminoacido o acido nucleico). El
porcentaje de identidad entre dos secuencias es una funcion del nimero de posiciones idénticas compartidas por las
secuencias, teniendo en cuenta el nimero de huecos, y la longitud de cada hueco, que se han de introducir para la
alineacion éptima de las dos secuencias.

De forma ventajosa, el algoritmo BLAST (version 2.0) se emplea para el alineamiento de secuencias, con los
parametros 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 Informacion Biotecnoldgica (". 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
parametros de busqueda se definen del siguiente modo y se fijan ventajosamente a los parametros definidos por
defecto.

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) es el algoritmo de busqueda heuristica empleada por los programas
blastp, blastn, blastx, tblastn y tblastx; estos programas atribuyen importancia a sus conclusiones utilizando los
procedimientos estadisticos 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
para la busqueda de similitud de secuencia, por ejemplo para identificar homdlogos a una secuencia de consulta.
Los programas generalmente no son utiles para la busqueda de estilo motivo. Para una discusidon de problemas
basicos en la busqueda 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 Informacién Biotecnoldgica realizan
las siguientes tareas:

"blastp"” compara una secuencia de consulta de aminoacidos contra una base de datos de secuencias de
proteinas;

"blastn" compara una secuencia de consulta de nucleétidos contra una base de datos de secuencias de
nucleétidos;

"blastx" compara los seis productos de traduccién conceptual de marco de una secuencia de consulta de
nucleétidos (ambas hebras) contra una base de datos de secuencias de proteinas;

"tblastn" compara una secuencia de consulta de nucleétidos contra una base de datos de secuencias de
nucledtidos traducida de forma dinamica en los seis marcos de lectura (ambas hebras),

"tblastx" compara las traducciones de seis marcos de una secuencia de consulta de nucleétidos contra las
traducciones de seis marcos de una base de datos de secuencia de nucledtidos.
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BLAST utiliza los siguientes parametros de busqueda:

Visualizaciéon del HISTOGRAMA. Histograma de las puntuaciones para cada busqueda; el valor predeterminado
es si. Véase el parametro H en el Manual de BLAST).

DESCRIPCIONES Restringe el numero de descripciones cortas de secuencias coincidentes con respecto al
numero especificado; el limite predeterminado es de 100 descripciones. (Véase el parametro V en la pagina del
manual). Véase también PREVISTO y CORTE.

ALINEACIONES Restringe las secuencias de bases de datos al numero especificado para el que se notifican los
pares de segmentos de alta puntuacion (HSP); el limite por defecto es 50. Si se producen mas secuencias de
bases de datos para satisfacer el umbral de significacion estadistica para la presentacion de informes (véase
PREVISTO y CORTE mas adelante ), sélo se indican las coincidencias a las que se atribuye la mayor
significacion estadistica (Véase el parametro B en el Manual de BLAST).

PREVISTO EI umbral de significacion estadistica 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 estocastico de Karlin y Altschul (1990). Si la significacion estadistica
atribuida a una coincidencia es mayor que el umbral PREVISTO, la coincidencia no se indicara. Umbrales
PREVISTOS menores son mas rigurosos, lo que conduce a la notificacion de menos coincidencias por
casualidad. Los valores fraccionales son aceptables. (Véase el parametro E en el Manual de BLAST).

CORTE Puntuacién de corte para la notificacion de pares de segmentos de puntuacion 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 solo si la significacion estadistica atribuida a ellos es por lo menos tan alta como se otorgaria a un HSP
solo que tenga una puntuacion igual al valor de CORTE, Valores de CORTE mas altos son mas rigurosos, lo que
conduce a la notificacion de menos coincidencias por casualidad. (Véase el parametro S en el Manual de
BLAST). Normalmente, los umbrales de significacion se pueden gestionar de forma mas intuitiva utilizando
PREVISTO.

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

HEBRA Restringe una busqueda TBLASTN a sélo la hebra superior o inferior de las secuencias de bases de
datos; o restringe una busqueda BLASTN, BLASTX o TBLASTX a s6lo 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 composicion, segun
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
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 filtracién puede eliminar informes estadisticamente
significativos pero biolégicamente no interesantes del resultado de blast (por ejemplo, coincidencias frente a
regiones comunes acidas, basicas o ricas en prolina), dejando las regiones biolégicamente mas interesantes de
la secuencia de consulta disponibles para la coincidencia especifica contra las secuencias de bases de datos.

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

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

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. Ademas, en algunos
casos, se enmascaran las secuencias en su totalidad, lo que indica que la significacion estadistica 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, ademas del nombre de acceso y/o locus.

Lo mas oreferentemente, las comparaciones de secuencia se realizan utilizando el algoritmo de busqueda BLAST
simple proporcionado en la pagina web del NCBI descrita anteriormente, en el directorio "/ BLAST".

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria
descriptiva tienen el mismo significado que un experto en la técnica (p. €j., en cultivo celular, genética molecular,
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quimica de acido nucleico, técnicas de hibridacion y bioguimica) entiende habitualmente. Para los procedimientos
moleculares, genéticos y bioquimicos se usan técnicas convencionales (véase, en general, Sambrook y col.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 ed. (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y.y Ausubel y col., Short Protocols in Molecular Biology (1999) 42 Ed, John Wiley & Sons, Inc. — que se incorporan
en la presente memoria descriptiva por referencia) y procedimientos quimicos.

El TNFR1 es un receptor transmembrana que contiene una region extracelular que se une al ligando y un dominio
intracelular que carece de la actividad de transduccién de sefal intrinseca pero que se puede asociar con las
moléculas de transduccion de sefial. 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 esta presente como un fragmento, que
esta unido por tres cadenas de TNFR1. (Id.) Las tres cadenas de TNFR1 estan agrupadas juntas en el complejo
receptor-ligando y este agrupamiento es un requisito previo para la transduccion de sefial mediada por el TNFR1. De
hecho, agentes multivalentes que se unen al TNFR1, tales como los anticuerpos anti-TNFR1, pueden inducir
agrupacion de TNFR1 y transduccion de la sefial en ausencia de TNF y normalmente se usan como agonistas del
TNFR1. (Véase, p.gj., 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
del TNFR1 aunque bloqueen la unién de TNFa a TNFR1.

La region extracelular del TNFR1 comprende un segmento amino-terminal de trece aminoacidos (aminoacidos 113
de la SEC ID N° 603 (humana); aminoacidos 113 de la SEC ID N° 604 (de ratén)), el dominio 1 (aminoacidos 1453
de la SEC ID N° 603 (humana); aminoacidos 1453 de la SEC ID N° 604 (de ratén)), el dominio 2 (aminoacidos 5497
de la SEC ID N° 603 (humana); aminoacidos 54 - 97 de la SEC ID N° 604 (de raton)), el dominio 3 (aminoacidos 98 -
138 de la SEC ID N° 603 (humana); aminoacidos 98 - 138 de la SEC ID N° 604 (de raton)), y el dominio 4
(aminoacidos 139167 de la SEC ID N° 603 (humana); aminoacidos 139 - 167 de la SEC ID N° 604 (de raton)),
seguido de una region proximal a la membrana (aminoacidos 168 - 182 de la SEC ID N° 603 (humana); aminoacidos
168 - 183 de la SEC ID N° 604 (raton)). (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 (TNFB, TNFa). (Banner et al.,
Cell, 73(3) 431445 (1993).) La region extracelular del TNFR1 también contiene una regiéon denominada dominio de
ensamblaje de union pre-ligando o dominio PLAD (aminoacidos 153 de la SEC IND N° 603 (humana); aminoacidos 1
- 53 de la SEC ID N° 604 (de raton)) (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 protedlisis del
TNFR1 en el dominio 4 o en la region proximal en la membrana (aminoacidos 168 - 182 de la SEC ID N° 603;
aminoacidos 168 - 183 de la SEC ID N° 604) para producir una forma soluble del TNFR1. El TNFR1 SOLUBLE
conserva la capacidad para unir TNFa y, de este modo, funciona como inhibidor endégeno de la actividad del TNFa.

La invencion se refiere a un dAb) o ligando que se une a TNFR1 pero no compite con el TNF por la unién a TNFR1.
Dicho anticuerpo o fragmento de unién a antégeno del mismo (p. €j., dAb) o ligando proporciona ventajas como
agentes diagnosticos y se pueden usar para unirse y detectar, cuantificar o medir el TNFR1 en una muestra pero no
competiran con el TNF en la muestra por la unién a TNFR1. De acuerdo con esto se puede realizar una
determinacion precisa de si hay presente TNFR1 en la muestra o cuanto TNFR1 hay en la muestra.

El anticuerpo de dominio de la invencién también se podria utilizar en un kit de diagndstico para determinar si hay
TNFR1 presente en una muestra o cuanto TNFR1 hay presente en una muestra, que comprende un dAb o ligando
que se une TNFR1 pero no compite con el TNF por la union a TNFR1 e instrucciones de uso (por ejemplo, para
determinar la presencia y / o cantidad de TNFR1 en la muestra). El kit puede comprender ademas uno o mas
reactivos auxiliares, tales como un tampén adecuado o un reactivo de deteccion adecuado (por ejemplo, un
anticuerpo marcado de forma detectable o fragmento de union a antigeno del mismo que se une al dAb o ligando
que se une al TNFR1 pero no compite con el TNF por la unién a TNFR1).

La invencion se refiere a antagonistas de la invencién que son antagonistas de TNFR1 (por ejemplo, ligandos
descritos en el presente documento) que tienen especificidad de union para el factor de necrosis tumoral receptor 1
(TNFR1; p55; CD120a). Preferentemente, los antagonistas de las invenciones no tienen especificidad de unién 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 uM, 10 uM o 100 uM) da
lugar a no mas de aproximadamente un 5% de inhibiciéon de la actividad mediada por TNFR2 inducida por TNFa
(100 pg / ml) en un ensayo de células estandar. Antagonistas particularmente preferidos dek TNFR1 son agentes
terapéuticos eficaces para el tratamiento de enfermedades inflamatoriaas crénicas (son eficaces, tienen eficacia
terapéutica). Por ejemplo, en algunas formas de realizacion, el antagonista de TNFR1 es eficaz en un modelo de
enfermedad inflamatoria cronica, tal como el modelo de artritis inducida por colageno en ratén, modelo AARE de
artritis en ratén, modelo de enfermedad inflamatoria del intestino inducida por dextrano sulfato sédico en ratén,
modelo AARE de enfermedad intestinal inflamatoria en ratén, modelo de enfermedad pulmonar obstructiva crénica
inducida por humo de tabaco o un modelo en primates adecuado (por ejemplo, artritis inducida por colageno en
primates).

Los antagonistas del TNFR1 pueden ser monovalentes o multivalentes. En algunas formas de realizacion, el
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antagonista es monovalente y contiene un sitio de unidén que interacciona con TNFR1. Los antagonistas
monovalentes se unen a un TNFR1 y no inducen reticulacion ni agrupacion de TNFR1 sobre la superficie de las
células que puede conducir a la activacion del receptor y la transduccién de la sefal.

En otras formas de realizacion, el antagonista de TNFR1 es multivalente. Los antagonistas multivalentes de TNFR1
pueden contener dos o0 mas copias de un sitio de unién particular para TNFR1 o contener dos o mas sitios de unién
diferentes que se unen TNFR1. Por ejemplo, como se ha descrito en la presente memoria descriptiva, el antagonista
de TNFR1 puede ser un dimero, trimero o multimero, que comprende dos 0 mas copias de un dAb concreto que se
une a TNFR1, o dos o mas dAb diferentes que se unen a TNFR1. Preferentemente, un antagonista multivalente de
TNFR1 no tiene agonismo sustancial con TNFR1 (actia como agonista de TNFR1) en un ensayo celular estandar
(es decir, cuando esta presente a una concentracion de 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 yM, 10 uM, 100 uM, 1000 uM o
5.000 pM, tiene como resultado en no mas de aproximadamente 5% de la actividad mediada por TNFR1 inducida
por TNFa (100 pg/ml) en el ensayo).

En ciertas formas de realizacion, el antagonista multivalente de TNFR1 contiene dos o mas sitios de unién para un
epitopo o dominio deseado de TNFR1.

En ciertas formas de realizacion, el antagonista multivalente de TNFR1 contiene dos o mas sitios de union que se
unen a epitopos o dominios diferentes de TNFR1. En un ejemplo, el antagonista multivalente de TNFR1 puede
comprender sitios de unidon que se unen a dos o mas epitopos o dominios deseados de TNFR1. Por ejemplo, los
antagonistas multivalentes de TNFR1 pueden comprender sitios de union para los dominios 1 y 4 de TNFR1.
Preferentemente, dichos antagonistas multivalentes de TNFR1 no tienen agonismo con TNFR1 cuando estan
presentes a una concentracion de 1 nM, o de aproximadamente 10 nM, o de aproximadamente 100 nM, o de
aproximadamente 1 yM, o de aproximadamente 10 uM, en un ensayo estandar de citotoxicidad en L929 o un
ensayo estandar con IL-8 en HeLa como se describe en el presente documento.

Los ligandos de la invencion no inhiben la uniéon de TNFa a TNFR1. Dichos ligandos (y antagonistas) proporcionan
ventajas como agentes diagnosticos porque pueden usarse para unirse y detectar, cuantificar o medir TNFR1 en
una mezcla y no competiran con el TNF en la muestra por la uniéon a TNFR1. De acuerdo con esto se puede realizar
una determinacion precisa de si, o cuanto, TNFR1 hay en la muestra.

Los ligandos de la invencion no inhiben la union de TNFa a TNFR1, pero inhiben la transduccidon de sefales
mediada a través de TNFR1. Por ejemplo, un antagonista del TNFR1 puede inhibir la agrupacion inducida por TNFa
de TNFR1, que precede a la transduccion de sefiales a través de TNFR1. Tales antagonistas proporcionan varias
ventajas. Por ejemplo, en la presencia de un antagonista de este tipo, el TNFa puede unirse al TNFR1 expresado en
la superficie de las células y eliminarse del entorno celular, pero la transduccién de sefiales mediada por TNFR1 no
se activara. Por tanto, la produccion inducida por la sefial de TNFR1 de TNFa adicional y otros mediadores de la
inflamacion se inhibira. Del mismo modo, los antagonistas de TNFR1 que se unen a TNFR1 e inhiben la
transduccion de sefiales mediada a través de TNFR1, pero no inhiben la uniéon del TNFa a TNFR1, no inhibiran la
actividad de unién a TNFa y de inhibiciéon de TNFR1 soluble producido endégenamente. De acuerdo con lo anterior,
la administracion de dicho antagonista a un mamifero que lo necesite puede complementar las vias de regulacion
enddgenas que inhiben la actividad del TNF-alfa y la actividad del TNFR1 in vivo. Los ligandos de la invencion (i) se
unen a TNFRH1, (ii) no antagonizan la activacion de la transduccion de sefiales mediada por TNFR1 y (iii) no inhiben
la unién del TNFa a TNFR1. Dicho ligando se une al TNFR1 soluble y no impiden que el receptor soluble se una al
TNFa vy, por lo tanto, la administracion de dicho antagonista a un mamifero que lo necesite puede complementar las
vias de regulacion enddgenas que inhiben la actividad del TNFa 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 tamafo hidrodinamico mas grande mediante, por ejemplo, unién de un grupo PEG,
seroalbumina, transferrina , receptor de transferrina o al menos la porcién del mismo de unién a transferrina, una
region Fc del anticuerpo, o mediante conjugacion a un dominio de anticuerpo. Por ejemplo, un agente (por ejemplo,
polipéptido) que i) se unen a TNFR1, (ii) no antagoniza la activaciéon de la transduccion de sefiales mediada por
TNFRA1, y (iii) no inhibe la unidon de TNFa a TNFR1, tal como un mondémero dAb, puede formatearse como un
fragmento de un anticuerpo de unién al antigeno mas grande o como y el anticuerpo (por ejemplo, con el formato de
Fab, Fab', F(ab),, F(ab'),, IgG, scFv). El tamafio hidrodinamico de un ligando y su semivida en suero también puede
incrementarse mediante conjugacion o unién de un agente de unién a TNFR1 (p. €j., anticuerpo o fragmento de
anticuerpo) que se une a un antigeno o epitopo que aumenta la semivida in vivo, tal como se describe en el presente
documento (véase el Anexo 1). Por ejemplo, el agente de unién 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.

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

e SEC ID N° 1 como se divulga en el documento WO 2005/077042A2.
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e Fragmento o variante de albumina que comprende o consta de los aminoacidos 1387 de la SEQ ID NO:1 en el
documento WO 2005/077042A2;

e Albumina o Fragmento o variante de la misma, que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo constituido por: (a) los aminoacidos 54 a 61 de SEC ID N° 1 en el documento WO 2005/077042A2; (b) los
aminoacidos 76 a 89 de SEC ID N° 1 en el documento WO 2005/077042A2; (c) los aminoacidos 92 a 100 de
SEC ID N° 1 en el documento WO 2005/077042A2; (d) los aminoacidos 170 a 176 de SEC ID N° 1 en el
documento WO 2005/077042A2; (e) los aminoacidos 247 a 252 de la SEC ID N° 1 en el documento WO
2005/077042A2; (f) los aminoacidos 266 a 277 de SEC ID N° 1 en el documento WO 2005/077042A2; (g) los
aminoacidos 280 a 288 de SEC ID N° 1 en el documento WO 2005/077042A2; (h) los aminoacidos 362 a 368 de
SEC ID N° 1 en el documento WO 2005/077042A2; (i) los aminoacidos 439 a 447 de la SEC ID N ° 1 en el
documento WO 2005/077042A2 (j) los aminoacidos 462 a 475 de la SEC ID N ° en el documento WO
2005/077042A2; (k) los aminoacidos 478 a 486 de la SEC ID N ° 1 en el documento WO 2005/077042A2; (1) los
aminodcidos 560 a 566 de la SEC ID N ° 1 en el documento WO 2005/077042A2.

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

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

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

e Una variante o analogo o fragmento polimérfico de albumina tal como se describe en Weitkamp, et al., Ann. Hum.
Genet. 37:219 (1973);

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

e Un fragmento o variante de albumina 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 nimero de 178 a 199.

Cuando (uno o mas) restos de extension de la semivida (p. €j., albumina, transferrina y fragmentos y analogos de las
mismas) se usan para formatear los ligandos de union a TNFR1 de la invencién, se pueden conjugar usando
cualquier procedimiento adecuado, tal como, mediante fusion directa con el resto de unién a TNFR1 (p. €j., dAb anti-
TNFR1 o fragmento de anticuerpo), por ejemplo usando una construccion de un Unico nucleotido que codifica una
proteina de fusion, en la que la proteina de fusién esta codificada en forma de una cadena polipeptidica sencilla con
el resto de extension de la semivida localizado en los extremos N o C del resto de uniéon a TNFR1. Como
alternativa, la conjugacion se puede conseguir usando un ligador peptidico entre los restos, por ejemplo un ligador
peptidico como se describe en los documentos WO 03/076567A2 o WO 2004/003019.

Algunos ligandos de la invencion se unen al TNFR1 humano y al TNFR1 de ratén. Tales ligandos (por ejemplo,
antagonistas, monémeros de dAb) proporcionan la ventaja de permitir los estudios preclinicos y clinicos utilizando el
mismo ligando y evitan la necesidad de llevar a cabo estudios preclinicos con un ligando sustituto adecuado.

Preferentemente, el antagonista de TNFR1 es un ligando como se describe en el presente documento. Los ligandos
comprenden un anticuerpo de dominio (dAb) que tiene especificidad de unién 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. €j., un formato de
tipo 1gG, 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 proteina, antigeno o epitopo diana (p. e€j., seroalbumina) o un ligando
multiespecifico como se describe en el presente documento.

Los antagonistas de TNFR1 de la divulgacién incluyendo los ligandos de acuerdo con cualquier aspecto de la
presente invencion, asi como los monémeros de dAb utiles en la construccion de tales ligandos, pueden d|SOC|arse
de manera ventajosa de su(s) objetivo(s) afin con una Ky de 300 nM a 5 pM (es decir, de 3x107 a5 x 102M),
preferentemente de 50 nM a 20 pM o de 5 nM a 200 pM o de 1 nM a 100 pM, 1 x 10"M o menos, 1 x 10°M o
menos, 1x 10 M o menos, 1x 10"°M 0,menos, 1x 10 Mo menos; y /o una constante de veIomdad Ko de 5 x 10
s 'a1x107s™” preferentemente1x10 s a1x10 s"ode5x10° s a1x10 s',05x 10 s omenoso1x10

s” 0 menos, o1x10 s"o menos 0 1 x 10* s"o menos, 0 1 x 10° s"o menos, o1x10 s”"'o menos como se
determina mediante resonancia de plasmén superficial. La constante de velocidad Ky se define como Kos/Kon.

En otras formas de realizacion, el antagonista de la divulgacion se une a TNFR1 e inhibe una (es decir, una o mas)
funcién de TNFR1 (por ejemplo, la agrupacion de receptores, la sefalizacion del receptor o la union de TNFa 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 funcién (por ejemplo, agrupacion de miembros, la sefializacién o la unién del
miembro a su ligando afin) 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 proteinas 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-Ill), 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 -
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,
RELT), DR6 (TNFRSF21), SOBa (TNFRSF22, Tnfrh2, 2810028K06Rik), mSOB (THFRSF23, Tnfrh1). En algunas
formas de realizacion, el antagonista comprende un primer dAb que se une a TNFR1 e inhibe una funcién 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 realizacion, el antagonista comprende un primer dAb que se une a TNFR1 e
inhibe una funcion (por ejemplo agrupamiento receptor, sefializacion del receptor o unién de TNFa a TNFR1) de
TNFR1 y también se une a otro miembro de la superfamilia de receptores de TNF, tales como TNFR2 (CD120b),
0X40, CD40, Fas (CD95), TRAILR-1, TRAILR-2, TAC1, BCMA y similares como se ha indicado anteriormente.

Ligandos y monémeros de dAb que se unen a TNFR1

La divulgacion proporciona ligandos que comprenden un mondémero de dAb anti-TNFRI (por ejemplo Ilgando de
doble especificidad que comprende dicho dAb) con un Ky de 300 nM a 5 pM (es decir 3 x 107 to 5 x 10™ M),
preferentemente de 50 nM a 20 pM, mas preferentemente de 5 nM a 200 pM y lo mas preferentemente de 1 nM a
100 pM, por ejemplo 1 x 10"M o menos preferentemente 1 x 10°M o menos, mas preferentemente 1 x 10°M o
menos, de forma ventajosa 1 X 10" M 0 menos y lo mas preferentemente 1x 10 M 0 menos; y / 0 una constante
de veI00|dad Koff de 5x10"'s'a1x107s preferentemente 1x10%s"a 1 x 10 , lo mas preferentemente de 5 x
10° s a 1x 107" , por ejemplo 5 x 10"s™ o menos preferentemente 1 x 10?s™ o menos, de forma ventajosa 1 x
105”0 menos, mas preferentemente 1 x 10* 5”0 menos, todavia mas preferentemente 1 x 10°s”o menos y lo mas
preferentemente 1 x 10 50 menos como se determina mediante resonancia de plasmon superficial.

Preferentemente, el ligando o el monémero de dAb inhibe la unién de TNF alfa al receptor 1 del TNF alfa (receptor
p55) con una concentracion inhibitoria al 50% (C150) de 500 nM a 50 pM, preferentemente de 100 nM a 50 pM, mas
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, mas preferentemente 500 pM o menos, ventajosamente 200 pM o menos, y lo mas
preferentemente 100 pM o menos. Preferentemente, el objetivo del receptor 1 del TNF es TNFa humano.

Preferentemente, el ligando o dAb se une al TNFR1 humano e inhibe la unién del TNF alfa humano a TNFR1
humano o inhibe la sefializacion a través del TNFR1 en respuesta a la union del TNF alfa. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, un ligando o monémero de dAb pueden unirse a TNFR1 e inhibir la sefializacion mediada por TNFR1,
pero no inhibe sustancialmente la unidon de TNFa a TNFR1. En algunas realizaciones, el ligando o monémero de
dAb de la invencion inhibe la reticulacion o agrupamiento del TNFRa 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
soluble enddgeno. Por ejemplo, el ligando o dAb puede unirse a TNFR1, pero inhibir la unién de TNFa a TNFR1 en
un ensayo de union al receptor en no mas que alrededor del 10%, no mas de aproximadamente el 5%, no mas de
aproximadamente el 4%, no mas de aproximadamente el 3 %, no mas de aproximadamente el 2%, o no mas de
aproximadamente el 1%. Ademas, en estas realizaciones, el ligando o dAb inhibe la reticulacién de TNFR1 inducida
por TNFa y/o la sefializacion mediada por TNFR1 en un ensayo de células estandar en al menos aproximadamente
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 monémero dAb) o multivalente (por ejemplo, doble especificidad,
multiespecifico) como se describe en el presente documento.

En otras formas de realizacion, el ligando de la invencion es multivalente y comprende dos o mas mondmeros de
dAb que se unen a TNFR1. Los ligandos multivalentes pueden contener dos o mas copias de un dAb concreto que
se une a TNFR1 o contener dos o mas dAb que se unen a TNFR1. Por ejemplo, como se ha descrito en el presente
documento, el ligando puede ser un dimero, trimero o multimero, que comprende dos o mas copias de un dAb
concreto que se une a TNFR1, o dos o mas dAb diferentes que se unen a TNFR1. En algunos ejemplos, el ligando
es un homodimero u homotrimero 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
(actta como agonista de TNFR1) en un ensayo celular estandar (es decir, cuando esta presente a una
concentracion de 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 uM, 10 yM, 100 uM, 1000 uM o 5.000 uM, tiene como resultado en no mas
de aproximadamente 5% de la actividad mediada por TNFR1 inducida por TNFa (100 pg/ml) en el ensayo).
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En ciertas formas de realizacion, el ligando multivalente contiene dos o mas dAb que se unen al epitopo o dominio
deseado de TNFR1.

En otras formas de realizacion, el ligando multivalente contiene dos o mas dAb que se unen a diferentes epitopos o
dominios de TNFR1.

Otros ligandos o mondmeros de dAb no inhiben la unién de TNFa a TNFR1. Dichos antagonistas proporcionan
ventajas como agentes diagnosticos porque pueden usarse para unirse y detectar, cuantificar o medir TNFR1 en
una mezcla y no competiran con el TNF en la muestra por la union a TNFR1. De acuerdo con esto se puede realizar
una determinacion precisa de si, o cuanto, TNFR1 hay en la muestra.

Algunos ligandos y monoémeros de dAb no inhiben la unién de TNFa a TNFR1, pero inhiben la transduccion de
sefiales mediada a través de TNFR1. Por ejemplo, un ligando o monémero de dAb puede inhibir la agrupacion
inducida por TNFa de TNFR1, que precede a la transduccién de sefiales a través de TNFR1. Tales ligandos o
monoémeros 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 monémero 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 monémero
de dAb que se une al dominio 4 del TNFR1.

Preferentemente, el ligando o el mondmero de dAb neutraliza (inhibe la actividad de) el TNFa o el TNFR1 en un
ensayo estandar (p. €j., los ensayos con HelLa estandar o con L929 estandar descritos en el presente documento)
con una dosis neutralizante 50 (DN50) de 500 nM a 50 pM, preferentemente de 100 nM a 50 pM, mas
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, mas preferentemente 500 pM o menos, ventajosamente 200 pM o menos, y lo mas
preferentemente 100 pM o menos.

En ciertas realizaciones, el ligando o mondémero DE dAb se une especificamente al freceptor 1 del factor de necrosis
tumoral humano (TNFR1; P55) y se disocia del TNFR1 humano con una constante de disociacion (K4) de 50 nM a 20
pM, y una constante de velocidad Ko de 5x107"s" a ‘Ix10'7s'1, como se determina mediante resonancia de plasmon
superficial.

En otras formas de realizacion, el ligando o el monémero de dAb se une especificamente TNFR1 con una Kq descrita
en el presente documento e inhibe la letalidad en un modelo de shock séptico inducido por LPS/D-galactosamina de
ratén estandar (es decir, impide o reduce la letalidad en al menos aproximadamente 10%, en comparacién con un
control adecuado). Preferentemente, el monémero de dAb inhibe la letalidad en al menos aproximadamente un 25%,
o en al menos aproximadamente un 50%, en comparacion con un control adecuado en un modelo de shock séptico
inducido por LPS/D-galactosamina de raton estandar cuando se administra a aproximadamente 5 mg / kg o mas
preferentemente de aproximadamente 1 mg / kg.

En otras formas de realizacion, el el ligando o monémero de dAb se une a TNFR1 y antagoniza la actividad del
TNFR1 en un ensayo celular estandar con una DN50 de < 100 nM, y a una concentracion de < 10uM, el dAb agoniza
la actividad del TNFFR1 en <5 % en el ensayo.

En realizaciones particulares, el ligando o monémero de dAb no agonizan sustancialmente el TNFR1 (actua como
agonista de TNFR1) en un ensayo celular estandar (es decir, cuando esta presente a una concentracion de 1 nM, 10
nM, 100 nM, 1 yM, 10 uM, 100 yM, 1000 uM o 5.000 uM, tiene como resultado en no mas de aproximadamente 5%
de la actividad mediada por TNFR1 inducida por TNFa (100 pg/ml) en el ensayo).

En ciertas realizaciones, el ligando o monémero de dAb es sustancialmente resistente a la agregacion. Por ejemplo,
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 monémero de dAb cuando una
soucién 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
/ ml de ligando o dAb en un disolvente que se utiliza rutinariamente para la formulacion de farmacos, tales como
solucion salina, solucién salina tamponada, solucion salina tamponada con citrato, agua , una emulsion, v,
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°Ca0°C,-20°Ca-10°C,-40°Ca-20°C,-60°Ca-40°C,0-
80 ° C a -60 ° C, durante un periodo de tiempo de, por ejemplo, aproximadamente 10 minutos, 1 hora, 8 horas, 24
horas, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 1 mes , 2 meses, 3 meses, 4 meses, 6 meses, 1
ano o 2 afnos.

La agregacion se puede evaluar utilizando cualquier procedimiento adecuado, tal como, por microscopia, evaluacion
de la turbidez de una solucion mediante inspeccion visual o espectroscopoa o cualquier otro procedimiento
adecuado. Preferentemente, la agregacion se evalua mediante dispersion de luz dinamica. Ligandos o mondémeros
de dAb que son resistentes a la agregacion proporcionan varias ventajas. Por ejemplo, tales ligandos o monémeros
de dAb pueden producirse facilmente con un alto rendimiento como proteinas solubles mediante expresién utilizando
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un sistema de produccion biolégico adecuado, tal como E. coli y se pueden formular y / o almacenar a
concentraciones superiores a las de los polipéptidos convencionales, y con menos agregacion y pérdida de
actividad.

Ademas, los ligandos o0 mondmeros de dAb que son resistentes a la agregacion pueden producirse de manera mas
econdmica que otros polipéptidos de unién a antigeno o de uniéon a epitopo (por ejemplo, anticuerpos
convencionales). Por ejemplo, en general, la preparacion de polipéptidos de unién a antigeno o de unién a epitopo
destinados a aplicaciones in vivo incluyen procesos (por ejemplo, filtracién en gel) que eliminan polipéptidos
agregados. Si no se retiran dichos agregados puede dar lugar a una preparacion que no es adecuada para
aplicaciones in vivo porque, por ejemplo, los agregados de un polipéptido de union a antigeno destinado a actuar
como antagonista pueden funcionar como agonista mediante la induccién de la reticulaciéon o agrupacion del
antigeno diana. Los agregados de proteinas también pueden reducir la eficacia del polipéptido terapéutico mediante
la induccion de una respuesta inmunitaria en el sujeto al que se administran.

En contraste, los ligandos resistentes o0 monémeros de dAb resistentes a la agregacion de la invencion 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
de polipéptido.

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

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

El grado de desplegamiento y replegamiento de un ligando o monémero de dAb puede determinarse utilizando una
curva de desnaturalizacion o desplegamiento. Se puede producir una curva de desplegamiento representando la
temperatura como la ordenada y la concentracion relativa del polipéptido plegado como la abscisa. La concentracion
relativa del ligando plegado o mondmero de dAb se puede determinar directa o indirectamente usando cualquier
procedimiento adecuado (por ejemplo,DC, fluorescencia, ensayo de unién). Por ejemplo, un solucion de ligando o de
monomero de dAb se puede preparar y determinar la elipticidad de la solucién determinada mediante DC. El valor
de la elipticidad obtenido representa una concentracion relativa de ligando plegado o monémero de dAb de 100%. El
ligando o mondmero de dAb en la solucién se despliega después elevando de forma creciente la temperatura de la
solucion y la elipticidad se determina en incrementos adecuados (por ejemplo, después de cada aumento de un
grado en la temperatura). El ligando o monémero de dAb en la solucién se vuelve a plegar después reduciendo de
forma creciente la temperatura de la solucion 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
desplegamiento y replegamiento tienen una forma sigmoidal caracteristica que incluye una porcién en la que las
moléculas de ligando o de monémero de dAb se pliegan, una transicion despliegue / replegamiento en la que las
moléculas de ligando o monémero de dAb se despliegan en diversos grados y una porcion en la que las moléculas
de ligando o monémero de dAb se despliegan. La interseccion del eje y de la curva de replegamiento es la cantidad
relativa del ligando o monémero de dAb recuperado. Una recuperacion de al menos aproximadamente 50%, o al
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 monémero de dAb se despliegan de forma reversible.

En una realizacion preferida, la reversibilidad del despliegue del ligando o monédmero de dAb se determina mediante
la preparacién de una solucion de ligando o de mondmero de dAb y la representacion de las curvas de
desplegamiento y replegamiento con calor. la soluciéon de ligando o de mondmero de dAb se puede preparar en
cualquier disolvente adecuado, tal como un tampén acuoso que tiene un pH adecuado para permitir que el ligando o
monomero de dAb se disuelvan (por ejemplo, pH que es de aproximadamente 3 unidades por encima o por debajo
del punto isoeléctrico (pl)). La solucién de ligando o de monémero de dAbe concentra lo suficiente para permitir la
deteccion del desplegamiento/plegamiento. Por ejemplo, la solucién de ligando o de monémero de dAb puede ser de
aproximadamente 0,1 yM a aproximadamente 100 yM o preferentemente de aproximadamente 1 pM a
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aproximadamente 10 pM.

Si se conoce la temperatura de fusién (Tm) del ligando o monémero de dAb, la soluciéon se puede calentar a
aproximadamente diez grados por debajo de la Tm (Tm-10) y el plegamiento se evalia 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 emision fluorescente de triptéfano a 300 a 450 nm con excitacion a 298 nm) para proporcionar un
ligando o monédmero de dAb con un pledammiento relativo del 100%. La solucion se calienta a continuacion 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 monémero 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
temperatura de fusion del ligando o el mondmero de dAb, la solucion 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 refrigeracion. Los datos obtenidos se pueden representar para producir una
curva de desplegamiento y una curva de replegamiento, en la que la intersecciéon del eje y de la curva de
replegamiento es la cantidad relativa de proteina replegada recuperada.

En ciertas formas de realizacion, los ligandos o mondmeros de dAb o antagonista de la invencion son eficaces en
modelos de enfermedades inflamatorias crénicas 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,
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 crénica
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, 0 a menos que fueran eficaces.

En ciertas formas de realizacion, el ligando o monémero de dAb es eficaz en el modelo estandar de artritis inducida
por colageno en ratones (Ejemplo 15A). Por ejemplo, la administracion de una cantidad eficaz del ligando puede
reducir la puntuacién media de artritis de la suma de las cuatro extremidades en el modelo estandar de artritis
inducida por colageno 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
aproximadamente 12 a aproximadamente 16, en comparacion con un control adecuado. En otro ejemplo, la
administracion de una cantidad eficaz del ligando puede retrasar el inicio de los sintomas de artritis en el modelo
estandar de artritis inducida por colageno en ratones, por ejemplo en aproximadamente 1 dia, aproximadamente 2
dias, aproximadamente 3 dias, aproximadamente 4 dias, aproximadamente 5 dias, aproximadamente 6 dias,
aproximadamente 7 dias, aproximadamente 10 dias, aproximadamente 14 dias, aproximadamente 21 dias o
aproximadamente 28 dias, en comparacion con un control adecuado. En otro ejemplo, la administracion de una
cantidad eficaz del ligando puede resultar en una puntuacion media de artritis de la suma de las cuatro extremidades
en el modelo estandar de artritis inducida por colageno 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
aproximadamente 15, or aproximadamente 14 a aproximadamente 15.

En otras formas de realizacion, el ligando o monémero de dAb es eficaz en el modelo AARE de artritis en raton
(Ejemplo 15B). Por ejemplo, la administracién de una cantidad eficaz del ligando puede reducir la puntuacion media
de artritis en el modelo AARE 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
aproximadamente 2,5, or aproximadamente 2 a aproximadamente 2,5, en comparacion con un control adecuado. En
otro ejemplo, la administracion de una cantidad eficaz del ligando puede retrasar el inicio de los sintomas de artritis
en el en el modelo AARE de artritis en ratones, por ejemplo, en aproximadamente 1 dia, aproximadamente 2 dias,
aproximadamente 3 dias, aproximadamente 4 dias, aproximadamente 5 dias, aproximadamente 6 dias,
aproximadamente 7 dias, aproximadamente 10 dias, aproximadamente 14 dias, aproximadamente 21 dias o
aproximadamente 28 dias, en comparacion con un control adecuado. En otro ejemplo, la administracion de una
cantidad eficaz del ligando puede tener como resultado una puntuacion media de artritis en el modelo AARE 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 realizacion, el ligando o monémero de dAb es eficaz en el modelo AARE de enfermedad
inflamatoria intestinal (Ell) en ratén (Ejemplo 15B). Por ejemplo, la administracion de una cantidad eficaz del ligando
puede reducir la puntuacion media de inflamacién aguda y/o crénica en el modelo AARE de Ell 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 comparacion con un control adecuado. En otro ejemplo, la administracion de una cantidad
eficaz del ligando puede retrasar el inicio de los sintomas de Ell en el en el modelo AARE de Ell en ratones, por
ejemplo, en aproximadamente 1 dia, aproximadamente 2 dias, aproximadamente 3 dias, aproximadamente 4 dias,
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aproximadamente 5 dias, aproximadamente 6 dias, aproximadamente 7 dias, aproximadamente 10 dias,
aproximadamente 14 dias, aproximadamente 21 dias o aproximadamente 28 dias, en comparaciéon con un control
adecuado. En otro ejemplo, la administracion de una cantidad eficaz del ligando puede tener como resultado una
puntuacion media de inflamacion aguda y/o crénica en el modelo AARE de Ell 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 realizacion, el ligando o monémero de dAb es eficaz en el modelo de Ell inducida por dextrano
sulfato sédico (DSS) en raton (Ejemplo 15C). Por ejemplo, la administracion de una cantidad eficaz del ligando
puede reducir la puntuacion media de la gravedad en el modelo DSS de Ell 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 comparacion con un control adecuado. En otro ejemplo, la administracion de una cantidad eficaz del ligando
puede retrasar el inicio de los sintomas de Ell en el en el modelo DSS de Ell en ratones, por ejemplo, en
aproximadamente 1 dia, aproximadamente 2 dias, aproximadamente 3 dias, aproximadamente 4 dias,
aproximadamente 5 dias, aproximadamente 6 dias, aproximadamente 7 dias, aproximadamente 10 dias,
aproximadamente 14 dias, aproximadamente 21 dias o aproximadamente 28 dias, en comparaciéon con un control
adecuado. En otro ejemplo, la administracion de una cantidad eficaz del ligando puede tener como resultado una
puntuaciéon media de gravedad en el modelo DSS de Ell 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,
0 aproximadamente 2 a aproximadamente 2,5.

En formas de realizacién concretas, el ligando o monémero de dAb es eficaz en el modelo de enfermedad pulonar
obstructiva cronica (EPOC) inducida por el humo de tabaco en ratones (Ejemplo 15D). Por ejemplo, la
administracion de una cantidad eficaz del ligando puede reducir o retrasar el inicio de los sintomas de EPOC,
comparacién con un control adecuado.

En otras formas de realizacion, el ligando comprende un anticuerpo de dominio (dAb) mondémero que se une
especificamente del receptor | del factor de necrosis tumoral | (TNFR1, p55, CD120a) con una Kqde 300 nM a 5 pM,
y comprende una secuencia de aminoacidos 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% homodloga a la secuencia de aminoacidos o un dAb que
es TAR2h-205 (SEC ID N° 627.

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

Preferentemente, el ligando o monémero de dAb se secreta en una cantidad de al menos aproximadamente 0,5 mg/I
cuando se expresa en E. coli o en especies de Pichia (p. €j., P. pastoris). En otras realizaciones preferidas, el
monomero de dAb se secreta en una cantidad de al menos aproximadamente 0,75 mg / I, por lo menos
aproximadamente 1 mg /|, por lo menos aproximadamente 4 mg /|, por lo menos aproximadamente 5 mg /|, por lo
menos aproximadamente 10 mg /|, por lo menos aproximadamente 15 mg /|, por lo menos aproximadamente 20 mg
/ 1, por lo menos aproximadamente 25 mg / I, por lo menos aproximadamente 30 mg / I, por lo menos
aproximadamente 35 mg / |, por lo menos aproximadamente 40 mg / |, al menos aproximadamente 45 mg /|, o al
menos aproximadamente 50 mg /|, o al menos aproximadamente 100 mg / I, o al menos aproximadamente 200 mg /
I, o al menos aproximadamente 300 mg /|, o al menos aproximadamente 400 mg /|, o al menos aproximadamente
500 mg / I, o al menos aproximadamente 600 mg / I, o al menos aproximadamente 700 mg / I, o al menos
aproximadamente 800 mg / I, al menos aproximadamente 900 mg / |, o al menos alrededor de 1 g / | cuando se
expresa en E. coli o en especies de Pichia (por ejemplo, P. pastoris). En otras realizaciones preferidas, el monémero
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/, 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
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/I 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. €j., P. pastoris). Aunque los ligandos y mondémeros de dAb descritos en la presente memoria descriptiva se
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 quimicos sintéticos o procedimientos de
produccén biolégica que no emplean E. coli o especies de Pichia.

El mondmero de dAb puede comprender cualquier dominio variable de inmunoglobulina adecuado v,
preferentemente, comprende un dominio variable humano o un dominio variable que comprende regiones marco
humanas. En ciertas formas de realizaciéon, el monémero 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 V. (VA o Vk), tal como un marco que comprende las secuencias de
aminoacidos marco codificadas por el segmento génico de inmunoglobulina de la linea 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 Vy puede comprender
ademas la secuencia de aminoacidos del marco codificada por el segmento génico de inmunoglobulina de la linea
germinal humana J1, J2, J3, J4 o Ji5.

En otras realizaciones, el marco universal puede ser un marco V4, tal como un marco que comprende las secuencias
de aminoacidos marco codificadas por el segmento génico de inmunoglobulina de la linea germinal humana DP4,
DP7, DP8, DP9, DP10, DP31, DP33, DP38, DP45, DP46, DP47, DP49, DP50, DP51, DP53, DP54, DP65, DP66,
DP67, DP68 o DP69 . Si se desea, el marco Vy puede comprender ademas la secuencia de aminoacidos del marco
codificada por el segmento génico de inmunoglobulina de la linea germinal humana Ju1, Ju2, Ju3, Juéd, Judb, Jud5 y
JHb .

En realizaciones particulares, el ligando monémero de dAb comprende lel DPK9 V. o una marco V4 seleccionado de
entre el grupo que consiste en DP47, DP45 y DP38.

El monémero de dAb puede comprende un sitio de unién para un ligando genérico, tal como proteina A, proteina L y
proteina G.

En ciertas realizaciones, el monémero de dAb comprende una o mas regiones marco que comprenden una
secuencia de aminoacidos que es la misma que la secuencia de aminoacidos de una region marco correspondiente
codificada por un segmento génico de anticuerpo de la linea germinal humana, o las secuencias de aminoacidos de
uno o mas de dichas regiones marco colectivamente comprenden hasta 5 diferencias de aminoacidos respecto a la
secuencia de aminoacidos de dicha region marco correspondiente codificada por un segmento génico de anticuerpo
de la linea germinal humana.

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

En otras formas de realizacién, el monémero de dAb comprende las regiones FW1, FW2 y FW, y la secuencia de
aminoacidos de dichas regiones FW1, FW2 y FW3 son las mismas que las secuencias de aminoacidos de las
regiones marco correspondientes codificadas por los segmentos génicos de anticuerpo de la linea germinal.

En algunas formas de realizacion, el mondémero de dAb no comprende un dominio variable de inmunoglobulina de
camélidos o uno o mas aminoacidos marco que son Unicos para los dominios variables de inmunoglobulina
codificados por los segmentos génicos de anticuerpo de la linea germinal de camélidos.

Ligandos y monémeros de dAb que se unen a la seroalbumina

La invencién proporciona un ligando o monémero de dAb (por ejemplo, un ligando de doble especificidad que
comprende dicho dAb) que se une a la albiimina sérica (SA) con una Kqde 1 nM a 500 uM (es decir, x 10%a 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, Kqy / 0 Ko tal como se mide por
resonancia de plasmon superficial, por ejemplo, utilizando BiaCore) del segundo dAb por su diana es de 1 a 100.000
veces (preferentemente de 100 a 100.000, mas 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 pM, mientras que el segundo dAb se une a su diana con una afinidad de 100 pM. Preferentemente, la
seroalbumina es seroalbumina humana (HSA). En una forma de realizacion, el primer dAb (o un monédmero de dAb)
se une a la SA (p. €j., HSA) con una K4 de aproximadamente 50, preferentemente 70 y mas preferentemente 100,
150 0 200 nM.

En ciertas realizaciones, el monémero de dAb especifico para SA comprende la secuencia de aminoacidos de MSA-
16 (SEC ID N° 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%
homologa de la misma.

En otras realizaciones, el monémero de dAb especifico para SA comprende la secuencia de aminoacidos de MSA-
26 (SEC ID N° 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%
homologa de la misma.

En ciertas realizaciones, el monémero de dAb que se une a SA resiste la agregacion, se despliega de manera
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reversible y / o comprende una regiéon marco como se ha descrito anteriormente para los monémeros de dAb que se
unen TNFR1.

Moléculas de acido nucleico, vectores y células huésped

La invencion proporciona también moléculas aisladas y / o recombinantes de acidos nucleicos que codifican los
ligandos y los mondmeros de dAb descritos en el presente documento.

La invencién también proporciona un vector que comprende una molécula de acido nucleico recombinante de la
invencion. En ciertas realizaciones, el vector es un vector de expresion que comprende uno o mas elementos de
control de la resion o secuencias que estan operablemente unidas al acido nucleico recombinante de la invencion.
Los vectores adecuados (por ejemplo, plasmidos, fagemidos) y elementos de control de la expresion se describen
adicionalmente mas adelante.

La invencién también proporciona una célula huésped recombinante que comprende una molécula de acido nucleico
recombinante o vector de la invencion. Las células huésped adecuadas y procedimientos para la produccion de la
célula huésped recombinante de la invencién se describen adicionalmente a continuacion.

La invencion también proporciona un procedimiento para producir un ligando (p. €j., monémero de dAb, ligando de
especificidad doble, ligando multiespecifico) de la invenciéon, que comprende mantener una célula huésped
recombinante que comprende un acido nucleico recombinante de la invencién en condiciones adecuadas para la
expresion del acido nucleico recombinante, de modo que se expresa el nucleico recombinante y se produce un
ligando. En algunas formas de realizacion, el procedimiento ademas comprende aislar el ligando.

Formatos del ligando

Los ligandos segun la invencion se pueden formatear como anticuerpos mono o multiespecificos o fragmentos de
anticuerpos o en estructuras que no son inmunoglobulinas mono o multiespecificas. Formatos adecuados incluyen
cualquier estructura polipeptidica en la que un dominio variable de anticuerpo o la Cordel mismo se puede incorporar
para conferir especificidad de unién para el antigeno sobre la estructura. Varios formatos de anticuerpos adecuados
que se conocen en la técnica, tales como formatos de tipo 1gG, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados,
anticuerpos humanos, anticuerpos de cadena sencilla, anticuerpos biespecificos, cadenas pesadas de anticuerpo,
cadenas ligeras de anticuerpo, homodimeros y heterodimeros 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’), , un dominio variable de anticuerpo sencillo
(e.g., un dAb, Vx, Vi, un dAb y versiones modificadas de cualquiera de los anteriores (p. ej., modificados por la unié
covalente de polialquilenglicol (p. €j., polietilenglicol, polipropilenglicol, polibutilenglicol) u otro polimero adecuado).
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 Unicos y dAb, procedimientos
adecuados para la preparacion de los mismos, incremento de la semivida in vivo de los dominios variables tUnicos y
monoémeros y multimeros de dAb PEGilados, los PEG adecuados, tamafios hidrodinamicos preferidas de PEG y
tamafios hidrodinamicos preferidos de dominios variables Unicos y monémeros y multimeros de dAb PEGilados.

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 mas de las
regiones variables (Vy y/o V|) se han sustituido con un dAb o dominio variable Unico de una especificidad deseada.
Preferentemente, cada una de las regiones variables (2 regiones Vyy 2 regiones V|) se sustituye con un dAb o
dominio variable tnico. Los dAb o dominio variables Unicos que estan incluidos en un formato de tipo IgG pueden
tener la misma o diferentes especificidades. En algunas formas de realizacion, 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 monoespecifico
y comprende 4 dAb que tienen la misma especificidad; biespecifico y comprende 4 dAb que tienen la misma
especificidad y otro dAb que tiene una especificidad diferente; biespecifico y comprende 2 dAb que tienen la misma
especificidad y dos dAb que tiene una especificidad comun pero diferente; triespecifico y comprende dAb primero y
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 tetraespecifico y comprende 4 dAb cada uno con una
especificidad diferente. Se pueden preparar fragmentos de unién a antigeno de formatos de tipo 1gG (p. €j., Fab,
F(ab'),, Fab', Fv, scFv). Preferentemente, los formatos de tipo IgG o fragmentos de unién a antigeno de los mismos
no reticulan el TNFR1.

Ligandos, incluidos los monémeros, dimeros y trimeros de dAb, pueden unirse a una region Fc de anticuerpo, que
comprende uno o ambos dominios Cn2 y Cx3, y, opcionalmente una region bisagra. Por ejemplo, se pueden usar
vectores que codifican ligandos como una secuencia de nucleotidos sencilla a una region Fc para preparar dichos
polipéptidos.

La divulgacion ademas proporciona dimeros, trimeros y polimeros de los monémeros de dAb mencionados en lo que
antecede, de acuerdo con los siguientes aspectos de la presente invencion.

Los ligandos se pueden combinar y / o formatear en estructuras de multiples ligandos no inmunoglobulinicas para
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formar complejos multivalentes, que se unen a moléculas diana con el mismo antigeno, proporcionando de este
modo avidez superior. En algunas formas de realizacion, al menos un dominio variable se une a un antigeno para
aumentar la semivida del multimero. 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 especificamente a uno o mas
epitopos. Los detalles de este procedimiento se describen en el documento US 5,831,012. Otros armanzones
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.

Los armazones proteicos pueden combinarse; por ejemplo, las CDR pueden injertarse en un armazén de CTLA4 y
utilizarse junto con los dominios V4 o V. de inmunoglobulina para formar un ligando. Del mismo modo, la
fibronectina, lipocallin y otros armazones se pueden combinar.

Ligandos de especificidad doble o multipe

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

Los antigenos o epitopos que aumentan la semivida de un ligando tal como se describe en el presente documento
estan presentes ventajosamente en las proteinas o polipéptidos que se encuentran en un organismo in vivo.
Ejemplos incluyen las proteinas de la matriz extracelular, las proteinas de la sangre y las proteinas presentes en
varios tejidos en el organismo. Las proteinas actuan reduciendo la velocidad de eliminacion del ligando de la sangre,
por ejemplo actuando como agentes de carga, o mediante el anclaje del ligando a un sitio de accién deseado.
Ejemplos de antigenos / epitopos que aumentan la semivida in vivo figuran en el Anexo 1 mas adelante.

El incremento de la semivida es util en las aplicaciones in vivo de inmunoglobulinas, especialmente anticuerpos vy,
mas especialmente, fragmentos de anticuerpos de tamario pequefo. Dichos fragmentos (Fv, unidos por disulfuro,
Fab, scFv, dAb) sufren un rapido aclaramiento del cuerpo; por tanto, aunque pueden alcanzar la mayoria de las
partes del cuerpo con rapidez y son rapidos de producir y faciles de manejar, sus aplicaciones in vivo han sido
limitadas por su breve persistencia in vivo. La invencién resuelve este problema proporcionando un incremento de la
semivida de los ligandos in vivo y, en consecuencia, tiempos de persistencia mas prolongada en el cuerpo de la
actividad funcional del ligando.

Los expertos en la técnica estaran familiarizados con los procedimientos de analisis farmacocinético y la
determinacion 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
Approach C§1996). También se hace referencia a “Pharmacokinetics”, M Gibaldi & D Perron, published by Marcel
Dekker, 2™ Rev. ex edition (1982), que describe parametros farmacocinéticos tales como las semividas de t alfa y de
t beta y el area bajo la curva (AUC).

Las semividas (t 'z alfa y t /2 beta) y la AUC pueden determinarse a partir de una curva de concentracion sérica del
ligando frente al tiempo. Se puede usar el paquete de analisis WinNonlin (disponible Pharsight Corp., Mountain
View, CA94040, USA) por ejemplo, para modelar la curva. En una primera fase (la fase alfa), el ligando esta
experimentando principalmente distribucidn en el paciente, con alguna eliminacion. Una segunda fase (fase beta) es
la fase terminal, cuando el ligando se ha distribuido y la concentracion sérica esta 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 invencidon proporciona un ligando o una
composicion que comprende un ligando de acuerdo con la invencion que tiene una semivida t1/2 en el intervalo de
15 minutos o0 mas. En una forma de realizacion, 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. Ademas, o como
alternativa, un ligando o composicion de acuerdo con la invencién tendra una semivida t1/2 en el intervalo de hasta
12 horas, incluidas. En una forma de realizacion, el extremo superior del intervalo es 11, 10, 9, 8, 7, 6 0 5 horas. Un
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 divulgacion proporciona un ligando o una composicion que comprende un ligando de
acuerdo con la divulgacion que tiene una semivida t1/2 en el intervalo de 2,5 horas o mas. En una forma de
realizacion, el extremo inferior del intervalo es 3 horas, 4 horas, 5 horas, 6 horas, 7 horas, 10 horas, 11 horas o 12
horas. Ademas, o como alternativa, un ligando o composicion tiene una semivida t1/2 en el intervalo de hasta e
incluidos 21 dias. En una forma de realizacioén, el extremo superior del intervalo es de 12 horas, 24 horas, 2 dias, 3
dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias o 20 dias. Ventajosamente, un ligando o composicion de acuerdo con la invencion
tendra una semivida tf3 en el intervalo de 12 a 60 horas. En otra forma de realizacion, estara en el intervalo de 12 a
48 horas. En otra forma de realizacion mas, estara en el intervalo de 12 a 26 horas.
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Ademas de, o como alternativa a, los criterios anteriores, la presente divulgacion proporciona un ligando o una
composicion que comprende un ligando de acuerdo con la invencion que tiene un valor de la AUC (area bajo la
curva) en el intervalo de aproximadamente 1 mg.min/ml o mas. En una forma de realizacion, el extremo inferior del
intervalo es 5, 10, 15, 20, 30, 100, 200 or 300 mg.min/ml. Ademas, o como alternativa, un ligando o composicion
tiene una AUC en el intervalo de hasta 600 mg-min/ml. En una forma de realizacion, el extremo superior del intervalo
es 500, 400, 300, 200, 150, 100, 75 o 50 mg.min/ml. Ventajosamente, un ligando tendra 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 invencion no incluyen ligandos como se describe en el documento WO
02/02773. Por lo tanto, los ligandos de la presente invencién no comprenden pares Vu/ Vi complementarios que se
unen a uno cualquiera o mas antigenos o epitopos cooperativamente. En su lugar, los ligandos segun el primer
aspecto de la invenciéon comprenden un par Vu/ VL complementario, en el que los dominios V tienen diferentes
especificidades. Ademas, los ligandos segun el primer aspecto de la invenciéon comprenden un par Vu/ Vi
complementario que tiene diferentes especificidades por epitopos o antigenos no relacionados estructuralmente. Los
epitopos o antigenos relacionados estructuralmente son epitopos o antigenos que poseen similitud estructural
suficiente como para unirse a un par Vu/ VL complementario convencional que actia de una manera cooperativa
para unir un antigeno o epitopo; en el caso de los epitopos relacionados estructuralmente, los epitopos son
suficientemente similares en estructura de modo que "encajan" en el mismo bolsillo de unién formado en el sitio de
union al antigeno del dimero Vu/ VL.

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

El primero y el segundo dominios de union a antigeno pueden estar asociados covalentemente o no
covalentemente. En el caso de que los dominios estén asociados de forma covalente, la asociacién puede estar
mediada por, por ejemplo, enlaces disulfuro o por un ligador polipeptidico tal como (GlysSer),, donde n = de 1 a 8,
por ejemplo, 2, 3,4,507.

En el caso en que los dominios variables se seleccionen de repertorios de genes V seleccionados usando, por
ejemplo, tecnologia de expresion en fagos tal como se describe en el presente documento, estos dominios variables
pueden comprender una regién marco universal tal que puede reconocerse mediante un ligando genérico especifico
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 invencion, la referencia a la expresion en fagos incluye el
uso tanto de fagos y / o fagemidos.

Cuando se usan repertorios de genes V, la variacién en la secuencia polipeptidica preferentemente se localiza
dentro de los bucles estructurales de los dominios variables. Las secuencias polipeptidicas de cualquier dominio
variable pueden alterarse mediante arrastre o mediante mutacién con el fin de reforzar la interaccion de cada
dominio variable con su par complementario. El barajado de ADN se conoce en la técnica y se ensefia en, por
ejemplo, Stemmer, Nature 370:389 - 391 (1994) y la patente de EE.UU. N° 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.

En una forma de realizacion preferida, el "ligando de doble especificidad" es un fragmento Fv de cadena Unica. En
una forma de realizacion alternativa de la invencion, el "ligando de doble especificidad" consiste en una regiéon Fab
de un anticuerpo. El término "region Fab" incluye una region Fab en la que se usan dos dominios VH o dos dominios
VL.

Las regiones variables pueden proceder de anticuerpos dirigidos contra antigenos o epitopos diana. Como
alternativa pueden derivar a partir de un repertorio de dominios de anticuerpo Unicos tales como los expresados en
la superficie del bacteriofago filamentoso. La seleccion se puede realizar como se describe a continuacion.

La presente divulgacion proporciona una o mas moléculas de acido nucleico que codifican al menos un ligando de
doble especificidad como se define en el presente documento. El ligando de doble especificidad puede estar
codificado por una molécula de acido nucleico sencilla; como alternativa, cada dominio puede estar codificado por
una molécula de acido nucleico separada. Cuando el ligando esta codificado por una molécula de acido nucleico
sencillo, los dominios pueden expresarse como un polipéptido de fusién, en la forma de una molécula scFv, o
pueden expresarse por separado y unierse posteriormente, por ejemplo usando agentes quimicos de unién. Los
ligandos expresados a partir de los acidos nucleicos separados se uniran por los medios adecuados.

El acido nucleico puede codificar ademas una secuencia sefial para exportacion de los polipéptidos desde una célula
huésped tras la expresion y se pueden fusionar con un componente de superficie de una particula de bacteriéfago
filamentoso (u otro componente de un sistema de visualizacion de la seleccion) tras la expresion.
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En un aspecto adicional, la presente divulgacion proporciona un vector que comprende el acido nucleico que codifica
un ligando de doble especificidad de acuerdo con la presente invencion.

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

La expresion en un vector de este tipo puede configurarse para producir, por ejemplo, sobre la superficie de una
particula de bacteriéfago, dominios variables para la seleccion. Esto permite la seleccion de las regiones variables
expresadas y, por lo tanto, la seleccion de los "ligandos de doble especificidad" utilizando el procedimiento de la
presente invencion.

También se describe en el presente documento un procedimiento para producir un ligando que comprende un primer
dominio variable Unico de inmunoglobulina que tiene una primera especificidad de unién y un segundo dominio
variable Unico de inmunoglobulina que tiene una segunda (diferente) especificidad de union, siendo una o las dos
especificidades de unién especificas de un antigeno 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 epitopo,

) seleccionar una segunda region variable por su capacidad para unirse a un segundo epitopo,

c) combinar los dominios variables; y

d) seleccionar el ligando por su capacidad para unirse a dicho primer epitopo y a dicho segundo epitopo.

El ligando se puede unir a los primero y segundo epitopos simultaneamente o, cuando existe competencia entre los
dominios de unién para la unién al epitopo, la unidon de un dominio puede excluir la unién de otro dominio a su
epitopo analogo. En una forma de realizacion, por lo tanto, la etapa (d) anterior requiere la unién simultanea al
primero y segundo epitopo (y posiblemente mas); en otra realizacion, la unién a los primero y segundo epitopos no
es simultanea.

Los epitopos estan preferentemente en antigenos separados.

Los ligandos comprenden ventajosamente combinaciones de Vy/ Vi o combinaciones de Vi/ Vyo Vi/ Vi de dominios
variables de inmunoglobulina, como se ha descrito anteriormente. Los ligandos pueden comprender ademas
dominios Vuy de camélidos, siempre que el dominio Vuy que es especifico de un antigeno que prolonga la semivida
del ligando in vivo no se una a la lisozima blanca de huevo de gallina (HEL), alfa-amilasa pancreatica 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 W099/23221, ninguno de los cuales describe el uso de
una especificidad para un antigeno que prolonga la semivida para aumentar la semivida del ligando in vivo.

En una forma de realizacion, dicho primer dominio variable se selecciona segun la unién a dicho primer epitopo en
ausencia de un dominio variable complementario. En una realizaciéon adicional, dicho primer dominio variable se
selecciona segun la unién a dicho primer epitopo / antigeno 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
complementario.

En una realizacion, los dominios variables derivan de un anticuerpo respectivo dirigido contra el antigeno o epitopo.
En una forma de realizacion preferida, los dominios variables derivan de un repertorio de dominios de anticuerpo
variables Unicos.

Combinacion de dominios variables Unicos

Los dominios utiles en la invencion, 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 polipeptidicos, como se describe, por ejemplo, en
relacion con las moléculas scFv (Bird et al., (1988) Science 242:423-426). La discusion de los ligadores adecuados
se proporciona en Bird et al. Science 242, 423 - 426; Hudson et al, Journal Immunol Methods 231 (1999) 177 - 189;
Hudson et al, Proc Nat Acad Sci USA 85, 5879 - 5883. Los ligadores son, preferentemente, flexibles, lo que permite
la interaccion de dos dominios Unicos. Un ejemplo de ligador es un ligador (GlysSer),, en el que n = 1 a 8, por
ejemplo, 2, 3, 4, 50 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 realizacion, el ligador empleado no es una regién bisagra de inmunoglobulina.

Los dominios variables pueden combinarse usando procedimientos distintos a los ligadores. Por ejemplo, el uso de
puentes disulfuro, proporcionados a través residuos de cisteina de orige natural o sometidos a ingenieria, puede
explotarse para estabilizar los dimeros Vy-Vy V-V 0 Vu-V. (Reiter et al., (1994) Protein Eng.7:697-704) o mediante
remodelacion de la interfaz entre los dominios variables para mejorar el "ajuste" y, de este modo, la estabilidad de la
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interaccion (Ridgeway et al., (1996) Protein Eng..7:617-621; Zhu et al., (1997) Protein Science 6:781-788).

Segun sea adecuado se puedne usar otras técnicas para unir o estabilizar dominios variables de inmunoglobulinas,
y, en particular dominios Vy ¢e anticuerpo.

De acuerdo con la presente invencion, los ligandos de doble especificidad pueden estar en conformaciones
"cerradas” en solucion. Una configuracion "cerrada" es aquella en la que los dos dominios (por ejemplo Vhy V|)
estan presentes en forma asociada, tal como la de un par Vy-V. asociado que forma un sitio de unién del anticuerpo.
Por ejemplo, scFv puede estar en una conformacion cerrada, dependiendo de la disposicion del ligador utilizado
para unir los dominios V4 y V.. Si este es suficientemente flexible para permitir que los dominios se asocien o los
mantiene rigidamente en la posiciéon asociada, es probable que los dominios adopten una conformacién cerrada.

Del mismo modo, los pares de dominio Vy y los pares de dominio V. pueden existir en una conformacion cerrada.
Generalmente, esta sera una funcion de la estrecha asociacion de los dominios, tal como mediante un ligador rigido,
en la molécula de ligando. Los ligandos en una conformacion cerrada seran incapaces de unirse tanto a la molécula
que aumenta la semivida del ligando como a una segunda molécula diana. Por lo tanto, el ligando tipicamente solo
se unira a la segunda molécula diana en la disociacion de la molécula que aumenta la semivida del ligando.
Ademas, la construccion de los dimeros Vu/ Vi, VI/ Vo Vu/ Vi sin ligadores proporciona la competencia entre los
dominios.

Los ligandos pueden estar, ademas, en una conformacién abierta. En una conformacion tal, los ligandos seran
capaces de unirse simultdneamente tanto a la molécula que aumenta la semivida del ligando como a la segunda
molécula diana. Tipicamente, los dominios variables en una configuracion abierta son (en el caso de los pares Vy-
V) se mantienen lo suficientemente separados para que los dominios no interaccionen y formen un sitio de union al
anticuerpo y no compitan por la unién a sus respectivos epitopos. En el caso de los dimeros Vu/ Vho Vi/ Vi, los
dominios no estan unidos forzados por ligadores rigidos. Naturalmente, tales emparejamientos de dominio no
competiran por la union al antigeno ni formaran un sitio de unién del anticuerpo.

Los fragmentos Fab y los anticuerpos enteros existiran principalmente en la conformacion cerrada, aunque se
apreciara que los ligandos de doble especificidad abiertos y cerrados es probable que existan en diversos equilibrios
en diferentes circunstancias. Es probable que la unién del ligando a un objetivo desplace el equilibrio hacia la
configuracion abierta Por lo tanto, ciertos ligandos de acuerdo con la invencion pueden existir en dos
conformaciones en solucion, una de las cuales (la forma abierta) puede unirse a dos antigenos o epitopos de forma
independiente, mientras que la conformacién alternativa (la forma cerrada) solo puede unirse a un antigeno o
epitopo; por tanto, los antigenos o epitopos compiten por la unién al ligando en esta conformacion.

Aunque la forma abierta del ligando de doble especificidad puede existir de este modo en equilibrio con la forma
cerrada en solucion, se contempla que el equilibrio favorecera la forma cerrada; ademas, la forma abierta puede ser
secuestrada por unién a la diana en una conformacion cerrada. Preferentemente, por lo tanto, ciertos ligandos de
doble especificidad de la invencion estan presentes en un equilibrio entre dos conformaciones (abierta y cerrada).

Los ligandos de doble especificidad se pueden modificar con el fin de favorecer una conformacion abierta o cerrada.
Por ejemplo, la estabilizacion de las interacciones Vu-V. con enlaces disulfuro estabiliza la conformacion cerrada.
Por otra parte, los ligadores usados para unir los dominios, incluidos los pares de dominio Vy y dominio V. pueden
construirse de tal manera que se favorezca la forma abierta; por ejemplo, los ligadores pueden impedir
estéricamente la asociacién de los dominios, tal como mediante la incorporacién de residuos de aminoacidos
grandes en lugares oportunos, o el disefio de una estructura rigida adecuada que mantenga los dominios
fisicamente separados.

Caracterizacion del ligando de doble especificidad

La unién del ligando de especificidad doble sus antigenos o epitopos especificos se puede analizar mediante
procedimientos que pueden ser familiares para los expertos en la técnica e incluyen ELISA. En una forma de
realizacion preferida de la invencion, la unidn se analiza usando ELISA de fago monoclonal.

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

Las poblaciones de fagos producidos en cada ciclo de seleccion se puede someter a deteccion selectiva segun su
union mediante ELISA al antigeno o epitopo 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
poblaciones para identificar los anticuerpos “monoclonales” de los fagos. También es deseable realizar una
deteccion selectiva de fragmentos solubles de anticuerpo para su unién a antigeno o al epitopo, y esto también se
puede realizar mediante ELISA usando reactivos contra, por ejemplo la cola del extremo ¢ 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
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 secuenciacion 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 1gG, 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
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 tecnologia de ADN
recombinante; esté aislado de suero, de células B, de hibridomas, de transfectomas, de levaduras o de bacterias).

En una forma de realizacién preferida, el ligando de doble especificidad comprende al menos un dominio variable
Unico de cadena pesada de un anticuerpo y un dominio variable Unico de cadena ligera de un anticuerpo, o dos
dominios variables Unicos de cadena pesada o ligera. Por ejemplo, el ligando puede comprender un par Vu/ Vi, un
par de dominios V4 0 un par de dominios V.

Los dominios variables primero y segundo de un ligando tal pueden estar en la misma cadena polipeptidica.
Alternativamente, pueden estar en cadenas polipeptidicas separadas. En el caso de que estén en la misma cadena
polipeptidica pueden estar unidos por un ligador, que es, preferentementem una secuencia peptidica, como se ha
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, tecnologia de expresion en fagos tal como se describe en el presente documento, estos dominios variables
pueden comprender una regién marco universal tal que puede reconocerse mediante un ligando genérico especifico
tal como se define en el presente documento. El uso de estructuras universales, ligandos genéricos y similares se
describe en el documento W099/20749.

Cuando se usan repertorios de genes V, la variacién en la secuencia polipeptidica preferentemente se localiza
dentro de los bucles estructurales de los dominios variables. Las secuencias polipeptidicas de cualquier dominio
variable pueden alterarse mediante arrastre o mediante mutacién con el fin de reforzar la interaccion de cada
dominio variable con su par complementario. El barajado de ADN se conoce en la técnica y se ensefia en, por
ejemplo, Stemmer, 1994, Nature 370: 389391 y la patente de EE.UU. n® 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.

En una forma de realizacion preferida, el "ligando de doble especificidad" es un fragmento Fv de cadena Unica. En
una forma de realizacion alternativa de la invencion, el "ligando de doble especificidad" consiste en formato Fab.

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

Un experto en la técnica apreciara que ambos antigenos o epitopos pueden unirse simultdneamente a la misma
molécula de anticuerpo. Alternativamente, pueden competir por la unién a la misma molécula de anticuerpo. Por
ejemplo, cuando ambos epitopos se unen simultaneamente, ambos dominios variables de un ligando de doble
especificidad son capaces de unirse de forma independiente a sus epitopos 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 afin; o el primer dominio variable es capaz de unirse a su objetivo, pero no al mismo tiempo que el segundo
dominio variable se une a su objetivo afin.

Las regiones variables pueden proceder de anticuerpos dirigidos contra antigenos o epitopos diana. Como
alternativa pueden derivar a partir de un repertorio de dominios de anticuerpo Unicos tales como los expresados en
la superficie del bacteriéfago filamentoso. La seleccion se puede realizar como se describe a continuacion.

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

La manipulacién de acidos nucleicos Utiles en la presente invencién se lleva a cabo tipicamente en vectores
recombinantes.

Por tanto, en un aspecto adicional, la presente divulgacién proporciona un vector que comprende acido nucleico que
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 pequefio que se usa para
introducir ADN heterélogo en las células para su expresion y/o replicacion. 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 estan publicamente disponibles, incluidos plasmidos bacterianos, bacteriéfagos, cromosomas artificiales y
vectores episomales. Tales vectores pueden utilizarse para la clonaciéon mutagénesis simples; como alternativa se
emplea el vector de expresidon génica. Un vector de uso de acuerdo con la invencion puede seleccionarse para
acomodar una secuencia de codificacion de polipéptido de un tamafio deseado, tipicamente de 0,25 kilobases (kb) a
40 kb o mas de longitud. Una célula huésped adecuada se transforma con el vector después de manipulaciones de
clonacion in vitro. Cada vector contiene varios componentes funcionales, que, en general, incluyen un sitio de
clonacién (o “poliligador”), un origen de replicaciéon y al menos un gen marcador seleccionable. Si el vector dado es
un vector de expresion, posee adicionalmente uno o mas de los siguientes: elemento potenciador, promotor,
secuencias de la terminacion de la transcripcion y sefia, cada una colocada en las proximidades del sitio de
clonacién de modo que estan operablemente unidas al gen que codifica un ligando de acuerdo con la invencion.

Generalmente, tanto los vectores de clonacién como de expresion contienen secuencias de acido nucleico que
permiten que el vector se replique en una o mas células huésped seleccionadas. Normalmente, en los vectores de
clonacién, esta secuencia es una que permite que el vector se replique de forma independiente del ADN
cromosomico del huésped e incluye origenes de replicaciéon o secuencias de replicacion autbnomas. Estas
secuencias son bien conocidas para diversas bacterias, levaduras y virus. El origen de replicacion del plasmido
pBR322 es adecuado para la mayoria de las bacterias gramnegativas, el origen del plasmido de 2 micrémetros es
adecuado para levaduras y varios origenes virales (p. ej., de SV40, de adenovirus) son utiles para los vectores de
clonacién en células de mamifero. Generalmente, el origen de replicacion no se necesita para vectores de expresion
en mamiferos, a menos que éstos se usen en células de mamifero capaces de replicar niveles altos de ADN, tales
como células COS.

De forma ventajosa, un vector de clonacion o de expresion puede contener un gen de seleccion también
denominado marcador seleccionable. Este gen codifica una proteina 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 seleccion no sobreviviran en el medio de cultivo. Los genes de
seleccion tipicos codifican proteinas que confieren resistencia a antibiéticos y otras toxinas, por ejemplo ampicilina,
neomicina, metotrexato o tetraciclina, complementan deficiencias auxétrofas o suministran nutrientes cruciales no
disponibles en el medio de cultivo.

Dado que la replicacion de los vectores que codifican un ligando de acuerdo con la presente invencion se realiza de
forma mas conveniente en E. coli se usa un marcador seleccionable en E.coli, por ejemplo el gen de B-lactamasa
que confiere resistencia al antibiético ampicilina. Estos se pueden obtener de plasmidos de E.coli, tal como pBR322
o un plasmido pUC tal como pUC18 or pUC19.

Normalmente, los vectores de expresion contienen un promotor que es reconocido por el organismo huésped y esta
operablemente unido a la secuencia codificadora de interés. Dicho promotor puede ser constitutivo o inducible. La
expresion “operablemente unido” se refiere a una yuxtaposicion en la que los componentes descritos estan en una
relacion que les permite funcionar en el modo previsto. Una secuencia control “operablemente unida” a una
secuencia codificadora esta unida de tal modo que se consigue la expresion 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 j-
lactamasa y lactosa, fosfatasa alcalina, el sistema promotor de triptéfano (trp) y promotores hibridos tales como el
promotor tac. Los promotores para uso en sistemas bacterianos también contendran generalmente una secuencia
de Shine-Dalgarno unida operativamente a la secuencia de codificacion.

Los vectores preferidos son los vectores de expresion que permiten la expresion de una secuencia de nucledtidos
correspondiente a un miembro de la biblioteca de polipéptidos. Por tanto, la seleccion con el primer y / o segundo
antigeno o epitopo se puede realizar mediante propagacion y expresion separadas de un Unico clon que expresa el
miembro de la biblioteca de polipéptidos o mediante el uso de cualquier sistema de visualizacién de la seleccion.
Como se ha descrito en lo que antecede, un sistema de expresion de seleccion preferido es la expresion en
bacteriofagos. Por lo tanto, se pueden usar los vectores de fagos o fagémidos, por ejemplo, Pit1 o pIT2. Las
secuencias lider utiles en la invencion incluyen pelB, stll, ompA, phoA, bla y pelA. Un ejemplo son los vectores de
fagemidos que tienen un origen de replicacion de E. coli. (para la replicacion bicatenaria) y también un origen de
replicacion de fagos (para la produccion de ADN monocatenario). La manipulacion y expresion de dichos vectores es
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 B-lactamasa para conferir selectividad al fagemido y un promotor lac anterior a un
casete de expresion que consiste en (de N a C terminal) una secuencia lider de pelB (que dirige el polipéptido
expresado al espacio periplasmico), un sitio de clonacién mdltiple (para la clonacion de la version nucleotidica del
miembro de la biblioteca), opcionalmente una o mas colas peptidicas (para deteccién), opcionalmente uno o mas
codones de terminacion TAG y la proteina del fago plll. Por tanto, el uso de varias cepas supresoras y no
supresoras de E.coli y con la adicion de glucosa, isopropiltio-3-D-galactésido (IPTG) o un fago colaborador, tal como
VCS M13, el vector puede replicarse en forma de un plasmido sin expresion, 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 fusién polipéptido-plll en su superficie.
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La construccion de vectores que codifican ligandos segun la invencion emplea técnicas de ligacion 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 andlisis para confirmar que las secuencias correctas estan
presentes en el vector construido se puede realizar de una manera conocida. Los procedimientos adecuados para
construir vectores de expresion, preparar franscritos in vitro, introducir ADN en células huésped y realizar analisis
para evaluar la expresion y ka funcién son conocidos por los expertos en la técnica. La presencia de una secuencia
génica en una muestra se detecta, o su amplificacion y / o expresion se cuantifica, mediante procedimientos
convencionales, tales como analisis de tipo Southern o Northern, transferencia de tipo Western, transferencia en
mancha de ADN, ARN o proteina, hibridacién in situ, inmunocitoquimica o analisis de la secuencia de moléculas de
acidos nucleicos o de proteinas. Los expertos en la técnica preveran facilmente como pueden modificarse estos
procedimientos, si se desea.

Antigenos capaces de aumentar la semivida del ligando

Los ligandos de doble especificidad segun la invencion, en una configuracion de la misma, son capaces de unirse a
una o mas 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 degradacion o eliminacion mediante
mecanismos endégenos que eliminan el material no deseado del organismo. Por ejemplo, la molécula que aumenta
la semivida del organismo puede seleccionarse de entre las siguientes:

Proteinas de la matriz extracelular, por ejemplo, colagenos, lamininas, integrinas y fibronectina. Los colagenos
son las proteinas principales de la matriz extracelular. Actualmente se conocen aproximadamente 15 tipos de
moléculas de colageno, que se encuentran en diferentes partes del cuerpo, por ejemplo colageno de tipo | (que
representa el 90 % del colageno corporal) que se encuentran en huesos, piel, tenddn, ligamentos, cérnea,
organos internos, o colageno de tipo Il que se encuentra en cartilago, discos vertebrales, la notocorda y el humor
vitreo del ojo.

Proteinas que se encuentran en la sangre, incluyendo:

proteinas plasmaticas tales como fibrina, a-2 macroglobulina, seroalbumina, fibrinégeno A, fibrindgeno B,
proteina amiloide A sérica, heptaglobin, profilina, ubiquitina, uteroglobulina y 3-2-microglobulina;

Las enzimas e inhibidores tales como plasmindgeno, lisozima, cistatina C, alfa-1-antitripsina e inhibidor de tripsina
de pancreas. El plasminégeno es el precursor inactivo de la serina proteasa plasmina de tipo tripsina. encuentra
normalmente circulando en la corriente sanguinea. Cuando el plasmindgeno se activa y se convierte en plasmina,
despliega un potente dominio enzimatico que disuelve las fibras de fibrindbgeno que enredan las células sanguineas
en un coagulo de sangre. Esto se denomina fibrindlisis.

Proteinas del sistema inmunoldgico, como IgE, 1gG, IgM.
Proteinas de transporte, tales como proteina de unién a retinol, a-1 microglobulina.
Defensinas tales como beta-defensin 1, defensinas de neutrdfilos 1,2 y 3.

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

Proteinas de fusion de ligando especifico del receptor de la transferrina-agente neurofarmacéutico especificas 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
2 (IGF 2), receptor de la insulina.

Proteinas localizadas en el rifion, tales como policistina, colageno tipo 1V, transportador K1 de aniones organicos,
antigeno de Heymann.

Proteinas localizadas en el higado, por ejemplo alcohol deshidrogenasa, G250.

Factor X de la coagulacién sanguinea

a1 antitripsina

TNF 1a

Proteinas localizadas en el pulmén, tal como el componente secretor (se une a IgA).

Proteinas localizadas en el corazon, por ejemplo HSP 27. Esto se asocia con una miocardiopatia dilatada.

Proteinas localizadas en la piel, por ejemplo queratina.
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Proteinas especificas del hueso, tales como proteinas morfogénicas de hueso (BMP), que son una subpoblacion de
la superfamilia del factor de crecimiento transformante B que demuestran actividad osteogénica. Ejemplos incluyen
BMP-2, -4, -5, -6, -7 (también denominada proteina osteogénica (OP-1) y -8 (OP-2).

Proteinas especificas de tumor, incluyendo el antigeno del trofoblasto humano, el receptor de herceptina, el receptor
de estrégenos, catepsinas por ejemplo, catepsina B (que se encuentran en el higado y el bazo).

Proteinas especificas de enfermedad, tales como antigenos expresados sélo en células T activadas: incluidas LAG-
3 (gen de activacion 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 Unica molécula de células T
coestimuladoras que se sabe que estan especificamente reguladas por incremento en células productoras de virus
de la leucemia de células T humana de tipo -I (HTLV-l). Véase J Immunol. 2000 Jul 1;165(1):263 - 70;
metaloproteasas (asociadas con artritis/cancer) incluidas CG6512 de Drosophila, paraplegina humana, FtsH
humana, AFG3L2 humana, ftsH murino; y factores de crecimiento angiogénico, incluido el factor de crecimiento
fibrobastico acido (FGF-1), el factor de crecimiento fibrobastico basico (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-a), angiogenina, interleukina-3 (IL-3), interleukina-8 (IL-8), factor de crecimiento
endotelial derivado de plaquetas (PD-ECGF), factor de crecimiento placentario (P1GF), factor de crecimiento
derivado de las plauetas midkine BB (PDGF), y fractalkina.

Proteinas de estrés (proteinas 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
produce solo como resultado de traumatismo, enfermedad o lesién, y, por tanto, in vivo, las HSP desencadenan una
respuesta del sistema inmunitario, que luchara contra la infeccién y la enfermedad. Una doble especificidad que se
une a una HSP extracelular puede localizarse en un sitio de la enfermedad.

Proteinas implicadas en el transporte de Fc

Receptor de Brambell (conocido también como FCRB)

Este receptor de Fc tiene dos funciones, ambas potencialmente Utiles para liberaciéon
Las funciones son

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

la proteccion de IgG de la degradacion prolongando asi su semivida en suero de la IgG. Se cree que el receptor
recicla la IgG del endosoma.

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

Los ligandos pueden disefiarse para ser especificos para los objetivos antes mencionados sin requerir ningun
aumento o incrementar la semivida in vivo. Por ejemplo, los ligandos segun la invencion pueden ser especificos de
los objetivos seleccionados de los anteriores que son especificos de tejido, lo que permite la focalizacion especifica
de tejido del ligando de doble especificidad, o un monémero de dAb que se une a una diana terapéuticamente
relevante especifica de tejido, independientemente de cualquier aumento en la semivida, aunque esto puede resultar
Ademas, cuando el ligando o el monémero de dAb esta dirigido al rifidén o al higado, esto puede redirigir el ligando o
el monémero de dAb a una ruta de aclaramiento alternativa in vivo (por ejemplo, el ligando puede alejarse del
aclaramiento hepatico al aclaramiento renal).

Uso de ligandos multiespecificos de acuerdo con la segunda configuracion de la invencion

Los ligandos multiespecificos de acuerdo con el procedimiento de la segunda configuracion de la presente invencion
se pueden emplear en aplicaciones terapéuticas y profilacticas in vivo, en aplicaciones de diagnéstico in vitro € 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.

Como se menciond anteriormente, los ligandos multiespecificos segun la invencion son de uso en procedimientos de
diagndstico, profilacticos y terapéuticos. Los anticuerpos multiespecificos segun la invencion son de uso para el
diagndstico en analisis Western y deteccion de proteinas in situ por procedimientos inmunohistoquimicos estandar;
para su uso en estas aplicaciones, los ligandos pueden marcarse de acuerdo con técnicas conocidas en la materia.
Ademas, dichos polipéptidos de anticuerpo pueden usarse de forma preparativa en procedimientos de cromatografia
de afinidad, cuando forman complejos con un soporte cromatografico, tal como una resina. Todas estas técnicas
son bien conocidas para los expertos en la materia.

Usos de diagnostico de los ligandos multiespecificos de conformacion cerrada incluyen ensayos homogéneos para
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analitos que explotan la capacidad de los ligandos multiespecificos de conformacion cerrada para unirse a dianas en
competicion, de tal modo que dos dianas no pueden unirse simultdneamente (una conformaciéon cerrada) o,
alternativamente, su capacidad para unirse dos dianas silmultaneamente (una conformacién abierta).

Composiciones y usos terapéuticos y de diagndstico

La invencién proporciona composiciones que comprenden un antagonista del factor de necrosis tumoral (TNFR1)
que se une al TNFR1 e inhibe la transduccién de sefial a través de TNFR1; (i) en el que dicho antagonista no innhibe
la union de TNFa 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 aminoacidos que es al menos un 90% homdloga a la secuencia de aminoacidos
de TAR2h-205 (SEC ID N ° 627 en la Figura 271), y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, diluyente o excipiente,
y procedimientos terapéuticos y de diagnostico que emplean los ligandos o las composiciones de la invencion.
Antagonistas y ligandos (por ejemplo, ligandos de doble especificidad, ligandos multiespecificos, mondémeros de
dAb) de acuerdo con el procedimiento de la presente invencion se pueden emplear en aplicaciones terapéuticas y
profilacticas in vivo, en aplicaciones de diagndstico in vitro e in vivo, en aplicaciones de reactivos y ensayos in vitro y
similares.

Los usos terapéuticos y profilacticos de los antagonistas y ligandos (por ejemplo, ligandos multiespecificos, ligandos
de doble especificidad, monémeros de dAb) de la invencion implican la administracion de antagonistas y / o ligandos
de acuerdo con la invencion a un mamifero receptor, tal como un ser humano. Los ligandos de doble especificidad o
multiespecificos (p. €j., formatos de anticuerpos de doble especificidad) se van a unir a los antigenos multimérico
con gran avidez. Ligandos duales o multiespecificos pueden permitir el entrecruzamiento de dos antigenos, por
ejemplo en el reclutamiento de células T citotoxicas para mediar en la muerte de las lineas de células tumorales.

Se prefieren los ligandos sustancialmente puros o proteinas de union de los mismos, por ejemplo, mondémeros de
dAb, de al menos 90 a 95% de homogeneidad para la administracion a un mamifero, y del 98 al 99% o mas de
homogeneidad es el mas preferido para usos farmacéuticos, especialmente cuando el mamifero es un ser humano.
Una vez purificados, parcialmente o hasta la homogeneidad segiun se desee, los ligandos pueden usarse
diagndsticamente o terapéuticamente (incluyendo de forma extracorpérea) o en el desarrollo y realizacion de
procedimientos de ensayo, tinciones inmunofluorescentes y similares (Lefkovite y PEMIS, (1979 y 1981)
Immunological Methods, Volumes | and Il, Academic Press, NY).

Por ejemplo, los ligandos o proteinas de unién de los mismos, por ejemplo, mondémeros de dAb, de la presente
invencion tipicamente encontrarran utilidad en la prevencién, supresién o tratamiento de estados inflamatorios
incluyendo las enfermedades inflamatorias agudas y croénicas. Por ejemplo, los antagonistas y / o ligandos se
pueden administrar para tratar, suprimir o prevenir una enfermedad crénica inflamatoria, hipersensibilidad alérgica,
cancer, infeccion bacteriana o viral, trastornos autoinmunes (que incluyen, pero no se limitan a, diabetes de tipo I,
asma, esclerosis multiple, artritis reumatoide, artritis reumatoide juvenil, artritis psoriasica, espondiloartropatia (por
ejemplo, espondilitis anquilosante), lupus eritematoso sistémico, enfermedad inflamatoria del intestino (por ejemplo,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa), miastenia grave y sindrome de Behcet), psoriasis, endometriosis, y
adherencias abdominales (por ejemplo, tras cirugia abdominal).

En la presente solicitud, el término "prevenciéon” implica la administracion de la composicién protectora antes de la
induccion de la enfermedad. ."Supresion" se refiere a la administraciéon de la composicién después de un
acontecimiento inductor, pero antes de la aparicién clinica de la enfermedad. “Tratamiento" implica la administraciéon
de la composicion protectora después de que los sintomas de la enfermedad se ponen de manifiesto.

Se dispone de sistemas de modelos animales que se pueden usar para detectar la eficacia de los antagonistas de
TNFR1 de la invencion (p. €j., ligandos, anticuerpos o proteinas de unién de los mismos) en la proteccién 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 induccion de la
enfermedad con proteina AchR sluble de otra especie (Lindstrom et al. (1988) Adv. Immunol., 42: 233). La artritis se
induce en una cepa susceptible de ratones mediante inyeccion de colageno de tipo Il (Stuart ef al. (1984) Ann. Rev.
Immunol., 42: 233). Se ha descrito un modelo mediante el cual se induce artritis adyuvante en ratas susceptibles
mediante inyeccion de proteina del shock térmico micobacteriana (Van Eden et al. (1988) Nature, 331: 171). Se
induce tiroiditis en ratones mediante la administracion de tiroglobulina, tal como se ha descrito (Maron et al. (1980) J.
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 administracion de proteina basica 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,
179: 478: y Satoh et al. (1987) J. Immunol., 138: 179).

En general, los presentes antagonistas (p. €j., ligandos) se utilizaran en forma purificada junto con transportadores
farmacologicamente adecuados. Normalmente, estos transportadores incluyen soluciones acuosas o
alcohdlicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, todas incluyendo medios salinos y/o tamponados. Vehiculos
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parenterales incluyen solucion de cloruro sddico, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro sédico y solucién de Ringer
lactato. Los adyuvantes fisiolégicamente aceptables adecuados, si son necesarios para mantener un complejo
polipeptidico en suspension, se pueden escoger de espesantes tales como carboximetilcelulosa, polivinilpirrolidona,
gelatina y alginatos.

Vehiculos intravenosos incluyen reponedores de fluidos y de nutrientes y reponedores de electrolitos, tales como los
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
liberacion extendida.

Los antagonistas (p. ej., ligandos) de la presente invencion se pueden usar en forma de composiciones
administradas por separado o junto con otros agentes. Estos pueden incluir varios farmacos inmunoterapéuticos,
tales como ciclosporina, metotrexato, adriamicina o cisplatino, e inmunotoxinas. Las composiciones farmacéuticas
pueden incluir “cocteles” de varios agentes citotoxicos o de otro tipo junto con los antagonistas (p. €j., ligandos) de la
presente invencion, o incluso combinaciones d eligandos de acuerdo con la presente invencion que tienen diferentes
especificidades, tales como ligandos seleccionados usando diferentes antigenos o epitopos diana, se hayan
combinado o no antes de la administracion.

La via de administracién de las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencion 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 invencion se pueden administrar a cualquier paciente de acuerdo con
técnicas estandar. La administracion se puede realizar de cualquier modo, incluidas las vias parenteral, intravenosa,
intramuscular, intraperitoneal, transdérmica, mediante la via pulmonar o, también, adecuadamente, mediante
infusion directa con un catéter. La dosificacion y la frecuencia de administracion dependeran de la edad, el sexo y la
afeccion del paciente, la administracion concurrente de otros farmacos, contraindicaciones y otros parametros que el
médico ha de tener en cuenta. La administracion puede ser local (p. €j., liberacion local en los pulmones mediante
administracion pulmonar, p. €j., administracion intranasal) o sistémica, segun lo indicado.

Los ligandos de la presente invencion 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 liofilizacion y reconstitucion conocidas en la materia. Los
expertos en la técnica pueden apreciar que la liofilizacion y reconstitucion pueden conducir a varios grados de
pérdida de actividad del anticuerpo (p. €j., con inmunoglobulinas convencionales, los anticuerpos IgM tienden a
tener mayor pérdida de actividad que los anticuerpos 1gG), y que los niveles de uso pueden tener que ajustarse de
forma creciente para compensar.

Las composiciones que contienen los presentes antagonistas de la invencion (p. ej., ligandos) o un céctel de las
mismas se pueden administrar para tratamientos profilacticos y/o terapéuticos. En ciertas aplicaciones terapéuticas,
una cantidad adecuada pata conseguir al menos una inhibicién, supresion, modulacion, muerte parciales, o algin
otro parametro mensurable, de una poblacion de células seleccionadas se define como una “dosis terapéuticamente
eficaz”. Las cantidades necesarias para alcanzar esta dosificacion dependeran de la gravedad de la enfermedad y
del estado general del propio sistema inmunitario del paciente pero, en general, varian de 0,0005 a 5,0 mg de
ligando, por ejemplo anticuerpo, receptor (p. €j., un receptor de células T) o proteina de unién de los mismos por
kilogramo de peso corporal, siendo las dosis de 0,05 a 2,0 mg/kg las mas habituales. Para aplicaciones profilacticas,
las composiciones que contienen los presentes ligandos o cocteles de los mismos también se pueden administrar a
dosis similares o ligeramente menores, para prevenir, inhibir o retrasar el inicio de la enfermedad (p. €j., para
mantener la remision o quiescencia, o prevenir la fase aguda). El clinico experto podra determinar el intervalo de
dosificacion adecuado para tratar, suprimir o prevenir la enfermedad. Cuando un antagonista de TNFR1 (p. €j.,
ligando) se administra para tratar, suprimir o prevenir una enfermedad inflamatoria crénica, se puede administrar
hasta cuatro veces al dia, 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 ug/kg a aproximadamente 80 mg/kg, aproximadamente
100 pg/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,
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 pg/kg a aproximadamente 10 mg/kg,
aproximadamente 10 ug/kg a aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 10 ug/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,
aproximadamente 9 mg/kg o aproximadamente 10 mg/kg. En formas de realizacién concretas, el ligando de TNFR1
(e.g., antagonista) se administra para tratar, suprimir o prevenir una enfermedad inflamatoria créonica una vez cada
dos semanas o una vez al mes a una dosis de aproximadamente 10 ug/kg a aproximadamente 10 mg/kg (e.g.,
aproximadamente 10 pg/kg, aproximadamente 100 ug/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, 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 mas sintomas (p. €j., en al menos 10 % o al menos un punto en una escala de
evaluacion clinica) respecto a dichos sintomas presentes antes del tratamiento, o respecto a dichos sintomas en un
individuo (humano o animal) no tratado con dicha composicion u otro control adecuado. Obviamente, los sintomas
varian en funcién de la enfermedad o trastorno diana, pero un clinico o técnica expero los puede medir. Dichos
sintomas se pueden medir mediante, por ejemplo, monitorizacién del nivel de uno o mas indicadores bioquimicos de
la enfermedad o trastorno (p. €j., niveles de una enzima o metabolito correlacionados con la enfermedad, nimeros
de células afectadas etc.), mediante monitorizacion de las manifestaciones fisicas (p. ej., inflamacion, tamaro del
tumor etc.) o mediante una escala de evaluacion clinica aceptada, por ejemplo la escala Expanded Disability Status
Scale (para la esclerosis multiple), el cuestionario Irvine Inflammatory Bowel Disease Questionnaire (evaluacion de
32 puntos de la calidad de vida con respecto a la funcién intestinal, sintomas sistémicos, funcion social y estado
emocional, la puntuacién varia de 32 a 224, en el que las puntuaciones mas altas indican una mejor calidad de vida),
la escala Quality of Life Rheumatoid Arthritis Scale u otras escalas de evaluacion clinica aceptadas conocidas en el
campo. Una reduccion sostenida (p. e€j., un dia o mas, preferentemente mas prolongada) en los sintomas de la
enfermedad o trastorno e al menos un 10 % o en uno o mas puntos en una escala clinica dada es indicativa de
tratamiento “eficaz”. De igual forma, la profilaxis realizada usando una composicion como se ha descrito en la
presente memoria descriptiva es “eficaz” si el inicio o gravedad de uno o mas sintomas se retrasa, reduce o anula
con respecto a dichos sintomas en un individuo simular (humano o animal) no tratado con la composicion.

Una composicién que contiene un antagonista (p. €j., ligando) o un cdctel de las mismas de acuerdo con la presente
invencion se puede utilizar en contextos profilacticos y terapéuticos para ayudar en la alteracion, inactivacion, muerte
o eliminacién de una poblacién celular diana seleccionada en un mamifero. Ademas, los repertorios seleccionados
de polipéptidos descritos en la presente memoria descriptiva se pueden usar de forma extracorpérea o in vitro de
forma selectiva para matar, depencionar o, de otro modo, eliminar de forma eficaz una poblacion celular diana de un
grupo heterogéneo de células. La sangre de un mamifero se puede combinar de forma extracorpérea con los
ligandos, por ejemplo anticuerpos, receptores de superficie celular o proteinas de unién de los mismos, de modo que
mata las células no deseadas o, de otro modo, son eliminadas de la sangre para devolverla al mamifero de acuerdo
con técnicas estandar.

Una composicion que contiene un antagonista (p. €j., ligando) o de acuerdo con la presente invencion se puede
utilizar en contextos profilacticos y terapéuticos para ayudar en la alteracion, inactivacion, muerte o eliminacion de
una poblacién celular diana seleccionada en un mamifero.

Los antagonistas anti-TNFR1 (p. €j., ligandos, mondmeros de dAb) se pueden administrar y/o formular juntos con
uno o mas agentes activos o terapéuticos adicionales. Cuando un antagonista de TNFR1 (p. €j., ligando, monémero
de dAb) se administra con un agentes terapéutico adicional, el antagonista de TNFR1 se puede administrar antes,
de forma simultanea o después de la administracion del agente adicional. En general, el antagonista de TNFR1 (. €j.,
ligando, mondémero de dAb) y el agente adicional se administrar de un modo que se produce un solapamiento del
efecto terapéutico.

En una realizacién, la invencién proporciona el uso de un ligando de la invencion en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento, supresioén o prevenciéon de una enfermedad inflamatoria crénica.

En una realizacion, la invencién proporciona el uso de un ligando de la invencion en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento, supresion o prevencion de artritis (p. €j., artritis reumatoide, artritis reumatoide
juvenil, espondilitis anquilosante, artritis psoriasica.

En otra realizacion, la invencion proporciona el uso de un ligando de la invencion en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento, supresion o prevencién de la psoriasis.

En otra realizacion, la invencion proporciona el uso de un ligando de la invencion en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento, supresion o prevencidon de una enfermedad inflamatoria intestinal (p. €j.,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa).

En otra realizacion, la invencion proporciona el uso de un ligando de la invencion en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento, supresion o prevencion de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (p. €j.,
bronquitis cronica, bronquitis obstructiva cronica, enfisema).

En otra realizacion, la invencion es el uso de un ligando de la invencion en la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento, supresion o prevencion de neumonia (p. €j., neumonia bacteriana, tal como Staphylococcal pneumonia),

La invencion proporciona el uso de un ligando de la invencion en la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento, supresién o prevenciéon de otras enfermedades pulmonares ademas de la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica y la neumonia. Otras enfermedades pulmonares que se pueden tratar, suprimir o prevenir de
acuerdo con la invencion incluyen, por ejemplo, fibrosis quistica y asma (p. ej., asma resistente a esteroides).

Por tanto, en otra realizacion, la invencion proporciona el uso de un ligando de la invencion en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento, supresion o prevencion de una enfermedad pulmonar (p. €j., fibrosis quistica,
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asma).

En formas de realizacidon concretas, un antagonista de la invencién se administra via liberacion pulmonar, tal como
mediante inhalacion (p. €j., intrabronquial, intranasal o inhalacion oral, gotas intranasales) o mediante administracion
sistémica (p. ej., parenteral, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, subcutanea).

En otra forma de realizacion, la invencion proporciona el uso de un ligando de la invencion en la fabricaciéon de un
medicamento para el tratamiento, supresion o del shock séptico, que comprende administrar a un mamifero que lo
necesite una dosis o cantidad terapéuticamente eficaz de un antagonista de TNFR1 (p. ej., un ligando que
comprende un monémero de dAb que se une a TNFR1).

En una forma de realizacion preferida de la invencion, la enfermedad es cancer o una enfemedad inflamatoria (p. €j.,
artritis reumatoide, asma o enfermedad de Crohn).

Ejemplos

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

Los ejemplos relacionados con TAR1 solo estan incluidos con fines ilustrativos y de soporte d elos procedimientos
de identificacion y preparacion de dAb.

Ejemplo 1. Seleccion de un anticuerpo de scFv de doble especificidad (K8) dirigido contra la seroalbumina
humana (HSA) y B-galactosidasa (B -gal).

Esje ejemplo explica un procedimiento de preparacion de un anticuerpo de doble especificidad dirigido contra 3-gal
and HSA en el que un repertorio de dominios variables V, unidos a un dominio V4 de la linea germinal (simulado) se
selecciona segun su union a B-gal y un repertorio de dominios variables Vy unidos a un dominio Vi de la linea
germinal se selecciona segun su unién a HSA. Los dominios variables de Vy HSA y Vi B-gal seleccionados se
combinan y los anticuerpos se seleccionan segun la uniéon a B-gal y HSA. La HSA es una proteina de semivida
creciente hallada en sangre humana.

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

Biblioteca 1 Linea germinal Vk/DVT V4 8,46 X 10’
Biblioteca 2 Linea germinal VK/NNK VH 9,64 x 10’
Biblioteca 3 Linea germinal VH/DVT Vk 1,47 x 10°

Biblioteca4 Linea germinal VH/NNK Vk 1,45 x 10°

Todas las bibliotecas se basan en un marco humano unico para Vy (V3 - 23/DP47 yJudb) y Vi (012/02/DPK9 y JJl)
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 V, mientras que la secuencia Vy esta diversificada en las
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 Vy simulada, mientras que la
secuencia V esta diversificada en las posiciones L50, L53, L91, L92, L93, L94 and L96 (codificados por DVT o NNK,
respectivamente) (Figura 1). Las bibliotecas estan en el formato del fagemido plT2/ScFv (Figura 2) y se han
preseleccionado segun la union a los ligandos genéricos, proteina A y proteina L, de modo que la mayoria de los
clones y las bibliotecas no seleccionadas sean funcionales. Los tamarios de las bibliotecas mostradas anteriormente
corresponden a los tamarios después de la preseleccion. La biblioteca 1 y la biblioteca 2 se mezclaron antes de las
selecciones en antigeno para dar una Unica biblioteca Vu/ Vi simulada y la biblioteca 3 y la biblioteca 4 se mezclaron
para formar una unica biblioteca V,/Vx simulada.

Se realizaron tres rondas de selecciones en 3-gal usando la biblioteca V/Vy simulada y se realizaron tres rondas de
selecciones en HSA usando la biblioteca V/ V, simulada.

En el caso de B-gal, los titulos del fago subieron de 1,1 x 10%en la primera ronda a 2,0 x 10% enla segunda ronda.
En el caso de HSA, los titulos del fago subieron de 2 x 10*enla primera ronda a 1,4 x 10%en la segunda ronda. Las
selecciones se realizaron como describen Giriffith ef al., (1993), a excepcion de que el fago colaborador KM13 (que
contiene una proteina pll con un sitio de escisidon con proteasa entre los dominios D2 y D3) se usd y el fago eluyé
con 1 mg/ml de tripsina en PBS. La adicion de tripsina escinde las proteinas plll derivadas del fago colaborador
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(pero no del fagemido) y eluye fusiones scFv-fago unidas mediante escision en la cola c-myc (Figura 2), de modo
que proporciona un enriquecimiento adicional para los fagos que expresan scFv funcionales y una correspondiente
reduccion del fondo (Kristensen & Winter, Folding & Design 3: 321 - 328, Jul 9, 1998). Las selecciones se realizaron
usando inmunotubos recubiertos con HSA o -gal a una concentracion de 100 pg/ml-

Para compprobar la unién, se sometié a deteccion selectiva a 24 colonias de la tercera ronda de cada seleccion
mediante ELISA de fago monoclonal. Las particulas de fago se produjeron como describen Harrison et al., Methods
Enzymol. 1996;267:83 - 109. Placas de ELISA de 96 pocillos se recubrieron con 100ul de HSA o B-gal a una
concentracion de 10 pug/ml en PBS durante la noche a 4° C. Se siguié un protocolo estandar de ELISA (Hoogenboom
et al., 1991) usando deteccion del fago unido con un conjugado anti-M13-HRP. Una seleccion de clones dio sefiales
de ELISA superiores a 1,0 con 50 pl de sobrenadante.

Después, se realizaron preparaciones de ADN de la biblioteca Vu/V« simulada seleccionada en HSA y de la
biblioteca V/Vy simulada seleccionada en B-gal usando el kit QlAprep 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 antigenos. Las preparaciones de ADN se digirieron después con Sall/Not/
durante la noche a 37°C. Tras la purificacion en gel de los fragmentos, las cadenas Vi de la biblioteca V/ Vy
simulada seleccionada en B-gal se ligaron en lugar de una cadena Vi simlada de la biblioteca Vu/ Vi simulada
seleccionada en HSA, creando una biblioteca de 3,3 x 10° clones.

Esta bibliotecas se seleccion6 en HSA (primera ronda) y B-gal (segunda ronda) o seleccion con HSA B-gal o
seleccion en B-gal (primera ronda) y HSA (3-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 segun su union a HSA y B-
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 siguio el protocolo de ELISA estandar Hoogenboom et al. (1991) Nucleic Acids Res., 19: 4133, a
excepcion de que se uso6 2 % de Tween/PBS como tampdn de bloqueo y los scFv unidos se detectaron con Proteina
L-HRP. Tres clones (E4, E5 y E8) de la seleccion HSA/B-gal y dos clones (K8 y K10) de la seleccion B-gal/HSA
pudieron unirse a ambos antigenos. 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 analisis de secuencia reveld que todos los clones eran idénticos. Por tanto, solo un clon que codifica
un anticuerpo de especificidad doble (K8) se eligio para su procesamiento posterior (Figura 3).

Ejemplo 2. Caracterizacion de las propiedades de union del anticuerpo K8

En primer lugar, las propiedades de unién del anticuerpo K8 se caracterizaron mediante el ELISA de fago
monoclonal. Una placa de 96 pocillos se revisti6 con 100ul de HSA y B-gal junto con fsfatasa alcalina (APS),
seroalbumina bovina (BSA), aglutinina de cacahuete, lisozima y citocromo c (para comprobar la reactividad cruzada)
a una concentracion de 10 ug/ml en PBS durante la noche a 4° C. El fagemido del clon K8 clone se rescatd con
KM13 como describen Harrison et al., (1996) y el sobrenadante (50 pl) que contie el fago analizado directamente. Se
siguié un protocolo de ELISA estandar (Hoogenboom et al, 1991) usando deteccion del fago unido con un
conjugado anti-M13-HRP. Se encontré que el anticuerpo K8 de doble especificidad se une a HSA y B-gal cuando se
expresan sobre la superficie del fago con sefales de absorbancia superiores a 1,0 (Figura 4). También se observé
una unién fuerte a BSA (Figura 4). Dado que HSA and BSA tienen una homologia del 76% a nivel de aminoacidos,
no es sorprendente que el anticuerpo K8 reconoce ambas proteinas relacionadas estructuralmente. No se detectd
reactividad cruzada con otras proteinas (Figura 4).

En segundo lugar, las propiedades de unién del anticuerpo K8 se analizaron en un ELISA scFv soluble. La
produccion del fragmento de scFv soluble se indujo mediante IPTG como describen Harrison et al., (1996). Para
determinar los niveles de expresion del scFv de K8, los fragmentos de anticuerpo soluble se purificaron del
sobrenadante de inducciones de 50 ml usando columnas de Proteina A-Sefarosa como describen Harlow and Lane,
Antibodies: a Laboratory Manual, (1988) Cold Spring Harbor. Después se midié la DO2gg y la concentracion proteica
se calcul6 como describen Sambrook et al., (1989). El scFv de K8 se produjo en el sobrenadante a 19 mg/I.

Después se realizé un ELISA de scFv soluble usando concentraciones conocidas del fragmento de anticuerpo K8.
Una placa de 96 pocillos se recubrié con 100 yl de HSA, BSA y 3-gal a 10 pg/ml y 100 pl de la Proteina A a una
concentracion de 1 pg/ml. 50 yl de las diluciones en serie del scFv de K8 se aplicé y se detectaron fragmentos de
anticuerpo unidos a la proteina L-HRP. Los resultados del ELISA confirmaron la naturaleza de doble especificidad
del anticuerpo K8 (Figura 5).

Para confirmar la union a B-gal se determina mediante el dominio Vi y la unién a HSA/BSA por el dominio V4 del
anticuerpo scFv K8, el dominio Vi se cortd del ADN del scFv K8 mediante digestién con Sall/Not/ y se ligd en un
vector plT2 digerido con Sall/Not/ que contienen una cadena Vy simulada (Figuras 1 y 2). Las caracteristicas de
unioén del clon resultante K8V, /Vy simulada se analizaron mediante ELISA de scFv soluble. La producciéon de los
fragmentos de scFv solubles se indujo mediante IPTG como describen Harrison et al., (1996) y el sobrenadante
(50u) que contiene scFv analizados directamente. El ELISA de los scFv solubles se realizé como se describe en el
ejemplo 1 y los scFv unidos se detectaron con Proteina L-HRP. Los resultados del ELISA revelaron que este clon
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todavia era capaz de unirse a 3-gal, mientras que la unién a BSA se habia anulado (Figura 6).

Ejemplo 3. Seleccion de los antigenos A y B de los anticuerpos de dominio unico V4 y anticuerpos de
dominio Vi Ginico dirigidos contra los antigenos C y D.

Este ejemplo describe un procedimiento para preparar anticuerpos de dominio Vy Unico dirigidos contra los
antigenos A y B y anticuerpos de dominio Vi unico dirigidos contra los antigenos C y D seleccionando los
repertorios de dominios variables Unicos de anticuerpo virgenes para la unién a estos antigenos en ausnecoa de los
dominios variables complementarios.

Las selecciones y la caracterizacion de los clones de unidn 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 Vy
VH2 - Anti B V4
VK1 - Anti C V
VK2 - Anti D Vi

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 V4 (es decir, ligandos de Vu-Vh) y
combinaciones de dominios V| (ligandos de V|-V\).

Ejemplo 4. Creacion y caracterizacion de los anticuerpos scFv de especificidad doble (VH1/VH2 dirigidos
contra los antigenos A y B y VK1/VK2 dirigidos contra los antigenos C y D).

Este ejemplo demuestra que los anticuerpos scFv de especificidad doble (VH1/VH2 dirigidos contra los antigenos A
y B y VK1/VK2 dirigidos contra los antigenos C y D) podrian crearse combinando los dominios uUnicos Vi y Vu
seleccionados contra los respectivos antigenos en un vector de ScFv.

Para cerar el anticuerpo de especificidad doble VH1/VH2, el dominio unico VH1 se escinde del vector de dominio
variable (Figura 7) mediante digestion Ncol/Xhol y se liga en el vector 2 del dominio variabe digerido con Ncol/Xhol
(Figura 7) para crear el vector 2 con el dominio variable VH1/. El dominio Ginico VH2 se amplifica mediante PCR a
partir del vector 1 del dominio variable usando cebadores para introducir un sitio de restriccion con Sall en el
extremo 5’ y un sitio de restriccion con Notl en el extremo 3'. El producto de la PCR se digiere después con Sall/Notl
y se liga en el vector 2 de dominio variable VH1/ digerido con Sall/Notl 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
anteriormente (véase el Ejemplo 6, documento PCT/GB 02/003014). El ELISA de competicién se realiza como se ha
descrito anteriormente (véase el ejemplo 8, documento PCT/GB 02/003014).

Posibles resultados:

e VH1/VH2 ScFv puede unirse a los antigenos A y B de forma simultanea

e VK1/VK2 ScFv puede unirse a los antigenos C y D de forma simultanea

e La unién de VH1/VH2 ScFv es competitiva (cuando se une al antigeno A, VH1/VH2 ScFv no se puede
unir al antigeno B)

e Launion de VK1/VK2 ScFv es competitiva (cuando se une al antigeno C, VK1/VK2 ScFv no se puede unir
al antigeno D)

Ejemplo 5. Construccion de Fab de VH1/VH2 y Fab VK1/VK2 de especificdad doble y analisis de sus
propiedades de uniéon

Para crear VH1/VH2 Fab, el dominio unico de VH1 se liga al vector de CH digerido con Ncol/Xhol (Figura 8) para
crear VH1/CH y el dominio Unico de VH2 se liga al vector de CK digerido con Sall/Notl (Figurea9) para crear
VH2/CK. EI ADN del plasmido 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).

El clon que contiene los plasmidos 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 union de los Fab producidos se analizan mediante ELISA de competicién como se ha descrito
anteriormente (véase el ejemplo 8, documento PCT/GB 02/003014).

Posibles resultados:
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e VH1/VH2 Fab puede unirse a los antigenos A y B de forma simultanea

e VK1/VK2 Fab puede unirse a los antigenos C y D de forma simultanea

e Launion de VH1/VH2 Fab es competitiva (cuando se une al antigeno A, VH1/VH2 Fab no se puede unir al
antigeno B)

e Launion de VK1/VK2 Fab es competitiva (cuando se une al antigeno C, VK1/VK2 Fab no se puede unir al
antigeno D)

Ejemplo 6. Dimeros de dAb quelantes
Resumen

Los homodimeros VH and VK se crean en un formato de dAb-ligador-dAb usando ligadores polipeptidicos flexibles.
Los vectores se crearon en el formato dAb-ligador-dAb que contiene ligadores de glicina-serina de longitudes
diferentes 3U:(GlysSer)s (SEC ID N° 199), 5U:(GlysSer)s (SEC ID N° 629), 7U:(GlysSer); (SEC ID N° 630). Se
crearon bibliotecas de dimeross usando dAb de guia 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 dimerzacion sobre la unién al antigeno se
determiné mediante ELISA y BlAcore y en ensayos de neutralizacion celular y de unién al receptor. La dimerizacion
de TAR1 - 5y TAR1 - 27 tuvo como resultado una mejora significativa de la afinidad de unién y de los niveles de
neutralizacion.

1.0 Procedimientos
1.1 Generacion de la biblioteca
1.1.1 Vectores

Se disefiaron 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 hibridacion lenta (95° C-5 min, 80° C-10 min, 70° C-15 min, 56° C-15
min, 42° C hasta su uso) en tampon que contiene NaCl 0,1 M, Tris-HCI 10mM a pH 7,4 y se clonaron usando los
sitios de restriccion Xho1y Not1. Los ligadores abarcados 3 unidades (GlysSer) y una region de relleno alojada entre
los sitios de clonacion Sal1 y Not1 (esquema 1). Con el fin de reducir la posibilidad de seleccionar dAb monoméricos
para expresion en fagos, la regién de relleno se disefié para incluir 3 codones de terminacion, un sitio de restriccion
Sac1 y una mutacion de desplazamiento de marco para sacar la region fuera del marco cuando no habia un
segundo dAb presente. Para pEDASU y 7U debido a la longitud de los ligadores requeridos, se disefiaron
oligoligadores solapantes para cada vector, se hibridaron y se alargaron usando Klenow. Después, el fragmento se
purificé y se digirié usando las enzimas adecuadas antes de clonar usando los sitios de restriccion Xho1y Not1.

Ligador:
3U
Ncol Xhol Sall Notl
7U
Relleno 1 Relleno 2
Esquema 1

1.1.2 Preparacion de la biblioteca

El gen V de N-terminal correspondiente al dAb de guia se clon6 cadena arriba del ligador usando los sitios de
restriccion Nco1 y Xho1. Los genes VH tienen sitios compatibles existentes, aunque la clonacién de los genes VK
requirié la introduccion de sitios de restriccion adecuados. Esto se consiguié usando cebadores de PCR de
modificacion (VK-DLIBF: 5' cggccatggcgtcaacggacat (SEC ID N° 377); VKXho1R: 5' atgtgcgctcgagcegtttgattt 3' (SEC
ID N° 378)) en 30 ciclos de amplificaicon mediante PCR usando una mezcla 2:1 de SuperTaq (HTBiotechnology Ltd)
y pfu turbo (Stratagene). El sitio Nco7 en el extremo 5 se mantuvo y se destruyd el sitio Sal1 adyacente y se
introdujo el sitio Xho1 en el extremo 3. Los 5 dAb de guia se clonaron en cada uno de los 3 vectores diméricos.
TAR1 - 5 (VK), TAR1 - 27(VK), TAR2 - 5(VH), TAR2 - 6(VK) y TAR2 - 7(VK). Todas las construcciones se verificaron
mediante analisis de la secuencia.

Habiendo clonado los dAb de guia 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
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PCR del fago reuperado de las selecciones de la ronda 1 de una biblioteca VK contra TNFa humano (a una
diversidad de aproximadamente 1 x 10° tras la ronda 1) cuando TAR1 - 5 0 TAR1 - 27 son los dAb de guia o una
biblioteca de VH o VK contra el receptor de TNF p55 humano (ambos a una diversidad de aproximadamente 1 x 10°
tras la ronda 1) cuando TAR2 - 5 o TAR2 - 6 son, respectivamente, los dAb de guia. Para las bibliotecas de VK se
realizé una amplificaciéon por PCR usando cebadores en 30 ciclos de amplificacion por PCR usando una mezcla de
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 restriccion Sal7 en el extremo 5’ del gen. Las PCR de la biblioteca de dAb se digirieron con las
enzimas de restriccion adecuados, se ligaron en los correspondientes vectores cadena abajo del ligador, usando
sitios de restriccion Sal1/Not1y se sometieron a electroporacion en células TG1 competentes recién preparadas.

Los titulos alcanzados para cada biblioteca son los siguientes:

TAR1 - 5: pEDA3U =4 x 10, pEDA5U = 8 x 10’, pEDA7U = 1 x 10°
TAR1 - 27: pEDA3U = 6,2 x 108, pEDA5U = 1 x 10°, pEDA7U = 1 x 10°
TAR2h-5: pEDA3U =4 x 10, PEDASU =2 108, pEDA7U =8 x 10’
TAR2h-6: pEDA3U = 7,4 x 10°, pEDA5U = 1,2 x 108, pEDA7U = 2,2 x 10°

1.2 Selecciones
1.2.1 TNFa

Las selecciones se realizaron usando TNFa humano recubriendo de forma pasiva inmunotubos Brevemente,
inmunotubos se recubren durante la noche con 1-4 ml de antigeno requerido. Los inmunotubos se lavaron a
continuacion 3 veces con PBS y se bloquearon con 2% de leche en polvo en PBS durante 1 -2 horas y se lavaron 3
veces mas con PBS. La solucion del fago se diluye en 2% de leche en polvo en PBS y se incuba a temperatura
ambiente durante 2 horas. Los tubos se lavan a continuacion con PBS y el fago se eluye con 1mg/ml de tripsina-
PBS. Se investigaron tres estrategias de seleccion para las bibliotecas del dimero TAR 1-5. Las selecciones de
primera ronda se realizaron en inmunotubos utilizando TNFa humano recubierto en 1ug/ml o 20 ug/ml con 20
lavados en PBS 0,1% de Tween. Las células TG1 se infectan con el fago eluido y los titulos 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 -
55).

Los titulos recuperados fueron:

pEDA3U=2,8 x 10 (1 pg/ml TNF) 1,5 x 10° (20 ug/mITNF),
pEDA5U = 1,8 x 10” (1 pg/ml TNF), 1,6 x 10° (20 pg/ml TNF)
pEDA7U = 8 x 10° (1 ug/ml TNF), 7 x 10" (20 ug/ml TNF).

Las selecciones segunda ronda se realizaron utilizando 3 procedimientos diferentes.

1. Eninmunotubos, 20 lavados con incubacién durante la noche seguidos de otros 10 lavados.

2. En inmunotubos, 20 lavados seguidos por 1 hora de incubacion a temperatura ambiente en tampoén de
lavado con (1 pg/ml de TNFa) y 10 lavados adicionales.

3. Seleccion en perlas de estreptavidina utilizando 33 pmoles de TNFa. humano biotinilado (Henderikx et al.,
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.

Concentracion de recubrimiento |Seleccién de la ronda | Seleccion de la ronda | Seleccion de la ronda
con TNFa humano del immuno |2 Procedimiento 1 2 Procedimiento 2 2 Procedimiento 3
humano Ronda 1

pEDA3U |1 pg/ml 1x10° 1,8 x 10° 2.4x10"
pEDA3U |20 pg/ml 6 x 10° 1,8x 10" 8,5x10™
pEDAS5U |1 pg/ml 9x10° 1,4 x 10° 2,8x10™
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(continuacion)

Concentracion de recubrimiento | Seleccion de la ronda |Seleccion de la ronda | Seleccion de la ronda
con TNFa humano del immuno |2 Procedimiento 1 2 Procedimiento 2 2 Procedimiento 3
humano Ronda 1

pEDAS5U |20 pg/ml 9.5x10° 8,5 x 10” 2,8x10™
pEDA7U |1 pg/ml 7.8x10° 1.6 x10° 4x10"
pEDA7U |20 pg/ml 1x10" 8 x 10° 1.5x10"

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 TNFa humano
recubierto en 1 pg/ml o 20pg/ml con 20 lavados en PBS 0,1% de Tween. Las selecciones de la segunda ronda se
realizaron en inmunotubos utilizando 20 lavados con incubacién 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 titulos de TAR1-27 son los siguientes:

Tabla 2.

Conc. de recubrimiento del inmunotubo con TNFa humano Ronda 1 Ronda 2
pEDA3U |1 pg/ml 4x10° 6 x 10°
pEDA3U |20 pg/ml 5x 10° 4,4x10"
pEDA5U |1 pg/ml 1.5%x10° [1,9x10™
pEDA5U |20 pg/ml 34x10° [3,5x10"
pEDA7U |1 pg/ml 26x10° |5x10°
pEDA7U |20 pg/ml 7 x 10° 1,4x10"

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 pg/ml del receptor de TNF p55 humano o 10ug/ml
del receptor de TNF p55 humano con 20 lavados en PBS 0,1% de Tween con incubacién durante la noche seguido
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 titulos de TAR2h-5 son los siguientes:

Tabla 3.

Concentracion de recubrimiento de los inmunotubo con el receptor | Ronda 1 | Ronda 2 Ronda 3
de TNF humano p55 Ronda 1

pEDA3U |1 pg/ml 2,4x10° |1,2x10" [1,9x 10"
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(continuacion)

Concentracion de recubrimiento de los inmunotubo con el receptor |Ronda 1 Ronda 2 ([Ronda 3
de TNF humano p55 Ronda 1

pEDA3U |10 pg/ml 31x10" |7x10" |1x10°
pEDAS5U |1 pg/ml 2,5x10° |1,1x10" |57 x 10°
pEDAS5U |10 pg/ml 3,7x10" |2,3x10°2,9x10°
pEDA7U |1 pg/ml 1,3x10° [1,3x10" [1,4x 10"
pEDA7U |10 pg/ml 1,6 x10° [1,9x10" |3x10"
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 seleccion, segun fuera adecuado. Los clones se cultivaron en 2x TY con
100 pg/ml de ampicilina y 1% de glucosa durante la noche a 37 ° C. Una dilucion 1/100 de este cultivo se inoculd en
2 mlde 2x TY con 100 pg/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 centrifugacion a 4000 rpm durante 15 minutos en una placa
centrifuga Sorval. El sobrenadante preparados se usaron para la seleccion inicial.

1.3.1 ELISA

La actividad de unién de las proteinas recombinantes diméricas se comparé con el monémero mediante ELISA de la
proteina A/L o mediante ELISA del antigeno. Brevemente, una placa de 96 pocillos se recubre con antigeno o
proteina A / L durante la noche a 4 ° C. La placa se lavo con 0,05% de Tween-PBS, se bloque6 durante 2 horas con
2% de Tween-PBS. La muestra se afadio a la placa incubadadurante 1 hora a temperatura ambiente. La placa se
lava y se incuba con el reactivo secundario durante 1 hora a temperatura ambiente. La placa se lava y desarrolléa
con sustrato TMB. La proteina A / L-HRP o India-HRP se utiliz6 como un reactivo secundario. Para los ELISA del
antigeno, las concentraciones de antigeno utilizadas fueron 1 pg/ml en PBS durante TNFo humano y el receptor de
THF humano 1.Debido a la presencia del dAb de guia en la mayoria de los casos, los dimeros dieron una sefal de
ELISA positiva, por tanto, la determinacion de la tasa off se examiné mediante BlAcore.

1.3.2 BlAcore

El analisis BlAcore se llevé a cabo para los clones TAR1-5 y TAR2h-5. Para el cribado, el TNFa humano se acopl6 a
un chip CM5 a alta densidad (aproximadamente 10.000 RU). 50 pyl de TNFa humano (50 pug/ml) se acoplé al chip en
5 pl/min en tampdn de acetato - pH 5,5. La regeneracion del chip tras el analisis usando los procedimientos estandar
no es posible debido a la inestabilidad del TNFa humano, por lo tanto, después de analizar cada muestra, el chip se
lavé durante 10 minutos con tampén. Para los clones TAR1-5, los sobrenadantes de la selecciéon de la ronda 2 se
seleccionaron mediante BlAcore.

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

R1: inmunotubo 1 ug/ml de TNFa humano, R2 inmunotubo 1 pg/ml de TNFa. humano, lavado durante la noche.
R1: inmunotubo 20 pyg/ml de TNFa. humano, R2 inmunotubo 20 pg/ml de TNFa humano, lavado durante la noche.
R1: inmunotubo 1 ug/ml de TNFa humano, R2 33 pmoles perlas de biotiniladas TNFa humano.

R1: inmunotubo 20 ug/ml TNFa. humano, R2 33 pmoles perlas de biotiniladas TNFa humano.

Para el cribado, el receptor de TNF humano p55 se acoplé a un chip de CM5 a alta densidad (aproximadamente
4000 RU). 100ul de receptor de TNF humano p55 (10 pg / ml) se acoplé al chip en 5 pl/min en tampén de acetato —
a pH 5,5. Se examinaron las condiciones de regeneracion estandar (glicina pH 2 o pH 3) pero en cada caso se
elimin6 el antigeno de la superficie del chip, por tanto, como con TNFaq, por lo tanto, después de analizar cada
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muestra, el chip se lavé durante 10 minutos con tampén.

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

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

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

1.3.3 Analisis del receptor y las células

La capacidad de los dimeros para neutralizar en el analisis del receptor se realiz6 de la siguiente manera:

Unién al receptor

Los dAb anti-TNF-a se analizaron por su capacidad para inhibir la unién 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 ratén
de Fc anti-humano (Zymed, San Francisco, EE.UU.). Los pocillos se lavaron con solucion 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 proteina de fusion del receptor del TNF 1 Fc (R&D Systems, Minneapolis, EE.UU.). El
dAb anti-TNF-a se mezclé con TNF, que después se afiadié a los pocillos lavados a una concentracion final de 10
ng/ml. La union de TNF se detecté con 0,2 mg/ml de anticuerpo anti-TNF biotinilado (HyCult biotechnology, Uben,
Paises Bajos), seguido por una dilucion de 1 en 500 de estreptavidina marcada con peroxidasa de rabano
(Amersham Biosciences, 20 UK) e incubacién con sustrato TMB KPL, Gaithersburg, EE.UU.). La reaccion se detuvo
mediante la adicion de HCI y la absorbancia se leyd a 450 nm. La actividad del dAb anti-TNF conduce a una
disminucion de la citotoxicidad de TNF y, por tanto, a un incremento en la absorbancia en comparacion con el
control s6lo de TNF.

Ensayo de citotoxidad de L929

Los dAb anti-TNF se analizaron también para determinar la capacidad para neutralizar la actividad citotdxica del TNF
en fibroblastos de raton L929 (Evans, T. (2000) Molecular Biotechnology 15, 243248). Brevemente, las células L929
se sembraron en placas de microtitulacion 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 midi6 leyendo la absorbancia a
490 nm, seguido por una incubacion 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 disminucion de la citotoxicidad
de TNF vy, por tanto, a un incremento en la absorbancia en comparacion con el control sélo de TNF.

En la criba inicial, los sobrenadantes preparados para el andlisis BlAcore, descritos anteriormente, también se
utilizaron en el ensayo de receptor. Un analisis mas detallado de dimeros seleccionados también se llevé a cabo en
el receptor y de células utilizando ensayos de proteinas purificadas.

Ensayo de HelLa IL-8

Los dAb anti-TNFR1 o anti-TNF alfa se analizaron para determinar la capacidad de neutralizar la inducciéon de la
secrecion de IL-8 por TNF en células HelLa (procedimiento adaptado del de Akeson, L. et al (1996) Journal of
Biological Chemistry 271, 30517-30523, que describe la induccién de IL-8 por la IL-1 en HUVEC; en el presente
documento se fijan en la induccion por TNF alfa humano y se usan células HelLa en lugar de la linea de células
HUVEC). Brevemente, las células HelLa en placas de microtitulacion se incubaron durante la noche con dAb y 300
pg de TNF. Después de la incubacion, el sobrenadante se aspird de las células y se midié la concentracion de la IL-8
a través de un ELISA de tipo sandwich (R & D Systems). La actividad anti-TNFE1 de dAb conduce a una
disminucion en la secrecién de IL-8 en el sobrenadante en comparacién 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
HelLa con IL-8 para medir los ligandos anti-receptor 1 de TNF p55; la presencia de p55 de raton en el ensayo L929
presenta ciertas limitaciones en su uso.

1.4 Andlisis de la secuencia

Los dimeros que demostraron tener propiedades interesantes en el BlAcore 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 Dimeros TAR1-5-19

Los dimeros TAR1-5 que mostraron buenas propiedades de neutralizacion fueron reformateados y analizados en los
ensayos celulares y de receptores. El dAb de guia de TAR1-5 se sustituy6 con el clon madurado por afinidad TAR1-
5-19. Para lograr esto, el TAR1-5 se cloné fuera del par dimero individual y se sustituyé con TAR1-5-19, que se
habia amplificado por PCR. Ademas, los homodimeros TAR1-5-19 también se construyeron en los vectores 3U, 5U
y 7U.La copia de en N terminal del gen se amplific6 por PCR y se clon6 como se ha descrito anteriormente y el
fragmento del gen en C-terminal se cloné usando los sitios de restriccion existentes Sal1y Not1.

1.5.2 Mutagénesis

El codén de terminacién ambar presente en dAb2, uno de los dAb en C-terminal en los pares del dimero TAR1-5 se
mutoé a una glutamina mediante mutagénesis dirigida al sitio.

1.5.3 Fab

Los dimeros que contienen TAR1-5 o TAR1-5-19 se reformatearon en vectores de expresion de Fab. Los dAb se
clonaron en vectores de expresion que contienen los genes CK o CH utilizando los sitios de restriccion Sfily Not1 'y
se verificaron por andlisis 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 expresion de Fab se
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 pg/ml y cloranfenicol 10 pg/ml.

1.5.3 Dimerizacion de la bisagra

Se examin6 la dimerizacion de los dAb mediante la formacion de enlaces de cistina. Una secuencia corta de
aminoacidos EPKSGDKTHTCPPCP (SEC ID N° 379) una forma modificada de la bisagra IgGC1 humana se sometio
a ingenieria en la region C terminal en el dAb. Una oligoligador que codifica para esta secuencia se sintetiz6 e
hibridd, como se ha descrito anteriormente. El ligador se cloné en el vector que contiene PEDA TAR1-5-19 usando
los sitios de restriccion Xho1y Not1. La dimerizacion se produce in situ en el periplasma.

1.6 Expresion y purificacion

1.6.1 Expresion

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 seleccion inicial se analizaron mas dimeros
seleccionados.Construcciones Dimero se expresaron en TOP10F 'o células HB2151 como sobrenadantes.En
resumen, una colonia individual de una placa recién estriada se cultivd durante la noche a 37 ° C en 2x TY con
ampicilina 100pg/ml y 1% de glucosa.Una dilucién 1/100 de este cultivo se inocul6 en 2x TY con ampicilina 100ug/ml
y 0,1% de glucosa y se cultivo 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 centrifugacion y el sobrenadante se purificd
con proteina A o L agarosa.

Los dimeros bisagra de cisteina y Fab se expresaron como proteinas periplasmicas en células HB2152. Una dilucion
1/100 de un cultivo de una noche se inoculd en 2x TY con 0,1% de glucosa y los antibiéticos apropiados y se cultivo
a 30 ° 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 centrifugacion y el sedimento se resuspendié en tampoén de
preparacion periplasmico (Tris-HCI 30 mM pH 8,0, EDTA 1 mM, 20% de sacarosa). Después de la centrifugacion el
sobrenadante se conservo y el sedimento se resuspendio en MgSO,4, 5 mM, El sobrenadante se recogié de nuevo
por centrifugacion, se combind y se purifico.

1.6.2 Purificacién de la proteina A/L

La optimizacion de la purificacion de proteinas de dimero de agarosa de proteina L (Affitech, Noruega) o agarosa de
proteina A se examind (Sigma, Reino Unido). La proteina se eluyd por lotes o por elucidon en columna utilizando una
bomba peristaltica. Se analizaron tres tampones pH2.6 tampodn fosfato-citrato 0,1 M, glicina 0,2 M pH 2,5 y glicina
0,1 M pH 2,5. La condicién 6ptima se determiné que era en condiciones de bomba peristaltica utilizando glicina 0,1
M pH 2,5 sobre 10 volimenes de columna. La purificacion de la proteina A se llevé a cabo condiciones de bomba
peristaltica utilizando glicina 0,1 M pH 2,5.

1.6.3 Purificacion FPLC

La purificacion adicional se llevé a cabo mediante analisis de FPLC en el sistema 100 de AKTA Explorer (Amersham
Biosciences Ltd). Los dimeros TAR1-5 y TAR1-5-19 se fraccionaron mediante cromatografia de intercambio
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cationico (1 ml Resource Q Amersham Biosciences Ltd) se eluyé con un gradiente de NaCl 0-1M en tampodn de
acetato 50 mM pH 4. Los dimeros de la bisagra se purificaron mediante intercambio i6nico (1 ml Resource Q
Amersham Biosciences Ltd.) eluido con un gradiente de NaCl 0-1M en Tris HCI 25mM, pH 8,0. Los Fab se
purificaron por cromatografia de exclusion por tamafio 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 purificacion, las muestras se concentraron
utilizando concentradores vivaspin con un corte de 5K (Vivascience Ltd).

2.0 Resultados

2.1 Dimeros TAR1-5

6 x 96 clones se recogieron de la ronda de selecciéon 2 que abarca todas las bibliotecas y las condiciones de
seleccion. Las preparaciones de sobrenadante realizaron y analizaron por antigeno y proteina L en ELISA, BlAcore y
en los ensayos de receptores. En los ELISA, los clones positivos a la union se identificaron de cada procedimiento
de seleccion y se distribuyeron en las bibliotecas 3U, 5U y 7U. Sin embargo, como siempre habia dAb de guia no fue
posible discriminar entre los aglutinantes de alta y baja afinidad por este procedimiento por lo tanto, se llevé a cabo
analisis BlAcore.

El analisis BlAcore se realizé utilizando los sobrenadantes de 2 ml. El Analisis BlAcore reveld que las tasas de Ko
del dimero habian mejorado mucho en comparacion con TAR1-5 monomérico. La tasa Ko del monémero estaba en
el rango de 10™"M en comparacion con las tasas de Ko dimero que estaban en el rango de 10°- 10*M. 16 clones
que parecian tener tasas off muy lentas se seleccionaron y procedian de las bibliotecas 3U, 5U y 7U y se
secuenciaron. Ademas se analizaron los sobrenadantes para determinar la capacidad de neutralizar TNFa humano
en el ensayo de receptor.

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

TAR1-5D1: 3U ligador 2" dAb = dAb1 - 1ug/ml Ag inmunotubo lavado durante la noche
TAR1-5d2: ligador 3U 2°dAb = dAb2 - 1pug/ml Ag inmunotubo lavado durante la noche
TAR1-5D3: 5U ligador 2" dAb = dAb2 - 1ug/ml Ag inmunotubo lavado durante la noche
TAR1-5d4: ligador 5U 2"dAb = DAB3 - 20pg/ml Ag inmunotubo lavado durante la noche
TAR1-5d5: ligador 5U 2° dAb = dAb1 - 20pug/ml Ag inmunotubo lavado durante la noche

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

Los 6 clones principales se analizaron adicionalmente. La proteina se produjo a partir del periplasma y el
sobrenadante, se purificd con proteina L agarosa y se examiné en los ensayos celulares y de receptores. Los niveles
de neutralizacion fueron variables (Tabla 1). Se determinaron las condiciones 6ptimas para la preparacion de
proteina. La proteina producida a partir de células HB2151 como sobrenadantes dio el mayor rendimiento
(aproximadamente 10 mgs / L de cultivo). Los sobrenadantes se incubaron con proteina 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
columna FPLC utilizando una bomba peristaltica .Las perlas se lavaron con 10 volimenes de columna de PBS /
NaCl y se eluyeron con glicina 0,1 M pH 2,5. En general, la proteina dimérica eluye después del monémero.

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

Los tres segundos dAb de los pares del dimero (es decir, dAb1, dAb2 y DAB3) se clonaron como monoémeros y se
analizaron mediante ELISA y en el ensayo de células y receptores. Los tres dAb unen especificamente a TNF
mediante ELISA de antigeno y no sufren reacciones cruzadas con plastico o BSA. Como mondmeros, ninguno de
los dAb neutralizar en los ensayos de células o receptores.

2.1.2 Dimeros TAR1-5-19
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TAR1-5-19 se sustituyé por TAR1-5 en los 6 clones principales. El andlisis de todos los dimeros TAR1-5-19 en los
ensayos de células y los receptores se realizé utilizando la proteina total (proteina 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 analisis del receptor y es una mejora sobre el monémero TAR1-5-19
(DN50~ 30 nM). Aunque los dimeros TAR1-5 purificados dan resultados variables en los analisis de receptores de
células y los dimeros TAR1-5 fueron mas consistentes .La variabilidad se demostré al utilizar diferentes tampones de
elucién durante la purificacion de proteinas. La elucién usando tampon fosfato-citrato 0,1 M pH2.6 o glicina 0,2 M pH
2,5, aunque la eliminacion de todas las proteinas de la agarosa proteina L en la mayoria de los casos la hacia
menos funcional.

TAR1-5-19d4 se expreso en el fermentador y se purifico en FPLC de intercambio cationico para dar un dimero
completamente puro. Como con TAR1-5d4 se obtuvieron tres especies, mediante purificacién por FPLC que
corresponde al monémero y dos especies de dimero. Se secuenciaron los aminoacidos de este dimero .TAR1-5-19
monomero y TAR1-5-19d4 se anaizaron continuacion en el analisis del receptor y la Cl resultante para el monémero
fue 30 nM y para el dimero fue 8 nM. Los resultados del ensayo de receptorese la comparacion de TAR1-5-19
monomero, TAR1-5-19d4 y TAR1-5D4 se muestran en la figura 10.

Los homodimeros TAR1-5-19 se hicieron en los vectores 3U, 5U y 7U, expresaron y purificaron en proteina L. Se
examinaron las proteinas 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 dimeros TAR1-5 y TAR1-5-19 también se clonaron en formato Fab, expresaron y se purificaron en proteina L
agarosa.Fab se evaluaron en los ensayos de receptores (Tabla 4). Los resultados mostraron que para ambos
dimeros TAR1-5-19 y TAR1-5, los niveles de neutralizacion fueron similares a los dimeros Gly4Ser ligadores
originales de los que derivan. Se expresé un TAR1-5-19 Fab donde TAR1-5-19 se demostré en ambos CH y CK, la
proteina L se purifico y se evalud en el estudio de los receptores. La CI50 resultante fue aproximadamente de 1 nM.

2.3 Dimeros TAR1-27

3 x 96 clones se recogieron a partir de la ronda de seleccion 2 que abarca todas las bibliotecas y las condiciones de
seleccion. Preparaciones de sobrenadante de 2 ml se hicieron para el analisis en ELISA y bioensayos. Antigeno
ELISA dio 71 clones positivos.El analisis del receptor de sobrenadantes en bruto proporcioné 42 clones con
propiedades inhibidoras (union del TNF 0-60%).En la mayoria de los casos las propiedades inhibidoras se
correlacionaron con una fuerte sefal de ELISA. 42 clones fueron secuenciados, 39 de éstos tienen secuencias
Unicas segundo dAb.Los 12 dimeros que dieron las mejores propiedades inhibitorias fueron analizados.

Los 12 clones neutralizantes se expresaron como preparaciones de sobrenadante de 200 ml y se purificd en la
proteina L. Estos fueron evaluados por la proteina L y el antigeno de ELISA, BlAcore y en el analisis del
receptor.Sefales de ELISA positivos fuertes se obtuvieron en todos los casos. El analisis BIAcore revelado todos los
clones de tener rapido dentro y fuera de las tasas.Las tasas de descuento se han mejorado en comparacion con el
monoémero TAR1-27, sin embargo la tasa de descuento de TAR1-27 dimeros era mas rapido (Koff se encuentra
aproximadamente en el rango de 10-1y 10-2M) que los dimeros TAR1-5 examinados anteriormente (Koff es
aproximadamente en el rango de 10-3- 10-4M).La estabilidad de los dimeros purificados se cuestiond y por lo tanto,
con el fin de mejorar la estabilidad, la adicion de 5% de glicerol, 0,5% de Triton X100 o 0,5% de NP40 (Sigma) se
incluyé en la purificacion de 2 TAR1-27 dimeros (d2 y d16) .La adiciéon de NP40 o Triton X100 ™ mejoro el
rendimiento del producto purificado aproximadamente 2 veces.Ambos dimeros se evaluaron en el ensayo del
receptor.Tarl-27d2 dio CI50 de ~ 30 nM en todas las condiciones de purificacion.TAR1-27d16 no mostré ningun
efecto de neutralizacion cuando se purifico sin la utilizacion de agentes estabilizantes pero dio una CI50 de ~ 50 nM
cuando se purifica en condiciones de estabilizacion.No se realizé ningun analisis.

2.4 Dimeros TAR2-5

3 x 96 clones se recogieron a partir de las selecciones de la segunda ronda que abarcan todas las bibliotecas y las
condiciones de seleccion. Preparaciones de sobrenadante de 2 ml se hicieron para el analisis.Proteina A y de
antigenos ELISA se llevaron a cabo para cada placa. 30 clones interesantes fueron identificados como teniendo
buenos fuera de las tasas por BlAcore (Koff oscila entre 10 10°M).Los clones se secuenciaron y 13 dimeros tnicos
fueron identificados por andlisis de la secuencia.

44



ES 2471943 T3

Tabla 4: Dimeros TAR1-5

Dimero Tipo de la Purificacion Fraccién proteica Condiciones de Ensayo de receptor
célula elucién / célula

TAR1-5d1 |HB2151 Proteina L + FPLC |pequefias  especies |Glicina 0,1 MpH 2,5 RA~30nM
diméricas

TAR1-5d2 |HB2151 Proteina L + FPLC |pequefias  especies |Glicina 0,1 MpH 2,5 ' RA~50nM
diméricas

TAR1-5d3 |HB2151 Proteina L + FPLC |grandes especies |Glicina 0,1 MpH 2,5 RA~300nM
diméricas

TAR1-5d4 |HB2151 Proteina L + FPLC |pequefias  especies |Glicina 0,1 MpH 2,5 RA~3nM
diméricas

TAR1-5d5 |HB2151 Proteina L + FPLC |grandes especies |Glicina 0,1 MpH 2,5 RA~200nM
diméricas

TAR1-5d6 |HB2151 Proteina L + FPLC | Especies  diméricas |Glicina 0,1 MpH 2,5 RA~100nM
grandes

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

Tabla 5: Dimeros TAR1-5-19

Dimero Tipode la | Purificacion Fraccion Condiciones de elucion Ensayo de

célula proteica receptor / célula

TAR1-5-19d1 TOP10F' Proteina L La proteina total |Glicina 0,1 Mde pH2,0 |RA~15nM

5-19 TAR1-d2 (sin [ TOP10F ' Proteina L Proteina total Glicina 0,1 M de pH 2,0 |RA ~2nM

codon de terminacion) + 0,05% de NP40

TAR1-5-19d3 (sin codon | TOP10F ' Proteina L Proteina total Glicina 0,1 M de pH 2,5 |RA~8nM

de terminacion) + 0,05% de NP40

TAR1-5-19d4 TOP10F' Proteina L + Fraccion FPLC |Glicina 0,1 M pH 2,0 RA ~2-5 nM CA

FPLC purificado ~12nM
TAR1-5-19d5 TOP10F' Proteina L Proteina total Glicina 0,1 M pH 2,0 + |[RA~8nM CA ~
NP40 10 nM
TAR1-5-19 d6 TOP10F' Proteina L Proteina total Glicina0,1MdepH2,0 |[RA~10nM
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Dimero
TAR1-5-19 3U
homodimero
TAR1-5-19 5U
homodimero
TAR1-5-19 7U
homodimero
TAR1-5-19 cys
bisagra
TAR1-5-19CH /
TAR1-5-19 CK

Dimero

TAR1-5CH / dAb1
CK

TAR1-5CH / dAb2
CK

dAb3CH / TAR1-5CK

TAR1-5-19CH / dAb1
CK

dAb1 CH / TAR1-5-
19CK

TAR1-5-19CH / dAb2
CK

TAR1-5-19CH /
dAb3CK

Tipo de la

célula

HB2151

HB2151

HB2151

HB2151

HB2151

Tipo de la
célula
HB2151

HB2151

HB2151

HB2151

HB2151

HB2151

HB2151
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Tabla 6: Homodimeros TAR1-5-19

Purificacion Fraccion proteica Condiciones de Ensayo de
elucioén receptor / célula

Proteina L Proteina total Glicina 0,1 M pH |[RA ~20 nM CA ~
25 30 nM

Proteina L Proteina total Glicina 0,1 M pH RA~2nM CA~3
2,5 nM

Proteina L Proteina total Glicina 0,1 M pH |[RA~10 nM CA ~
25 15 nM

Proteina L + Fraccion de dimero |Glicina 0,1 M pH |RA ~2nM

FPLC purificada por FPLC 2,5

Proteina Proteina total Glicina 0,1 M pH | RA~1nM

2,5

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

Purificacién | Fraccién proteica

Proteina L

Proteina L

Proteina L

Proteina L

Proteina L

Proteina L

Proteina L

Proteina total

Proteina total

Proteina total
Proteina total
Glicina 0,1 M pH
2,0

Proteina total

Proteina total

Condiciones de
elucién
0,1 M pH2.6 citrato

Glicina 0,1 M pH 2,5

0,1 M pH2.6 citrato

Glicina 0,1 M pH 2,0

Myc / flag

Glicina 0,1 M pH 2,0

Glicina 0,1 M pH 2,0

Ejemplo 7. Dimerizacion de dAb mediante unién de cisteina terminal

Resumen

Ensayo de receptor /
célula

RA ~90nm

RA ~ 30 nM CA ~ 60
nM

RA ~100n M
RA~6nM

RA~6nM

RA ~ 8 nM CA ~ 12

nM

RA~3nM

Para Dimerizacion de dAb, una cisteina libre ha sido disefiado en el extremo C-terminal de la proteina.Cuando se
expresa la proteina forma un dimero que puede purificarse por un procedimiento de purificacion de dos pasos.

Construccién por PCR del dimero TAR1-5-19CYS

Véase el ejemplo 8 que describe el trimero de dAb.EI protocolo trimero da lugar a una mezcla de monémero, dimero

y trimero.

Expresion y purificacion de del dimero TAR1-5-19CY

46



10

15

20

25

30

35

40

ES 2471943 T3

El dimero se purificé a partir del sobrenadante del cultivo por captura en proteina L agarosa como se describe en el
ejemplo 8.

Separacién de monémero TAR1-5-19CYS del dimero TAR1-5-19CYS

Antes de la separacién por intercambio catidnico, la muestra mixta de mondémero / dimero era intercambio de
tampon en 50 mM de acetato de sodio tampdn a pH 4,0 utilizando una columna PD-10 (Amersham Pharmacia),
siguiendo las directrices del fabricante.A continuacion, la muestra se aplicé a la columna de cationes un Recurso 1
ml de cambio S (Amersham Pharmacia), que habia sido pre-equilibrada con 50 mM de acetato de sodio pH 4,0.El
monomero y el dimero se separaron usando el siguiente gradiente de sal en 50 mM de acetato de sodio pH 4,0:

Cloruro sddico 150 a 200 mM sobre 15 volumenes de columna
Cloruro de sodio 200 a 450 mM sobre 10 volimenes de columna
Cloruro de sodio 450 a 1000 mM sobre 15 volimenes de columna

Las fracciones que contenian dimero solo se identificaron utilizando SDS-PAGE y luego combinaron y el pH
aumenté a 8 mediante la adicion de 1/5 volumen de Tris 1 M pH 8,0.

Ensayo de union funcional in vitro: analisis del receptor TNF y andlisis de células

La afinidad del dimero para el TNFa humano se determind usando el ensayo de células y receptores de TNF. La
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 dimero TAR1-5-19CYS

Dimeros PEG y dimeros de maleimida sintéticos adaptados

La Comparia Nektar (Shearwater) ofrece diversos PEG bi-maleimida [mMPEG2-(MAL)2 or mPEG-(MAL)2] que
permtitrian formatear el monémero como un dimero con un ligador pequefio separando los dAb y estando ambos
unidos a un PEG de tamario 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 estan unidas en el dimero) tiene una afnidad en el ensayo de
receptores de TNF de ~ 1-3 nM. Asimismo, el dimero también se puede producir usando TMEA (Tris[2-
maleimidoetillamina) (Pierce Biotechnology) u otros ligadores bifuncionales.

También es posible producir el dimero disulfuro usando un procedimiento de acoplamiento quimico usando 2,2'-
ditiodipiridina (Sigma Aldrich) y el monémero reducido.

Adicion de un ligador polipeptidico o bisagra en el extremo C del dAb.
Un pequeiio ligador ((GlysSer), en el que n=1 a 10, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 7, una inmunoglobulina (p. €j., la
region bisagra de la IgG o secuencia peptidica aleaoria (p. ej., seleccionada de una biblioteca de secuencias

peptidicas aleatorias) se pueden someter a ingenieria entre el dAb y el residuo de cisteina terminal. Esto se puede
usar después para fabricar dimeros como se ha indicado anteriormente.

Ejemplo 8. Dimerizacion de dAb

Resumen

Para la dimerizacién de dAb se requiere una cisteina libre en el extremo C de la proteina. El residuo de cisteina, una
vez reducido para dar el tiol libre, puede usarse para acoplar de forma especifica la proteina a una molécula de
maleimida trimérica, por ejemplo TMEA (Tris[2-maleimidoetillJamina).

Construccion mediante PCR de TAR1-5-19CYS

Los siguientes oligonucledtidos se usaron para, especificamente, PCR de TAR1-5-19 con los sitios Sall and BamHl
para clonacion y también introducir un residuo de cisteina en C-terminal:
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Trp Ser Ala Ser Thr Asp* Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val
1 TGG AGC GCG TCG ACG GAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT CCA TCC TCT CTG TCT GCA TCT GTA
ACC TCG CGC AGC TGC CTG TAG GTC TAC TGG GTC AGA GGT AGG AGA GAC AGA CGT AGA CAT

Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Asp Ser Tyr Leu His Trp
61 GGA GAC CGT GTC ACC ATC ACT TGC CGG GCA AGT CAG AGC ATT GAT AGT TAT TTA CAT TGG
CCT CTG GCA CAG TGG TAG TGA ACG GCC CGT TCA GTC TCG TAA CTA TCA ATA AAT GTA ACC

Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ser Ala Ser Glu Leu Gln
121 TAC CAG CAG AAA CCA GGG AARA GCC CCT AAG CTC CTG ATC TAT AGT GCA TCC GAG TTG CAA
ATG GTC GTC TTT GGT CCC TTT CGG GGA TTC GAG GAC TAG ATA TCA CGT AGG CTC AAC GTT

Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
181 AGT GGG GTC CCA TCA CGT TTC AGT GGC AGT GGA TCT GGG ACA GAT TTC ACT CTC ACC ATC
TCA CCC CAG GGT AGT GCA AAG TCA CCG TCA CCT AGA CCC TGT CTA AAG TGA GAG TGG TAG

Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Val Val Trp Arg Pro
241 AGC AGT CTG CAA CCT GAA GAT TTT GCT ACG TAC TAC TGT CAA CAG GTT GTG TGG CGT CCT
TCG TCA GAC GTT GGA CTT CTA AAA CGA TGC ATG ATG ACA GTT GTC CAA CAC ACC GCA GGA

Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Cys *** *** Gly Ser Gly
301 TIT ACG TTC GGC CAA GGG ACC AAG GTG GAA ATC AAA CGG TGC TAA TAA GGA TCC GGC
AAA TGC AAG CCG GTT CCC TGG TTC CAC CTT TAG TTT GCC ACG ATT ATT CCT AGG CCG

(* inicio de la secuencia TAR1-5-19CYS ; secuencia de aminoacidos TAR1-5-19CYS (SEC ID N° 293; TAR1-5-
19CYS secuencia de nucledtidos (SEC ID N°294, hebra de codificacion; SEC ID N°295, hebra no codificante)
cebador directo5-TGGAGCGCGTCGACGGACATCCAGATGACCCAGTCTCCA-3' (SEC ID N°296) cebador inverso
5'-TTAGCAGCCGGATCCTTATTAGCACCGTTTGATTTCCAC-3' (SEC ID N°297)

La reaccion de PCR (volumen de (50 pl) se fijo del siguiente modo: dNTP 200uM, 0,4 uM de cada cebador, 5 pl de
10x tampon PfuTurbo (Stratagene), 100 ng del plasmido molde (que codifica TAR1-5-19), 1ul de la enzima PfuTurbo
(Stratagene) y el volumen ajustado a 50 yl usando agua estéril. Se usaron las siguientes condiciones de PCR: Etapa
de desnaturalizacion inicial a 94° C durante 2 minutos, después 25 ciclos 94° C durante 30 segundos, 64 °c durante
30 segundos y 72 °C durante 30 segundos, También se incluyé una etapa de extension final de 72 °C durante 5
minutos. El producto de la PCR se purificd y digirid con Sall yBamHI y se ligé en el vector que también se habia
cortado con las mismas enzimas de restriccion. Los clones correctos se verificaron mediante secuenciacion del
ADN.

Expresion y purificacion deTAR1-5-19CYS

El vector TAR1-5-19CYS se transformd en células BL21 (DE3) pLysS quimicamente competentes (Novagen)
siguiendo el protocolo del fabricante. Las células portadoras del plasmido con dAb se seleccionaron usando
100pg/ml de carbenicilina'y 37 pg/ml de cloranfenicol. Los cultivos se fijaron en matraces de Erlenmeyer de 2 | que
contenian 500 caldo (Sigma-Aldrich), 100ug/ml de carbenicilina y 37 ug/ml de cloranfenicol. Los cultivos se cultivaron
a 30 °C a 200 rpm hasta una DO600 de 1-1.5 y se indujeron con IPTG 1 Mm (isoproil-beta-D-tiogalactopirandsido, de
Melford Laboratories). La expresion del dAb se dejo continuar durante 12-16 horas a 30 °C. Se encontré que la
mayoria de los dAb estaban presentes en los medios de cultivo. Por tanto, las células se separaron del medio
mediante centrifugacion (8.000xg for 30 min), y el sobrenadante se usé para purificar el dAb. Por litro de
sobrenadante, se anadieron 30 ml de proteina L agarosa (Affitech) y el dAb se dej6 unir de forma discontinua con
agitacion durante 2 horas. Después, la resina se dejé sedimentar por gravedad durante otra hora antes de eliminar el
sobrenadante. Después, la agarosa se empaquetd en una columna XK 50 (Amersham Phamacia) y se lavé con 10
volimenes de coumna de PBS. El dAb unido se eluyé con glicina 100 mM a pH ,20 y las fracciones con la proteina
se neutralizaron mediante la adicién de 1/5 volimenes de Tris 1M a pH 8,0. Por litro de sobrenadante de cultivo se
aislaron 20 mg de proteina pura que contenian una proporcién 50:50 de monémero:dimero.

Trimerizacion de PCR de TAR1-5-19CYS

2.5 ml de TAR1-5-19CYS 100 uM se redujeron con ditiotreitol 5 mM y se dejé a temperatura ambiente durante 20
minutos. Después, la muestra se intercambid con tampdn usando una columna PD-10 (Amersham Pharmacia). La
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columna se habia preequilibrado con EDTA 5 mM, fosfato sédico 50 mM a pH 6,5 y la muestra se aplico y eluyd
siguiendo las directrices del fabricante. La muestra se introdujo en hielo hasta que se necesit6. TMEA (Tris[2-
maleimidoetillamina) se adquirié en Pierce Biotechnology. Se preparé una solucion 20 mM de TMEA en 100% de
DMSO (dimetilsulféxido). Se encontré que una concentracion de TMEA superior a 3:1 (proporciéon molar de
dAb:TMEA causaba la rapida precipitacion y reticulacion de la proteina. Asimismo, la tasa de precipitacion y
reticulacion fue mayor a medida que aumentaba el pH. Por tanto, el uso de 100 uM redujo TAR1-5-19CYS, se
afiadio TMEA 25 puM para trimerizar la proteina y la reaccion se dejo progresar a temperatura ambiente durante dos
horas. Se encontr6 que la adicién de aditivos tales como glicerol o etilenglicol hasta 20% (v/v) reducia
significativamente la precipitacion del trimero a medida que prograsaba la reaccion de acoplamiento. Después del
acoplamiento, el analisis SDS-PAGE mostro la presencia de monémero, dimero y trimero en solucion.

Purificacion deTAR1-5-19CYS trimérico

Se afiadieron 40 yl de acido acético glacial al 40% por ml de reaccion de TMEA-TAR1-5-19cys para reducir el pH a
~4. La muestra se aplicé después a 1 ml de columna de intercambio catiénico Resource S (Amersham Pharmacia),
que se habia preequilibrado con acetato sédico 50 mM a pH 4,0. El dimero y el trimero se separaron parcialmente
usando un gradiente de sales de cloruro sédico 340 a 450 mM, acetato sédico 50 mM a pH 4,0 sobre 30 volumenes
de columna. Las fracciones que contienen solo trimero se identificaron usando SDS-PAGE y después se
combinaron y el pH se aument6 a 8 mediante la adicion de 1/5 del volumen de Tris 1M a pH 8,0. Para evitar la
precipitacion del trimero durante las etapas de concentracion (usando concentradores vivaspin de corte a 5K,
Vivascience), se afiadioé 10% de glicerol a la muestra.

Ensayo de union funcional in vitr: ensayo de receptores de TNF y ensayo celular

La afinidad del trimero para el TNFa humano se determiné 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. €j., .3nM).

Otros posibles formatos de trimero TAR1-5-19CYS

TAR1-5-19CYS también se puede formatear en un trimero usando los reactivos siguientes:
Trimeros PEG y trimeros de maleimida sintéticos adaptados

Nektar (Shearwater) ofrece una serie de PEG de multiples brazos que se pueden modificar quimicamente en el
extremo terminal del PEG. Por tanto, el uso de un trimero PEG con un grupo funcional de maleimida al final de cada
brazo permitiria la trimerizacion del dAb de un modo similar al indicado anteriormente usando TMEA. El PEG
también puede tener la ventaja de aumentar la solubilidad del trimero, de modo que se evita el problema de la
agregacion. Por tanto, se podria producir un trimero de dAb en el que cada dAb tiene una cisteina en C-terminal que
esta unida a un grupo funcional maleiida, estando los grupos funcionales maleimida unidos a un trimero PEG.

Adicion de un ligador polipeptidico o bisagra en el extremo C del dAb.

Un pequeiio ligador ((GlysSer), en el que n=1 a 10, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 7, una inmunoglobulina (p. €j., la
region bisagra de la IgG o secuencia peptidica aleaoria (p. ej., seleccionada de una biblioteca de secuencias
peptidicas aleatorias) se pueden someter a ingenieria entre el dAb y el residuo de cisteina terminal. Cuando se usa
para hacer multimeros (p. €j., trimeros o dimeros), de nuevo introduciria un grado mas alto de flexibilidad y distancia
entre los monémeros individuales, lo que puede mejorar las caracteristicas de union a la diana, por ejemplo una
diana de multiples subunidades, tales como TNFa.

Ejemplo 9. Seleccion de una coleccion de anticuerpos de dominio unico (dAb) dirigidos contra la
seroalbumina humana (HSA) y la seroalbumina de raton (MSA).

Este ejemplo explica un procedimiento para fabricar un anticuerpo de dominio uUnico (dAb) dirigido contra la
seroalbumina. Se describe la seleccion de dAb contra la seroalbumina de raton (MSA) y seroalbimna humana
(HSA). En este experimento se usaron tres bibliotecas de anticuerpos de expresion en fagos humanos, cada una
basada en un Unico marco humano para V4 (véase la Figura 13: secuencia de V4 simulada basada en V3-23/DP47 y
JH4b) o Vk (véase la Figura 15: secuencia de Vk simulada basada en 012/02/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 (Vn):

Diversidad en las posiciones: H30, H31, H33, H35, H50, H52, H52a, H53, H55, H56, H58, H95, H97, H98.
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Tamano de la biblioteca: 6,2 x 10°
Biblioteca 2 (Vn):

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

Tamano de la biblioteca: 4,3 x 10°
Biblioteca 3 (Vk):

Diversidad en las posiciones: L30, L31, L32, L34, L50, L53, L91, L92, L93, L94, L96 Tamafio de la biblioteca: 2 x 10°

Las bibliotecas Vi y VK se preseleccionaron segun la unién a los ligandos genéricos proteina A y proteina L,
respectivamente, de modo que la mayoria de los clones y las bibliotecas no seleccionadas sean funcionales. Los
tamanos de las bibliotecas mostradas anteriormente corresponden a los tamafios después de la preseleccion.

Se realizaron dos rondas de seleccion con seroalbumina usando cada una de las bibliotecas por separado. Para
cada seleccion, se recubrieron inmunotubos con el el antigeno (nunc) en 4 ml de PBS a una concentraciéon de 100
pg/ml. En la primera ronda de seleccion, cada una de las tres bibliotecas se sometié a deteccién por separad frente
a HSA (Sigma) y MSA (Sigma). En la segunda ronda de seleccion, el fago de cada una de las seis primeras
selecciones de las rondas se sometid a deteccion contra (i) e mismo antigeno de nuevo (p. ej., 12 ronda MSA, 22
ronda MSA) y (ii) contra el antigeno reciproco (por ejemplo, 12 ronda de MSA, 22 ronda de HSA), resultando en un
total de doce segundas selecciones. En cada caso, después de la segunda ronda de seleccion , se analizarom 48
clones para determinar la unién 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 estandar fue
seguida (Hoogenboom et al. (. 1991) Nucleic Acids Res., 19: 4133) Excepto que el 2% de Tween PBS se utilizé
como un tampén de bloqueo y los dAb unidos se detectaron, ya sea con proteina L-HRP (Sigma) (para la Vks) y
proteina A-HRP (Amersham Pharmacia Biotech) (para la VHs).

dAb que dieron una sefial por encima del fondo que indica la unién a MSA, HSA o ambos se pusieron a prueba en
forma insoluble de ELISA para la unién a plastico solo pero todos eran especificos para la albumina de suero.Los
clones fueron secuenciados (véase el tabla 2 siguiente) que revela que se habian identificado 21 secuencias dAb
Unicas.La similitud minima (en el nivel de aminoacidos) 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
minima entre la VHclones dAb seleccionados fue del 94% ((127/136) x100).

A continuacion, los dAb unidn a la albumina de suero se ensayaron para determinar su capacidad para capturar el
antigeno biotinilado de la solucion.Protocolo ELISA (como anteriormente) ha sido seguido excepto que la placa de
ELISA se revistido con 1ug/ml proteina L (para los clones VK) y de la proteina 1ug/ml A (para la VHclones).Soluble
dAb fue capturado de la solucion como en el protocolo y la deteccién fue con MSA o HSA biotinilados y
estreptavidina HRP. EI MSA y HSA biotinilado se habian preparado de acuerdo con las instrucciones del fabricante,
con el objetivo de conseguir un promedio de 2 biotinas por molécula de albumina de suero.Se identificaron veinte
cuatro clones que capturaron MSA biotinilado de la solucidon en el ELISA. Dos de estos (clones 2 y 38 a
continuacion) capturaron también HSA biotinilado. A continuacién, los dAb se ensayaron para determinar su
capacidad para unirse a MSA recubierto en un chip BIAcore CM5.Se encontraron ocho clones que unia a MSA en el
biacore.

Tabla 8.
dAb (toda la ¢ Captura la
MSA biotinilada ¢Se une a en |[HAS
de captura) H o k |CDR1 CDR2 CDR3 biacore ? biotinilada?
Biblioteca 3 de XXXLX XASXLQS QQXXXXPXT
Vk molde
(simulada) K |(SEC ID N°298) |(SEC ID N°299) (SEC ID N°300)
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dAb (toda la
MSA biotinilada
de captura)

24741,

38, 54

46,47,52,56

13,15

30,35

19,

22,

23,

24,

31,

33,

34,

53,

H o k |CDR1

SSYLN
(SEC ID N°301)

SSYLN
(SEC ID N°304)

FKSLK
(SEC ID N°307)

YYHLK
(SEC ID N°310)

RRYLK
(SEC ID N°313)

YNWLK
(SEC ID N°316)

LWHLR
(SEC ID N°319)

FRYLA
(SEC ID N°322)

FYHLA
(SEC ID N°325)

IWHLN
(SEC ID N°328)

YRYLR
(SEC ID N°331)

LKYLK
(SEC ID N°334)

LRYLR
(SEC ID N°337)

ES 2471943 T3

(continuacion)

CDR2

RASPLQS
(SEC ID N°302)

RASPLQS
(SEC ID N°305)

NASYLQS
(SEC ID N°308)

KASTLQS
(SEC ID N°311)

QASVLQS
(SEC ID N°314)

RASSLQS
(SEC ID N°317)

HASLLQS
(SEC ID N°320)

HASHLQS
(SEC ID N°323)

PASKLQS
(SEC ID N°326)

RASRLQS
(SEC ID N°329)

KASSLQS
(SEC ID N°332)

NASHLQS
(SEC ID N°335)

KASWLQS
(SEC ID N°338)

51

CDR3

QQTYSVPPT
(SEC ID N°303)

QQTYRIPPT
(SEC ID N°306)

QQVVYWPVT
(SEC ID N°309)

QQVRKVPRT
(SEC ID N°312)

QQGLYPPIT
(SEC ID N°315)

QQNVVIPRT
(SEC ID N°318)

QQSAVYPKT
(SEC ID N°321)

QQRLLYPKT
(SEC ID N°324)

QQRARWPRT
(SEC ID N°327)

QQVARVPRT
(SEC ID N°330)

QQYVGYPRT
(SEC ID N°333)

QQTTYYPIT
(SEC ID N°336)

QQVLYYPQT
(SEC ID N°339)

¢Seuneaen
biacore ?

¢Captura la
HAS
biotinilada?

v los 4 se
unen

v/ ambos se
unen



dAb (toda la
MSA biotinilada
de captura)

11,

12,

17,

18,

16, 21

25,26

27,

55,

Biblioteca 1 (y
2) de Vu (molde
(simulada)

8,10

36,

En todos los casos los marcos eran idénticos a los marcos en la secuencia ficticia correspondiente, con diversidad

H o k |CDR1

LRSLK
(SEC ID N°340)

FRHLK
(SEC ID N°343)

RKYLR
(SEC ID N°346)

RRYLN
(SEC ID N°349)

IKHLK
(SEC ID N°352)

YYHLK
(SEC ID N°355)

YKHLK
(SEC ID N°358)

FKSLK
(SEC ID N°361)

XXYXXX
(SEC ID N°364)

WVYQMD
(SEC ID N°367)

WSYQMT
(SEC ID N°370)
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(continuacion)

CDR2

AASRLQS
(SEC ID N°341)

AASRLQS
(SEC ID N°344)

TASSLQS
(SEC ID N°347)

AASSLQS
(SEC ID N° 350)

GASRLQS
(SEC ID N°353)

KASTLQS
(SEC ID N°356)

NASHLQS
(SEC ID N°359)

NASYLQS
(SEC ID N°362)

XIXXXGXXTXYADS

VKG
(SEC ID N°365)

SISAFGAKTLYADS

VKG
(SEC ID N°368)

SISSFGSSTLYADS

VKG
(SEC ID N°371)

en las CDR como se indica en la tabla anterior.

52

CDR3

QQVVYWPAT
(SEC ID N°342)

QQVALYPKT
(SEC ID N°345)

QQNLFWPRT
(SEC ID N°348)

QQMLFYPKT
(SEC ID N°351)

QQGARWPQT
(SEC ID N°354)

QQVRKVPRT
(SEC ID N°357)

QQVGRYPKT
(SEC ID N°360)

QQVVYWPVT
(SEC ID N°363)

XXXX
(XXXX) FDY
(SEC ID N°366)

LSGKFDY
(SEC ID N°369)

GRDHNYSLFDY
(SEC ID N°372)

¢Captura la
¢Se une aen |[HAS
biacore ? biotinilada?
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De los ocho clones que unian la MSA en el biacore, dos clones que estan altamente expresados en E. colifueron
elegidos para el estudio adicional (véase el ejemplo 10).Secuencias de nucledtidos y de aminoacidos completas
para MSA16 y 26 se dan en la figura 16.

Ejemplo 10.Determinacion de la afinidad y la semivida en suero de raton de la union de dAb de MSA16 y
NSA26 a MSA.

Los dAb MSA16 y MSA26 se expresaron en el periplasma de E. coli y se purificaron usando absorcién por lotes a la
resina de afinidad de proteina-L agarosa (Affitech, Noruega) seguido de elucidon con glicina a pH 2,2.Los dAb
purificados se analizaron a continuacion por biacore de inhibicion para determinar la Kd. Brevemente, las MSA16 y
MSAZ26 purificadas se analizaron para determinar la concentracion 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
las concentraciones requeridas de dAb, el antigeno de MSA a un intervalo de concentraciones en torno a la Kd
prevista se mezcld previamente con el dAb y se incubd durante la noche La unién al chip de BlAcore recubierto de
MSA de dAb en cada una de las premezclas se midié después a una alta velocidad de flujo de 30 pl / minuto. Las
curvas resultantes se usaron para crear graficos Klotz, que dieron una Ky estimadadde 200 nM para MSA16 y 70 nm
para MSA 26 (Figura 17 Ay B).

A continuacion, los clones MSA16 y MSA26 se clonaron en un vector de expresion con la etiqueta HA (secuencia de
acido nucleico: TATCCTTATGATGTTCCTGATTATGCA (SEC ID N° 373) y la secuencia de aminoacidos:
YPYDVPDYA (SEC ID N° 374) y 2-10 mg cantidades eran expresado en E. coliy se purificd a partir del sobrenadante
con proteina L-resina de afinidad de agarosa (Affitech, Noruega) y se eluyé con glicina a pH 2,2.Semivida en suero
de los dAb se determin6 en el raton.MSA26 y MSA16 se dosificaron como inyecciones iv individuales en aprox
1.5mg/kg en ratones CD1.Analisis de los niveles en suero fue de anti-HA (Abcam, UK) de captura de cabra y la
proteina L-HRP (Invitrogen) de deteccion ELISA que fue bloqueado con un 4% Marvel.Lavado estaba con 0,05% de
Tween PBS. Las curvas de calibracién 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 demostré MSA-26 tenia un t1/2a de 0.16hr, un t1/23 de 14.5hr y un area bajo la curva (AUC) de
465hr.mg/ml (datos no mostrados) y MSA-16 tenido un t1/2a de 0.98hr, un t1/28 de 36.5hr y una AUC de
913hr.mg/ml (figura 18).Ambos clones anti-MSA habian prolongado considerablemente la semivida en comparacion
con HEL4 (un dAb anti-lisozima blanca de huevo de gallina) que tenia una t1/2a de 0,06 h, y un t1/23 de 0,34 h.

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

Este ejemplo describe un procedimiento para la fabricacion de VH- VHy Vk-Vk especificos duales como fragmentos
de tipo Fab.Antes de construir cada uno de los Fragmentos de tipo Fab descritos, los dAb que se unen a dianas de
eleccion fueron seleccionados primero a partir de bibliotecas de dAb similares a los descritos en el ejemplo
9.AVHdADb, 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 TNFa (sistemas de | + D y) también se aislé. Las secuencias de éstos se dan en la lista
de secuencias. Un dAb de Vk que se une TNFa (-5-19 TAR1) se aislé por seleccién y maduracion de afinidad y la
secuencia también se expone en la lista de secuencias.Un segundo dAb de Vk (MSA 26) descrito en el ejemplo 9
cuya secuencia esta en la figura 17B se utilizé también en estos experimentos.

Los ADN de vectores de expresion que contienen los cuatro dAb descritos anteriormente se digirieon con las
enzimas Sall y Notl para escindir el ADN que codifica el dAb. Una banda del tamafio esperado (300-400 pb) se
purificé pasando la digestion en un gel de agarosa y escindiendo la banda, seguido de purificacion en gel utilizando
el kit de purificacion en gel de Qiagen (Qiagen, Reino Unido).A continuacién, se inserta el ADN que codifica para los
dAb en cualquiera de los C o vectores de Ck (figs. 8 y 9) como se indica en la tabla a continuacion.

Tabla 9.
dAb Antigeno diana dAb Vxo dAb |Insertado en el cola (C |Resistencia a los
Vk vector terminal) antibioticos
HEL4 |Lisozima de huevo de |Vy Cx Myc Cloranfenicol
gallina
TAR2- |Receptor de TNF Vh Ck Marcador Ampicilina
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(continuacion)

dAb |Antigeno dAb Vuo dADb |Insertado en el |cola (C terminal) Resistencia a los antibioticos
diana Vk vector

TAR1-5-19 |TNF a Vk Cx Myc Cloranfenicol

MSA 26 Seroalbumina de ratén | Vk Ck Marcador | Ampicilina

Las construcciones VyCh y Vi 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 lineas celulares cotransformed se
cultivaron durante la noche (en 2x TY que contenia 5% de glucosa, cloranfenicol y ampicilina 100ug/ml 10ug/ml para
mantener la seleccion de antibiéticos, tanto para CHy plasmidos Ck).Los cultivos de una noche se usaron para
inocular medio fresco (2x TY, 10ug/ml cloranfenicol y 100ug/ml ampicilina ) y se hicieron crecer a OD 0,7-0,9 antes
de la induccion mediante la adicion de IPTG para expresar su CHy Ck construye.Expresado como Fab fragmento fue
purificado a continuaciéon a partir del periplasma por la proteina A de purificacion (por la contransformed VHCHy
VHCK) y MSA de purificacion de resina de afinidad (para la contransformed Vk CHy Vk Ck).

Doble especificidad Vy-Vu

La expresion de Vy Ch and Vy Ck de doble especificidad se analizd pasando la proteina por un gel. El gel se
transfirid y se pudo detectar una banda del tamafo previsto para el fragmento Fab sobre la transferencia Western
mediante la cola myc y la cola flag, lo que indica que las partes Vi Ch y Vi Ck 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
mismo fragmento de tipo Fab, una placa de ELISA se revistié durante la noche a 4 °C con 100 pl por pocillo de
lisozima de huevo de gallina (HEL) a 3 mg/ml in en tampdn d e bicarbonato sédico. La placa se bloqued después
(como se describe en el ejemplo 1) con 25 de tween PBS, seguido de incubacion con el fragmento de tipo Fab de
doble especificidad Vi Ch /VH Ck. La deteccion de la union de la doble especificidad a HEI se produjo a través de la
cadena no afin usando 9e10 (un anticuerpo monoclonal que se une a la cola de myc, Roche) el complejo anti- IgG-
HRP de raton (Amersham Pharmacia Biotech). La sefial para el fragmento de tipo Fab de doble especificidad Vi Cx
/Vu Ck fue 0,154 en comparaciéon con una sefal de fondo de 0,069 para la cadena Vu Ck expresada sola. Esto
demuestra que el fragmento de tipo Fab tiene especificidad de unién por el antigeno diana.

Especificidad doble V-V

Después de purificar el fragmento de tipo Fab con especificidad doble Vk Cx y Vk Ck cotransformado en una resina
de afinidad por MSA, la proteina resultante se us6 para sondar una placa de ELISA revestida con 1 pg/ml de TNFa y
una placa de ELISA revestida con 10 yg/ml de MSA. Como se ha predecido, en ambas placas de ELISA habia
sefiales por encima de la basal cuando se detect6 con la proteina L-HRP (datos no mostrados). Esto indic6é que la
fraccion de proteina capaz de unirse a MSA (y, por tanto, purificarse en la columna de afinidad de MSA) también
podia unirse al TNFa en un ELISA posterior, lo que confirma la especificidad doble del fragmento de anticuerpo. Esta
fraccion de proteina se us6 después para dos experimentos posteriores. En primer lugar, una placa de ELISA
recubierta con 1 yg/ml de TNFa se sondé con un fragmento Fab de V(Ch y Vi C« de especificidad doble y y también
con un dAb control de unién a TNFa a una concentracion calculada para dar una sefial 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 sefial en el pocillo de doble especificidad se redujo en mas del 50%, pero la sefial en el pocillo de
dAb no se redujo en absoluto (véase la figura 19a). La misma proteina también se introdujo en el ensayo de los
receptores con y sin MSA y la competencia por MSA también se demostré (véase la Figura 19c). Esto demuestra
que la unién de MSA al de especificidad doble es competitiva con la unién al TNFa.

Ejemplo 12. Creacion de una especificidad doble Vk- Vk unida por cys con especificidad doble especifica de
seroalbumina de ratén y TNFa

Este ejemplo describe un procedimiento para fabricar un fragmento de especificidad doble especifico de
seroalbumina y de TNFa de ratén mediante acoplamiento quimnico 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 cisteina 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 proteina L-agarosa (Affitiech, Noruega). Los dAb marcados con cisteina se redujeron después con
ditiotreitol. EI dAb TAR1-5-19 se acoplé después con ditiodipiridina para bloquear la reformacién de los enlaces
disulfuro en la formacién de los homodimeros PEP 1-5-19. Los dos dAb diferentes se mezclaron a continuacion a un
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Ph 6,5 para estimular la formacion de enlaces disulfuro y la generacion de heterodimeros TAR1-5-19, MSA16 unidos
por cys. Este procedimiento para producir conjugados de dos proteinas distintas se describié 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 heterodimeros se separaron de las especies monoméricas mediante
intercambio catiénico. La separacion se confirmé mediante la presencia de una banda del tamafo previsto en un gel
de SDS. Las especies heterodiméricas resultantes se analizaron en el ensayo de recepores de TNF y se encontrd
que tenian una CI50 para neutralizar el TNF de aproximadamente 18 nM. A continuacion, el ensayo de receptores
se repitié con una concentracion constante del heterodimero (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 causé6 una reduccion en la capacidad del
dimero para inhibir el TNFa. Sin embargo, la adicion de MSA produjo una reduccion dependiente de la dosis en la
capacidad del dimero para inhibir TNFa (Figura 20). Esto demuestra que MSA y TNFa compiten por la unién al
dimero 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.

Ejemplo 13
Actividad de dAb anti-TNFR1 de ratén y dAb anti-TNFR1 humano
Tabla 10 Actividad de los dAb anti-TNFR1 de ratdn

dAb Actividadd (CI50)

Ensayo de células L929 Ensayo de unioén a receptor
TAR2m-19 10 uM 2uM
TAR2m-20 n/d 150 nM
TAR2m-21 400 nM n/d
TAR2m-24 1uM 1,3 uM
TAR2m-21-23 1nM 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
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Tabla 11 Actividad de los dAb anti-TNFR1 humano

dAb Actividad (CI50)

Ensayo de células Hela IL-8 Ensayo de union 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 5nM
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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(continuacion)

dAb Actividad (CI50)
Ensayo de células HelLa IL-8 Ensayo de unién 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 liberacion 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 induccion de la secrecion 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 induccion de
IL-8 por IL-1 en HUVEC. La actividad de los dAb se analizé evaluando la induccion de I-8 por el TNFa humano
usando células MRC-5 en lugar de la linea celular HUVEC. En pocas palabras, las células MRC-5 se sembraron en
placas de microtitulacién y las placas se incubaron durante la noche con dAb y TNFa humano (300 pg/ml). Tras la
incubacion, el sobrenadante del cultivo se aspird y la concentracion de IL-8 en el sobrenadante se midié mediante un
ELISA de tipo sandwich (R&D Systems). La actividad de dAb anti-TNFR1 tuvo como resultado una disminucion de la
secrecion de IL-8 en el sobrenadante en comparacién con los pocillos control que se incubaron solo con TNFa.

Ejemplo 14. Modelo de shock séptico en ratones

La eficacia in vivo de un dAb anti-TNFR1 se evalué en un modelo experimental bien establecido para el sindrome
del shokc séptico (Rothe et al., Circulatory Shock 44:51-56, (1995)). La muerte inducida por LPS en este modelo
depende de la activacion de TNFR-1 (p55). En este modelo, se sensibilizé a los ratones a la toxicidad de LPS
usando D-galactosamina (D-GalN). 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-GalN, Sigma, EE.UU.) se inyectaron por via
intraperitoneal. Los ratones control sensibilizados con D-Ga1N (10 mg/ratén) murieron en 18 horas después de la
exposicion a LPS (10 ng). La mortalidad de los ratones no sensibilizados se registré en un periodo de 1 dia después
de la exposicion.

Los ratones recibieron un ligando de doble especificidad que se une a TNFR1 de ratén y a seroalbumina de raton
(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 administracion de
LPS. (Véase la Tabla 12). La supervivencia se monitoriz6 a intervalos de 4-6 horas en un periodo de 48 horas. La
eficacia de los dAb anti-TNFR1 de ratéon se demostré mediante la supervivencia.

Tabla 12.
Grupo de |Agente y dosis Dosis de LPS | Numero de |NUmero de
tratamiento por raton (ng) animales supervivientes a las 24 h
1 Solucién salina 10 8 0/8
2 10 mg/kg ENBREL® (entarecept; |10 8 8/8

Immunex Corporation)
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(continuacion)

Grupo de |Agente y |Dosis de LPS por raton | Numero de [NUmero de supervivientes a las
tratamiento dosis (ng) animales 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
ratén que esta unido a través de un ligador peptidico a un dAb que se une a la seroalbumina de raton. Una
secuencia de nucledtidos que codifica TAR2m-21-23 3U TAR7m-16 y la secuencia de aminoacidos del ligando con
especificidad doble se presentan mas adelante como la SEC ID SEC ID N° 375 y la SEC ID N°376, respectivamente.
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCG

TCTCTCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTAATAGGTATAGTATGGGGTGGCTCC
GCCAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCACGGATTGATTCTTATGGTCGT
GGTACATACTACGAAGACCCCGTGAAGGGCCGGTTCAGCATCTCCCGCGACAATTC
CAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCCGTAT
ATTACTGTGCGAAAATTTCTCAGTTTGGGTCAAATGCGTTTGACTACTGGGGTCAG
GGAACCCAGGTCACCGTCTCGAGCGGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCAGCGG
CGGTGGCGGGTCGACGGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCAT
CTGTAGGAGACCGTGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGAGCATTATTAAGCAT
TTAAAGTGGTACCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGGTGC
ATCCCGGTTGCAAAGTGGGGTCCCATCACGTTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAG
ATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGCTACGTACTACTGT
CAACAGGGGGCTCGGTGGCCTCAGACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAA
ACGGGCGGCCGCAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAAT (SEQ ID

NO:375)
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTENRY SMGWLRQAPGKGLEWVSRIDSYGR

GTYYEDPVKGRFSISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKISQFGSNAFDYWGQ
GTQVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSTDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQS I IKH

LKWYQOKPGKAPKLLIYGASRLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYC
QOGARWPQTFGQGTKVEIKRAAAEQKLISEEDLN (SEQ ID NO:376)

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 inhibicién de la actividad del receptor in vivo, y los resultados demuestran que el efecto
dependia de la dosis. Ademas, la eficacia del tratamiento con TAR2m-21-23 3U TAR7m-16 se compard
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 exposicion a LPS) también demuestra que TAR2m-21-
23 3U TAR7m-16 no era toxico y no era agonista del receptor in vivo mediante reticulacién con el receptor.

Otros estudios confirmaron que los dAb anti-TNFR1 no son agonistas de TNFR1 (actdan como agonistas de TNFR1)
en ausencia de TNFa. Las células L929 se cultivaron en medio que contenia un intervalo de concentraciones del
monomero TAR2m-21-23, el monémero 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 monémero TAR2m-
21-23 reticulado por el anticuerpo anti-myc, el dAb y el anticuerpo se mezclaron en una proporcién de 2:1 y se pre-
incubaron durante una hora a temperatura ambiente para simular los efectos de la reticulacion 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
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 1gG 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 cronicas

A. Modelo de artritis inducida por colageno en ratones

Se inyecto6 en ratones DBA / 1 una vez una emulsién de adyuvante Arthrogen-CIA y colageno Arthrogen-CIA (MD-
Biosciences). El dia 21, se retid del estudio a los animales con puntuaciones artriticas altas y el resto de los
animales se dividieron en grupos de 10 con un nimero igual de animales machos y hembras .El dia 21 comenzaron
los tratamientos con inyecciones intraperitoneales de o bien solucién salina, ENBREL ® (entarecept; Immunex
Corporation) o TAR2m-21-23 40K PEG y continuaron durante 28 dias. Se midieron las puntuaciones artriticas
clinicas en una escala de 0 a 4 para cada una de las 4 extremidades de los animales, se le asigné una puntuacion
de 0 para una extremidad normal y una puntuacion de 4 se asigné para una extremidad con inflamacion maxima y
afectacion de multiples articulaciones.

Una reduccién de la suma de las puntuaciones artriticas de los cuatro miembros con respecto a la maxima 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
modelo. Un efecto beneficioso puede resultar es una suma de las puntuaciones artriticas 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 aparicion de la artritis, en comparacién con el
grupo control no tratado, es también un efecto beneficioso en este modelo.

Las puntuaciones clinicas claramente han demostrado que el tratamiento con TAR2m-21-23 40K PEG tenia un
impacto muy favorable de inhibicién del desarrollo de la artritis en comparacién con el control de solucién salina, y
por otra parte, el impacto del tratamiento con TAR2m-21-23 40k PEG se comparé favorablemente con ENBREL ®
(entarecept; Immunex Corporation). Esta es la primera demostracion de la inhibicion del TNFR1 eficaz en el
tratamiento de un modelo de enfermedad inflamatoria cronica.

B. Modelo AARE de Ell y artritis en raton

Los ratones que llevan una delecion dirigida en los elementos 3 ' ricos en AU (ARE) del ARNm de TNF (que se
denominan ratones TNFAARE) sobreproducen TNF y desarrollan una enfermedad intestinal inflamatoria que es
histopatolégicamente 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 clinicos de artritis reumatoide.

En los dAb que se unen al TNFR-1 de raton se evalué la eficacia en la inhibicion de la patologia de tipo Crohn y la
artritis en ratone Tnf**"®. ENBREL ® (entarecept; Immunex Corporation) se utilizé como control positivo.Los agentes
se administraron mediante inyecciones intraperitoneales de acuerdo con la administracion y régimen de dosificacion
presentado en la Tabla 13.

Los dAb estudiados incluyen:
1) TAR2m-21-23 PEGilado con un resto de PEG de 40 kD;

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

Tabla 13.
Grupo Tratamiento Dosis Numero de Numero de
dosis animales
6 ENBREL ® (entarecept; Immunex Corporation) 10 mg / kg 8 10
(administrada 3 veces / semana)
5 TAR2m21-23 40 kD PEG (administrada dos veces / 1mg/kg 8 10

semana)
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(continuacion)

Tratamiento Dosis Numero de Numero de | Tratamiento
dosis animales

4 TAR2m21-23 40 kD PEG (administrada dos veces / 10 mg / kg 8 10
semana)

3 TAR2m-21-23 3U TAR7m-16 (administrada dos veces / 1mg/kg 8 10
semana)

2 TAR2m-21-23 3U TAR7m-16 (administrada dos veces / 10 mg / kg 8 10
semana)

1 Solucién salina NA 8 10

A la conclusion del periodo de dosificacion, se sacrifico a los ratones se extirparon y los ileon terminales y los colon
proximales para el analisis.

Para el analisis histologico, las muestras de tejido se seccionaron y se tifieron con hematoxilina y eosina, y la
inflamacién aguda y crénica se puntuara usando un sistema semicuantitativo de puntuacion. Las puntuaciones se
asignaran del siguiente modo: puntuacioén de la inflamacion 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 extension por debajo de la capa muscular de la mucosa; 4 =
> 30 PMN / HPF en mucosa o > 20 PMN / HPF con extension debajo muscular de la mucosa; inflamacién crénica y
marco 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 extension 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 extension
debajo muscular de la mucosa o hiperplasia folicular.

Los signos macrofenotipicos de la artritis se puntuaron semanalmente de acuerdo con el siguiente sistema: 0 = sin
artritis (aspecto y flexion normales); 1 = artritis leve (distorsién de la articulacion); 2 = moderado artritis (hinchazén,
deformacion de las articulaciones); 3 = artritis intensa (movimiento gravemente alterado).

El dAb de TAR2m-21-23 demostré buena eficacia in vivo en el modelo delta ARE de artritis en ratén, como un
monomero 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 artriticas de ambos grupos tratados TAR2m-
21-23 y el TAR2m-21-23-3U TAR7m 16 fueron menores de 0,4. Por el contrario, el grupo control con solucion salina
tenia artritis de moderada a grabe, con una puntuaciéon media de artritis que fue > 1,0. El grupo tratado con ENBREL
® (entarecept; Immunex Corporation), que se administré 3 veces por semana en comparacion con TAR2m-21-23 y
la TAR2m-21-23 3U TAR7m-16 que se administraron dos veces por semana, tuvo una puntuacién 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
altamente eficaz, y que los formatos de dAb tanto pegilado decoro de especificidad doble estudiados son farmacos
altamente eficaces para la enfermedad inflamatoria crénica. Ademas, estos resultados demuestran ademas que los
dAb que se unen a TNFR1 solo se enganchan al receptor de una manera antagonica.

C. Modelo DSS de Ell de ratén

Se indujo Ell en ratones mediante la administracion de sulfato de dextrano sédico (DSS) en el agua de bebida.
(Véase, por ejemplo, Okayasu . 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 estabularan durante 2 semanas para
estabilizar sus ritmos circadianos. Todos los ratones se mentendran en jaulas ventiladas individualmente en una
unidad de barrera especifica sin patégenos (SPF) con un cilo de luz:oscuridad de 12 horas. Se permitira a los
animales comer y beber ad libitum.

El estudio tendra una duracion de 7 dias. El agua de bebida contendra DSS al 5% durante todo el estudio. Todos los
animales seran tratados en los dias 1 a 7 por la mafana (09:00-10:00) y por la noche (16:00/17:00). (Véase el tabla
2 14.) El dia 1 es equivalente a una unica dosis profilactica. Todos los animales se pesaran diariamente y se anotara
cualquier incidencia de diarrea. Todos los animales seran sacrificados 24 horas después del ultimo tratamiento y se
les administrara un pulso de bromodesoxiuridina 40 minutos antes de su sacrificio. Se extirpara de los animales las
partes distales de los intestinos gruesos. Una muesra pequefia de la porcion distal del intestino grueso se colocara
en el "RNAlater", y el resto se fijara en fijador de Carnoy, se incluira en parafina, se seccionara (secciones no en
serie por portaobjetos) y se tefiirda con hematoxilina y eosina. Las secciones se evaluaran visualmente para
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determinar la gravedad de la Ell y se les asignara una puntuacion de gravedad. El andlisis histométricos se llevara a
cabo y se determinara la media del area de la lesion (area de la ulcera), la media del area epitelial, y la media del
area inflamatoria intramural.

Se usaran secciones transversales tefiidas con H y E del intestino grueso para registrar una serie de dimensiones de
tejido utilizando un microscopio Zeiss Axiohome, que permite la cuantificacion exacta de las zonas. Para cada
seccion transversal, se midio el area de epitelio mas lamina propia y el area de tejido conectivo. A continuacion, se
mide el area epitelial por separado, con la diferencia de la zona de la lamina propia. En el tejido normal de la
contribucion relativa de este tejido a la superficie es de 10%, pero aumenta a medida que aumenta la inflamacién. La
proporcion relativa de epitelio: lamina propia, por lo tanto cambia.

Con el aumento de la gravedad de la profundidad de esta area se estrecha (lo que contribuye a la ulceracion) y la
longitud del colon se acorta. En conjunto, estos fenédmenos hacen que el area de seccién transversal del lumen
aumente. Este parametro puede ser, por tanto, también una medida util de la gravedad de la enfermedad.

Las muestras de tejido se observaran microscopicamente y se les asignara una puntuacion de gravedad, donde 0 =
sin inflamacion; 1 = leve inflamacion alrededor de la base de la cripta; 2 = infiltracion inflamatoria masiva y alteracion
de la arquitectura de la mucosa; 3 = la infiltracion inflamatoria masiva y la arquitectura de la mucosa alterada mas
ulceracion.

La eficacia se indica en este modelo cuando el tratamiento produce una reduccion de la puntuacién de la gravedad,
con respecto a la puntuacion de la gravedad del grupo control de solucién salina. Por ejemplo, la puntuacion 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 indicaria por una puntuacién de alrededor de 2 o menos, 1 a
aproximadamente 2, o 1 o menos.

9 grupos de 6 animales se trataran 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 solucién 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 + solucion salina con sonda oral
7 DSS en el agua de bebida + ip dosificacion + ve control, por ejemplo esteroides
8 DSS en el de bebida + sonda oral + ve control por ejemplo, acido 5 -aminosalicilico o similar
9 Animales sin tratar

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

D. Modelo en ratén de enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)

Se evaluara la eficacia de los dAb anti-TNFR1 en la progresion de la enfermedad en un modelo subcrénico con
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 raton mediante inyecciones intraperitoneales cada 48 horas (a partir de 24 horas
antes de la primera exposicion al TS) y seran administraan en el formato de la semivida en suero prolongada (por
efemplo, ligando PEGilado, de doble especificidad comprende dAb anti-SA).

Alternativamente, el dAb anti-TNFR1 se administrara por via intranasal cada 24 horas (a partir de 4 horas antes de la
primera exposicion al TS) y se administrara en forma de mondémero de dAb. ENBREL ® (entarecept; Immunex
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Corporation) se utilizara como control positivo. La exposicion a TS sera diaria y el estudio tendra una duracion de 1 a
2 semanas. (Véase, por ejemplo, Vitalis et al., Eur. Respir. J., 11:664-669 (1998).) Tras la uUltima exposicion al TS, el
lavado broncoalveolar se analizara para realizar los recuentos celulares totales y diferenciales para incluir las
subpoblaciones de neutrdfilos, eosindfilos, macrofagos y linfocitos T. Los lI6bulos pulmonares se fijaran en formalina
tamponada al 10% y las secciones de tejido se analizaran para ver el aumento de tamafio de los alveolos y los
conductos alveolares, el engrosamiento de las pareces de las vias respiratorias pequefas y los recuentos celulares
para incluir las subpoblaciones de neutrdfilos, eosinodfilos, macréfagos y linfocitos T. La eficacia sera evidente
mediante una reduccién del niumero de subpoblaciones de neutréfilos, eosindfilos, macrofagos y linfocitos T que
estaban elevadas por la exposicion a TS y una reduccion en el agrandamiento inducido por TS de los alveolos y los
conductos alveolares y el engrosamiento de las paredes de las vias respiratorias pequefias.

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

Los dimeros TAR2m21-23 se prepararon mediante la produccién de una forma de TAR2m21-23 que contenia un
residuo de Cys en el extremo carboxi usando los procedimientos descritos en el Ejemplo 8. La proteina (TAR2m21-
23CYS) se expreso en Pichia y se purificd usando Streamline Proteina A. El analisis SDS-PAGE en condiciones no
reductoras mostréo que ~ 40-50% de la proteina estaba presente en la solucion como un dimero. El dimero se
purificé adicionalmente mediante cromatografia de filtracion en gel.

2 mg de proteina se concentraron hasta aproximadamente 250 pl y se aplicé a una columna de filtracion en gel
Superdex 75 HR (Amersham Bioscience) que previamente se habia 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 elucién de la proteina de
la columna se monitorizé a 280 nm vy las fracciones que contenian el dimero se identificaron mediante SDS-PAGE
no reductora.Las fracciones que contenian dimeros 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 biolégica del dimero TAR2m21-23 se comparo con la forma monomérica TAR2m-21-23 en el ensayo de
citotoxicidad de L929. En este ensayo, se evalud la inhibicion de la citotoxicidad inducida por TNF de las células
L929 de ratdon por el mondmero TAR2m21-23 y el dimero TAR2m21-23, y los resultados se expresaron como la
concentraciéon de mondémero dAb o el dimero que inhibia la citotoxicidad en un 50% en el ensayo (dosis de
neutralizacion al 50, DN50).

El dAb monomérico tenia una DN50 de aproximadamente 600 pM en el ensayo. La DN50 de del dAb dimérico
(dimero TAR2m21-23 ) era aproximadamente 10 veces inferior (DN50 alrededor de 60-70 pM) en el ensayo.Estos
resultados muestran que Dimero TAR2m21-23 tenia una afinidad significativamente mejorada para la superficie
celular de TNFR1 en comparacion con el monémero dAb. Los resultados indican que el dimero 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 multimerizacion tiene como resultado una mejora de la inhibicion del TNFR1.

A continuacion, el formato dimérico (dimero TAR2m21-23 ) se analiz6 para ver si aparecia algun signo de agonismo
del TNFR1, es decir, la capacidad de causar la reticulacion del TNFR1 e iniciar sefializacion intracelular y la muerte
celular. Esto se logré usando un ensayo de citotoxicidad de células L929 modificado en la que no se afiadié TNF-q,
pero los anticuerpos anti-TNFR1 o los formatos de dAb se alizaron para ver si eran agonistas del TNFR1 e inducian
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 dimero
TAR2m21-23 se analizaron en el ensayo.

El anticuerpo AF-425-PB activd el TNFR1 e indujo citotoxicidad en el ensayo con una DN50 de aproximadamente
100 pM. Incluso el anticuerpo antagonista MAB430 produjo reticulacion rel receptor y la muerte celular en el ensayo
con una DN50 de aproximadamente 10 nM. En contraste, el dimero TAR2m-21-23 no caus6 ninguna muerte celular
en el ensayo, incluso cuando esta presente a concentraciones muy altas (> 1uM).Estos resultados muestran que el
dimero TAR2m21-23 no es agonista del TNFR1.

Los resultados indican que los dimeros, trimeros u otros multimeros 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 multimeros de los dAb que se unen al dominio 1 del TNFR1, tales como
el dimero TAR2m21-23 , pueden unirse a dos moléculas de TNFR1 (al igual que los anticuerpos que actuaban como
agonistas en el ensayo) y que la union del dominio u epitopo diana en el TNFR1 (dominio 1) impidi6 la estrecha
asociacion estrecga de las cadenas del receptor que se requiere para la iniciacion de la sefalizacion del TNFR1.
Esta propiedad es Unica para una molécula bivalente en que es capaz de reticular el TNFR1 en la superficie celular
y, sin embargo, no causar sefalizacion del TNFR1 y la muerte celular.

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

Los dAb de secuencia conocida se expresaron en E. coli y se purificaron con la resina de Proteina A Streamline.
Después de la elucién en Tris-Glicina, los dAb se hicieron fluir sobre un chip de SPR en el que se habia 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 revistid
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 deteccion y la sustraccion de la unién no especifica.

Los dAb se hicieron fluir sobre las celdas de flujo 4 en serie (es decir, la celda de flujo 1, a continuacién, 2, 3 y
finalmente 4) con las diferencias de respuesta entre las células de flujo 2 y 1 medidas y también se midieron las
diferencias de respuesta entre las células de flujo 4 y 3. La primera es una medida de la unién al TNFR1 humano y
la posterior unién al TNFR1 murino. Se observaron las curvas de unién especifica para determinar la unién tanto al
TNFR1 humano como al TNFR1 murino, la naturaleza de las curvas siendo tal que se observé una tasa de incio mas
rapida para el TNFR1 humano que para el TNFR1 murino. Las tasas off fueron muy similares. Una evaluacion de la
reactividad cruzada viene dada por el numero de unidades de respuesta (UR) logradas como maximo mediante cada
acontecimiento de unién. En este ejemplom la superficie de TNFR1 humano biotinilado comprendid
aproximadamente 900 UR de TNFR1 en la celda de flujo 2, mientras que la celda de flujo 4 comprendia
aproximadamente 1400 UR de TNFR1 murino. Como control, TAR2h-154-7, un dAb especifico humano a una
concentracion de 2 micromolar se unié a la superficie humana con una respuesta maxima de 385 UR, dando una
respuesta en la superficie del ratén de soélo 4,5 UR. La concentracién 2 micromolar de TAR2h-205 dio una respuesta
en la superficie humana de 435 UR y una respuesta en la superficie del ratéon de 266 UR.

Anexo 1; Polipéptidos que potencian la semivida in vivo.
Alfa-1 glucoproteina (orosomucoide) (AAG)
Alfa-1 Antiquimotripsina (ACT)
Alfa-1-antitripsina (AAT)

Alfa-1 microglobulina (proteina HC) (AIM)
Alfa-2 macroglobulina (A2M)

Antitrombina 11l (AT IIl)

Apolipoproteina A-1 (Apo A-1)
Apolipoproteina B (Apo B)
Beta-2-microglobulina (B2M)
Ceruloplasmina (Cp)

Complemento de componentes (C3)
Complemento de componentes (C4)
Inhibidor de la C1 esterasa (C1 INH)
Proteina C reactiva (CRP)

Cistatina C (Cys C)

Ferritina (FER)

Fibrindgeno (FIB)

Fibronectina (FN)

Haptoglobina (Hp)

Hemopexina (HPX)
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Inmunoglobulina A (IgA)

Inmunoglobulina D (IgD)
Inmunoglobulina E (IgE)

Inmunoglobulina G (IgG)
Inmunoglobulina M (IgM)

Cadenas Ligeras de Inmunoglobulina (kapa / lambda)
Lipoproteina (a) [Lp (a)]

Proteina de unién a manosa (MBP)
Mioglobina (Myo)

Plasminégeno (PSM)

Prealbumina (Transtiretina) (PAL)
Proteina de union a retinol (RBP)

Factor reumatoide (RF)

Amiloide sérico A (SAA)

Receptor de la transferrina soluble (sTfR)
Transferrina (Tf)

Anexo 2

Resumen de datos

OBJETIVO|dAb Constante de disociacién en el |Koff CI50 para el|DN50 para el ensayo de
equilibrio (Kd = Koff / Kon) ensayo de|neutralizacion basado en
ligando células
TAR1 Monémeros |[300 nM a 5 pM ges decir, 3 x|5 x 10"a 1 x/500 nM a 100|500 nM a 50 pM
TAR1 107a 5 x 107%), 50 nM,|[10” pM
preferiblemente a 20 pM
Dimeros Como monémero TAR1 Como Como Como monémero TAR1
TAR1 monomero monomero
TAR1 TAR1
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(continuacion)

OBJETIVO |dAb Constante de disociacion | Koff CI50 para el ensayo de ligando |[DN50 para el
en el equilibrio (Kd = Koff ensayo de
/ Kon) neutralizacion
basado en
células
Trimeros Como monémero TAR1 |Como Como monémero TAR1 Como
TAR1 mondémero mondémero
TAR1 TAR1
TAR1-5
TAR1-27
Mondémero 30 nM
TAR1-5-19
Homodimero Con (GlysSer)sligador = 20nm (=30 nM
TAR1-5-19
Con (GlysSer)sligador = 2 nm =3nM
Con (GlysSer)sligador = 10 nm|{=15nM
En el formato Fab = 1 nM
Heterodimeros Con (GlysSer)qligador =12 nM
TAR1-5-19
TAR1-5-19d2 = 2 nM =10nM
TAR1-5-19d3 = 8 nM
TAR1-5-19 d4 = 2-5 nM =12nM

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

Heterodimeros
TAR1-5

Con (GlyaSer)qligador
TAR1-5D1 = 30 nM
TAR1-5d2 = 50 nM
TAR1-5D3 = 300 nM
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(continuacion)

OBJETIVO|dAb Constante de| Koff CI50 para el ensayo de|DN50 para el
disociacion en el ligando ensayo de
equilibrio (Kd = Koff / neutralizacion
Kon) basado en

células
TAR1-5d4 = 3 nM =60 nM
TAR1-5d5 = 200 nM
TAR1-5d6 = 100 nM
En el formato Fab
TAR1-5CH d2CK = 30 nM
TAR1-5CK d3 CH = 100 nM
Homotrimero TAR1-5- 0,3nM 3-10 nM (por
19 ejemplo, 3
nM)

TAR2 Monémeros TAR2 Como mondémero| Como 500 nM a 100 pM 500 nM a 50
TAR1 mondémero pM

TAR1
TAR2-10
TAR2-5

Albumina |[Mondémeros Anti-SA 1 nM a 500uM, 1 nM a 500uM,

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

MM 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 transduccion de sefial a
través de TNFR1; (i) en el que dicho antagonista no innhibe la unién de TNFa 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 aminoacidos
que es al menos un 90% homologa a la secuencia de aminoacidos de TAR2h-205 (SEC ID N ° 627 en la Figura
271).

2. El antagonista de la reivindicacion 1, en el que dicho antagonista inhibe la muerte celular inducida por TNF-a en
un ensayo de citotoxicidad L929 estandar de la secrecion inducida por TNFa de IL-8 en un ensayo estandar HelLa IL-
8.

3. Un ligando que comprende un anticuerpo de dominio (dAb) definido en la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2.

4. El ligando de la reivindicacion 3, en el que dicho ligando comprende dichos dAb de union a TNFR1 y un resto de
prolongacion de la semivida.

5. El ligando de la reivindicacion 4, en el que el resto de prolongacion de la semivida es un resto polietilenglicol,
seroalbumina o un fragmento de la misma, receptor de transferrina o una porcién del mismo de unién a transferrina,
o un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que comprende un siito de unién para un polipéptido que potencia la
semivida in vivo.

6. El ligando de la reivindicacion 5, en el que resto de prolongacion de la semivida es un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo que comprende un siito de unién para seroalbumina o receptor Fc neonatal.

7. Un acido nucleico aislado que codifica un dAb o ligando como se define en una cualquiera de las reivindicaciones
1a6.

8. Un vector que comprende un acido 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 reivindicaciéon 8 o un acido nucleico de la reivindicacion 7.

10. Un procedimiento de producciéon de un polipéptido que comprende mantener una célula huésped de la
reivindicacion 9 en condiciones adecuadas para la expresion del acido nucleico recombinante o vector, por medio de
lo cual se produce un polipéptido.

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

12. Uso de un ligando de cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6 para la fabricacion de un medicamento para tratar,
suprimir o prevenir la enfermedad crénica inflamatoria, un trastorno autoinmune, enfermedad inflamatoria, la artritis,
esclerosis multiple, enfermedad inflamatoria del intestino, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, neumonia o
shock séptico.
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promotor RBS licler ligador  péptido gill
lac marcador

pIT1pIT2

s (W5 o —

REBS e :
CAGGARACAGCTATGACCATGATTACCCCRAGCTTS CATGCARATTCTATTTCARGGAGACAGTCATA ATG BAA TAC CTA
> : M K Y L
SfiT Neol

TTG CCT ACG GCA GCC GCT GGR TTG TTA TTA CTC GCG GCC _CAG CCG GCC ATG GCC GAG GTG TTT
» P T B A A G L L L L A A Q P A M A E WV £

XhoT E .- ligador
GAC TAC TGG GGC CAG GGA ACC CTG 6TC ACC GTC_TCG AGC GGT GGA GGC GGT TCA GGC GGR GGT
by W G Q G T L v T Vv -} 5 G ] G G 5 6 & G

: Sall T NetI

GGC AGC GGC GGT GGC GGG _TCG ACG GAC ATC CRG ATE ACC CAG GCG _GCC GCA GAR CAA ARA CTC
& 5§ 6 6 6 & § T D I @ M T @ A A A E Q0 K I

<

nueva sec. lig.

. HIS-tag
CAT CAT CAT CAC CAT CAC GGG GCC GCA
H H X H H H ¢ A A

{insercion solo en pIT2)

marcador myc Gen III
ATC TCA GRAA GAG GAT CTG RAT GGG GCC GCA TRAG ACT GTT GAR AGT TGT TTA GCA ARA CCT CAT
I § B B P L N & & A * T vV E s © L A K P F
& 3

sec. pHEN
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FIG. 4

ELISA de fago de un anticuerpo K8 ScFv de espéciﬁcida_d doble

1-HSA
2-APS
3-b-gal
4-Cacahuete
5-BSA
B-Lisozima
T Citocromo ¢

Antigenos

FIG. 5

ELISA soluble de un anticuerpo K8 ScFv de especificidad doble

27
1.84
1.6
1.4
1.2
2 4
0.8
——HSA
08 | ! —=—BSA
0.4 ——b-gal
02 . —x%-—Proteina A
0 v T - T T — e
0 100 200 300 400 500 800

Concentracién de K8 SsFy (nmol)
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FIG. 6

ELISA de ScFv soluble del clon I-(BVKI"JM sim

1.6 -
1,4 -
1.2 1
14
0.8
0,8 -
0.4 -

¥

0,2 1

F

1-BSA
2-b-gal
3-APS

4 Proteina A

Do

Antigenos

- FIG. 7

" RBY .
CAGGAAMCAGCTATGACCATGATTACGCCRAGC TTGCATGCAARTTCTATTTCAAGEAGACAGTCATA ATG AR TAC CTA
................ - M K Y L
LMB3
BELI Nool

TTG CCT ACG GCA GCC GCT GGA TTG TTA TTA CTC GCEB GCC CAG CCG GCC ATG GCC GAG GTG TTT
L P T A BA A @ L L L L A A Q P A M A E WV F

RhoT linker
GAC TAC TGG GEC CAG GGA ACC €TI0 @TC ACC GTC TCE AGC GGET GGA GAC GET TCA GGC GRA GET
D ¥ w ¢ Qg 6 T L V T VvV & & © 6 @ @ & G @ G

SalT : . Notl ) >
GGC AGC GGC GUT GGC GGE_TCG ACG GAC ATC CAG ATG ACC CRG GCE GCC GCA GAR CAA ARA CTC ™
&€ s ¢ 6 ¢ 6 § T D I @ M T @ A A A E @ K LI

= mmm—————— ———————— -

nueva sec. lig

His-tag ]
CAT CAT CAT CAC CAT CAC G806 GCC
H H H H H R G A R
({insercidn solo en el vector 2 del dominio V)
marcador myc Gen: IIT

ATC TCA GAA GAG GAT CTC AAT GGG GCC GCA TAG ACT GTT GAA AGT TGT TTA GUA AAA CCT CAT
I & B B D L N € A A * T V E & C L A K p H

sec pHEN
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SiiNeol ]
W
Qo

promotor RBS  lider = ligador gen CH marcadoray
lac myc ocre

vector CH

%] i

flag

tag
promotor RBS  lider : gen CK oex
lac . : ocre |

vector CK

EET of)——{ amp ]
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Unién a TNF (% control)

Unién a TNF (% control)
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FIG. 10

Ensayo del receptor de TNF
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FIG. 12

Ensayo del receptor de THNF
110 '

[ .
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FIG. 13

Secuencia VH simulada para la biblioteca 1

L I E
CTG TTG GAG
GAC AAC CTC

L 5 c
CTC TCC TGT
‘GAG AGG ACA

WV R

766 6TC CGC,

ACC CAG GCG

=] e} s
AGT GGT AGT

S
TCT
RAGA

A
GCA
CGT

Q i

CAG
GIC
G

GGT

G G G
GGG GGA GGC
CCC CCT CCG

LA 5 G
GCC TCC GGA
CGE AGG CCT

A P G
GCT CCA GGG
CGR GGT CCC

e &8 T
GGT AGC ACA

L
TTG
RRC

F
TTC
ARG

K
BAG
TTC

X
TAC

TCA CCA TCA

cca

CCA_TCG TGT

GGC
CCE

GTT

AAR
TIT

GTC
CRG

F T 1
TTC RCC ATC
AAG TGG TAG

N 8 L
AAC AGC CTG
ITG TCG GAC

X G

TAT GET GCT

ATA CCA CGA

TCG
AGC

5
AGC
TCE .

A

]
TCC
AGG

R
CGT
GCAR

TTT
AAR

R D N
CGT GRC ART
GCA CTG TTIA

A E
GCC GRG
CGG CIC

GRC
CTG

D Y
GAC TAC
CTG ATIG

ety
ACC

76

ATG

8
TCC
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T
ACC
TGG

G
GGC
CCG

v
GTA
CAT

T
ACC
TGG

GGT
CCa
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ATG

RAG
TTC

GCG
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CRG
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Q
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GTC

F
TTT
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L

CTa
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B
GCA
CGT

ARC
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FIG. 14

Secuencia VH simulada para la biblioteca 2

B v g L L E s G G G L VvV Q P G G
1 GAG GTG CAG CTG TTG GAG TCT GGG GGR GGC TTG GTA CAG CCT GGG GGG
CTC CAC GTC GAC AARC CTC AGA CCC CCT CCG ARC CAT GTC GGA CCC CCC

S L R L -8 c A A S G F T E 8 S Y
48 TCC CTG CGT CTC TCC TGT GCA GCC TCC GGA TTC ACC TIT AGC AGC TAT
RGG GAC GCA GAG AGG ACA CGT CGG AGG CCT ARG TGG ARAR TCG TCG ATR

A M 8 W VYV R Q A P .G K G L E W V¥
87 = GCC ATG_AGC TGG GTC CGC CAG GCT CCA GGG AAG. GGT CTA GAG TGG GTC
: CGG TAC TCC ACC CAG GCG GTC CGA GGT.CCC TTC CCA GAT CIC ACC CARG

s A I S _6G 8 G & & T ¥ Y A D s§5 VW
145 TCA GCT ATT AGT GGT AGT GGT GGT AGC ACA_TAC TAC GCA GAC TCC GTG
AGT CGA TAA TCA CCA TGA CCBR CCA TCGE TGT ATG ATG CGT CTG AGG CAC

K G R E T 1 5 R D N 5 K N T L Y
at. | RRAG- GGC CGG TTC RCC ATC TCC CGT GAC RBAT TCC AAG AAC ACG CTG TAT
TTC CCG GCC ARG TGG TAG AGG GCA CTG TTA AGG TTC TTE TGC GAC ATA

L © M N 5 L R A E D T AV Y Y c
1241 CTG CAA ATG AAC AGC CTG CGT GCC GAG GAC ACC GCG GTA TAT TAC TGT
GAC GTT TAC TIG TCG GAC GCA CGG CTC CTG TGG CGC CAT ATR ATG ACA

A K 8 ¥ € A X X X X F D Y W 6 0
289 GCG AAA AGT TAT GGT GCT NHNK NNK NNK NNMK TTT GAC TAC TGGE GGC CAG
CGC TTT TCA ATA CCA CCA NNK NNK NNK NNK AAR CTG ATG ACC CCG GTC

G T L v T v s 5
337 GGAR ACC CTG GTC ACC GIC TCG AGC
CCT TGG GAC CAG TGG CAG AGC TCG
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FIG. 15

Secuencia Vx simulada para la biblioteca 3

D I Q M T  Q s P 5 5 L S A 3 v G
1 GAC ATC CAG ATE ACC CRG TCT CCA TCC TCC CTG TCT GCAR TCT GTAR GGA
CT& TAG GTC TAC TGG GTC AGA GGT RGG AGE GAC AGR CGT AGA CAT CCT

D -3 v T T T c R R 3 Q 3 1.8 5 B
45 GAC CGT GTC ACC ATC ACT TGC CGG GCA AGT CAG AGC ATT AGC AGC TAT
CTG GCA CAG TGG TAG TGA ACG GCC CGT TCA GTC TCG TAA TCG TCG ATA

L N W Y Q@ © K P G K A P K L L I
a7 TTA BAT TGG TAC CAG CAG AARA CCA GGG ARR GCC CCT AAG CTC CTG ATC
AAT TTA ACC ATG GTC GTC TTT GGT CCC TTT CGG GGA TTC GAG GRC TAG

Y A A 5 8 L Q 8 G V P § R P § G
145 TAT_BCT GCA TCC AGT TTG CAA AGT GGG GTC CCA TCA CGT TIC AGT GGC
ATR CGA CGT AGG TCA RAC GTT TCA CCC CAG GGT AGT GCA RAG TCA CCG

s &€& & ¢ T°'D ® T L T I S5 8 L ©O P
193 AGT GGA TCT GGG ACA GAT TTC ACT CTC ACC ATC AGC AGT CT6 CAR CCT
TCA CCT AGA CCC TGT CTA RAG TGA GAG TGG TAG TCG TCA GAC GTT GGA

E 3] F A.T Y Y c o ¢ S8 ¥ 8 T P 'HN
241 ° GAA GAT TTT GCT ACG TAC TRC TGT CAA CAG AGT TAC AGT ACC CCT AAT
CIT CTA AAA CGA TGC ATG ATG ACA GTT GTC ICA ATC TCA TGE GGA TIA

‘T F 6 @ 6 T ¥ ¥ E I K R
288 ACG TTC GGC CAA GGG ACC AAG GTG GBRA ATC RAA CGG
TGC ARG CCG GTT CCC TGG TTC CAC CTT TAG TTT GCC
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FIG. 16

Secuencia de nucledtidos y aminoacidos de dAb anti MSA MSA 16 y MSA 26
A: MSA 16 '

GAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT CCA TCC TCC CTG TCT GCA TCT
D I g M T © &5 P 8 s . L = A8

GTR GGA GAC CGT GIC ACC ATC ACT TGC CGG GCAR AGT CAG AGC
v 6 D R ¥- T I T c R A 8 Qo 8

ATT RTT RAG CAT TTA ARG TGG TAC CRG CAG BAR CCRA GGG ABA
I I K H L K W.%X o Q K P & K

GCC CCT AAG CTC CTG ATC TAT GGT GCA TCC CGG TTG CAA RAGT
A P K L L I T = A 5 R Q s

GGG GTC CCA TCA CGT TTC AGT GGEC AGT GGA TCT GGG ACA GAT
G Vv P 8 R.F & G s G s G T B

TTC ACT CTC ACC ATC AGC AGT CTG CAA CCT GAA GAT TTT GCT
F T L T I 8 $ L © P E-D F A

'ACG TAC TAC TGT CAAR CAG GGG GCT CGG TGG CCT CAG ACG TTC
T ¥ ¥ C @ © & A R W P @ T

GGC CAA GGE ACC ARG GTG GAA ATC AAA CGG
G ¢ 6 T K V E I K R
B: MSA 26 : o

GAC ATC- CAG ATG ACT CAG TCT CCR TCC TCC CTG ICT GCA TCT
D I.. 2 M T Q s P s 5 A

GTA GGA GAC CGT GTC ACC ATC ACT TGC CGG GCA AGT CAG AGC -
v G B R WV T X T cC R & B g B

ATT TAT TAT CAT TTR AAG TGG TAC CAG CAG AAA CCA. GGG ARA
I ¥ ¥y H L K W X Q Q K F & K

GCC CCT AAG CTC CTG ATC TAT ARG GCA TCC ACG TTG CAA AGT
A P K L L I ¥ K A 8 L 9 =S

GGG GTC CCA TCR CGT TTC AGT GGC AGT GGA TCT GGG ACA GAT
[ed A4 =] 5 R F B e F-1 =4 g G T D

TTC ACT CTC ACC ATC AGC AGT CTG CAA CCT GRA GAT TTT GCT
F T L T it 8 5 L Q P E D F A

ACG TAC TAC TGT CRA CAG GTT CGG AAG GTG CCT CGG ACG TTC
T X Y © @ 9 VvV R K v P R T F
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Unién a TNF (% control)
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FIG. 20

Ensayo de receptor de TNF
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STAR2h-10 (SEQ ID NO:99)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCEGATTCACCTTTGAG~TGETATTGCATGGET ~TGEETCCGC

' CAGGCTCCAGGGRAGGGTCTAGAGTEGGTCTCA~ ~GCTATTAGTGGTAGTGGTCGTAGT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGEC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACARTTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA-~~~GTTAAGTTGGGCECGEAAGCCTAATTTTGACTAC ~ ~~TCGGEC
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

> TAR2h-12 (SEQ ID NO:100)
GAGGTGCAGCTGTTGEAGTCTGCEECGAGGCTTCCTACAGCCTGEGGCCCTCCCTECGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGTT~GCTTATARTATGGGG~TGGGTCCGC
CAGGCTCCRGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~ ~TTTATTGATATGTATGEGTGCTAAG
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC ~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACRATTCCARG
AACACGCTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGCETGCCGAGGATACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~CTTTGTTTGATGGATTGTTCTCGGGATATTTTTGACTAC~~~TGGGGT
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

> TAR21h-13 (SEQ ID NO:101}
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCETCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTCCT~GCTCGATCGAGATCTAT ~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGRAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~AGTATTGGTTGGCCGGGTGEGTGCT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC ~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACARTTCCARG
AACACGCTGTATCTGCARATCGARCAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~TATGGTCGTAATTTTGACTAC~~~TGGGGTCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGA
I cle

> TARZh-14 (SEQ ID NO:102)
GRGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGEGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAT ~CAGTATGATATGTCG~TGECTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~CTGATTGATCCGAGCGGTGGTCAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCu~CGGTT§ACCATCTCCCGCAACRATTCCAAG
ARCACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~ - ~CCGETTTTTTCTGATTCGCCTGCEETGCAGTTTGACTAC ~ ~ ~TGGGGT
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

> TARZ2h-16 (SEQ ID NO:103)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGGG~AATTATGATATGCAG~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGETCTCA~ ~TCTATTGATGCGGACTGGTGGTACT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCARATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGCAA~~~CGAGACTAATGCGTTTGACTAC~~~TGEGGETCAGGEAACCCTEGTCACCGTCTCGA
GC
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> TAR2h-17 (SEQ ID NO:104)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGEGGCAGGCTTGGTACABCCTGGEGEGTCCCIGCETCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGGT ~GGTTATCAGATGGGT ~TGGGETCCGT
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTTGAGTGEGTCTCA~~TTTATTGAT TTTACTGGTIGCGCAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACRATTCCARG
AACACGCTGTATCTGCARATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~TTGAGTGATGATCTTACTTTGCCTGAGCGETTTCCGTTTGACTAC ~ ~~TGGGGT
CAGGGRACCCTGGTCACCGTCTCGAGC ~
> TAR2h-18 (SEQ ID NQO:105)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGEGGAGGCTTGGTACACGCCTGGECGGETCCCTGCETCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGCT~GATTATAATATGACT~TGGETCCCC

CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~TGGATTGATCAGGAGGGTIGTTTTT
" ACATACTACGCAGATTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCCAGGATACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAR~——GATTTTTCGGCGGCTGTTATGCTTAGGACTAGTTTTGACTAC~~~TGGGGT
CAGGGAACCCTGGTCACCGETCTCGAGC

> TAR2h-19 {SEQ ID NO:106)
GAGGTGCAGCTGTTGGACTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGTCTCCGGATTCACCTTTCAT ~GATTATCGGEATCGTT ~TGGATCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~CAGATTAGTATTGATGGTCGTACT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCARG
AACACGCTGTATCTGCAAATGRACAGCCTGCCTGCCGAGCGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~AGGATTTTTGAGTTTGACTAC ~~~TGGGETCAGGCGARCCCTGGTCACCGTCTCGA
GC

> TAR2h-20 (SEQ ID NO:107)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTAGT ~GCGTATAATATGTCT ~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGARAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~GCTATTTCGCCGTCTGGTAATGAG
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCECCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCECTGCATGCCGAGRACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA ~~~GEGECTCGCEAGCCTTTTCGACTAC~ ~ ~TGGEGTCAGEGAACCCTEETCACCGTCT
CGAGC

> TAR2h-21 (SEQ ID NO:108) :
GAGGTGCAGCTGTTGCAGTCTGGECGAGGC TTCGGTACAGCCTGGGEGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTACT ~GAGTATAATATGEGT ~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGETCTCA~ ~TTTATTGGEGCATTCTGGTCAGCAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGETTCACCATCTCCCGCGACARTTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAATAGCCTGCGTGCCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGGAA~~~CTGARTAATTTGATGTTTGACTAC~~~TGGGGTCAGGGAACCCTGETCACCGTCT
CGAGC

FIGURA 22B

99



ES 2471943 T3

> TAR2h-22 (SEQ ID NO:109) |
GAGGTGCAGCTGTTGGAGT CTGCGEGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGETCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGAATTCACCTT TGGT ~GAGTATAATATGGCG~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGEGTCAAGAGTEGGTCTCA~ ~TTTATTTCTACGGETEATCATGTT
ACATACTACGCAGACTCCGTGRAGGGC~ ~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCARG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAG CCTGCATGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~-~TTTTCGGTGCGTTTTAGGTCGAGTATTTTTGACTAC ~~TGGEETCAGGGAACCT
TGGTCACCGTCTCGAGC

> TARZh-23 {SEQ ID NO:110)
GAGGTGCAGCTGTTGEAGTCTGGECEGAGGCTTEGETACAGCCTEEGEGETCCCTGCETCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATACACCTT TACT ~GAGTATACGATGGGT~TGEGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGCETCTAGAGTGGGTCTCA~~TGCATTGCTGTTGATGGTATTCAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG C~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAG CCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~ ~TTGGATTGGACGGCTAC TGATTTTTCTATTTTTGACTAC ~ ~TGGGGT
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

= TARZh-24 '(SEQ ID NO:111)
CGACGGTGCAGCTGTTGGACTCTCCEEEAGGCTTGGTACAGCCTGCGRGEGTCCCTCCETOTS
- TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTT TGCG~AATTATACTATGCTG~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGCAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~GTTATTAGTGCTGAGGGTCGGACT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG C~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACARTTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCARATGAACAG CCTGCCTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~ ~CTTAATATGAAGGCTACTAATT T TAAGGATTTTGACTAC ~~ ~TGGGGT
CAGGGRACCCTGGTCACCGTCTCGAGCT '

> TAR2h-25 ( SEQ ID NO:112)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGC’CTGGGGGGTCCCTG CGTCTC
TCCTGCGCAGCCTCCGGATTCACCTTTTCG~GAGTATGCEGATGCTT~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~CTTATTGATCGGACGGGTGTTATT
ACATACTACGCAGACTCCGTGRAGGGC ~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCARATGAACAGC CTGCGTGCCCAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~CGGCGATTATCAGTATCAT CTGTATCAGGATTTTGACTAC~~~CGGGGT
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCEAGC

> TAR2h-26 (SEQ ID NO:113)
GAGGTGCAGCTG'I"I‘GGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTC CCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTT'GCG~ACGTATAGTATEGGG~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGACTCGECTCTCA~~ATCATTGATCCEGAGGGTTATCAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC ~~CGGTTCACCATCTCCCGCCACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGC CTGCGTGCCGAGGACACCGCEGTATATTACTGT
GCGGAA~~ -ACGAATCGGCCTTTGACGTATMGCCTTGGTTI‘GACTAC~ ~~TGGGGT
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGCT

FIGURA 22C

100



ES 2471943 T3

> TAR2h-27 (SEQ ID NO:114)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGCGGEAGGCTTEGETACAGCCTGGEGGEGTCCCTGCGETCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTACT~GATTATAATATGGCT ~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGETCTAGAGTGGGTCTCA~~TTTATTAGTCAGCGAGGGETCATCAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGEC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT

GCGAAM~~~TTTAGTACTATTGCTACGTTGTCTCTGTTTGACTAC~ ~~TGGGGTCAGGGAR.CCC
TGGTCACCGTCTCGAGC

> TAR2h-29 (SEQ ID NO:115)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGEGAGGCTTGETACAGCCTGEGEGGTCCCTGCETCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGCT ~ACGTATAATATGGGT ~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~TCTATTGCGTGGCTTGGTTCTGAG
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCARG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT

- GCGAAA-~~~CATTGTAAGGCGGAGTGTACTGGGGATCTTTTTGACTAC ~~~TGGGGT
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

> TARZh-30 (SEQ ID-NO:116) _
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGGCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGEATTCACCTTTGGT ~ATTTATTCGATGGAT ~TGGETCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGETCTAGAGTGGETCTCA~~TCTATTTCGGGTGTTIGGTATGGAG
ACATACTACGCAGACTCCGTGRAGGGC~~CEGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCGAG
AACACGCTGTATCTCCARATGAACAGCCTCCETGCCGAGGATACCGCGGTATATTACTST
GCGAAA~~~CATTCTTATCCTACTCGGEEGTCETCATCTTTTTGACTAC ~~~TGGGGT
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC '

> TAR2h<32 (SEQ ID NO:117)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAG~TGGTATTGGATGGGT ~TGGGTCCGEL
CAGGCTCCAGGCAAGCGETCTAGAGTGGEGTCTCA~~GCTATCAGTGGTAGTGGTGGTAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~GTTAAGTTGGGGGGGGGEGCCTAATTTTGACTAC ~~ ~CGGGGEC
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

> TAR2h-33 (SEQ ID NO:118)
GAGGTGCAGCTETTGEAGTCTCEGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGETCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTCAT ~CGCTATTCTATGGGT ~TGEGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGETCTAGAGTGGGTCTCA~~GCTATTAGTTCTTCTGGTGETATC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCARG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCETECCCACGACACCEGCAGTATATTACTGT
GCGARA~~~TCGACGCAGGCGCAGGGEGCTGCAGTTAGACTAC~~~TGEGEET
CAGGGAACCCTGETCACCETCTCGAGC
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> TAR2h-10-1 (SEQ ID NO:119)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGEEGGAGECTTGETACAGCCTEGEBGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTCGAG~TGGTATTGCGATGGGET~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~ ~GCTATCAGTGETAGTGGTGETAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGRAAGGGC~~CGETTCACCATCTCCCGCGACARTTCCARG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAACCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
- GCGAAA~~~GTTAAGTTGCGGGCEEGGCCTAATTTTGACTAC ~~~CGEGGEC
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

> TAR2h-10—2 (SEQ ID NO:120)

~ GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGEEAGGECTTEGETACAGCCTGEGCGETCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAG~TCGETATTGEGATGGGA~TEGETCCGC
CAGGCTCCAGGCAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~ ~GCTATCAGTGETAGTGEGTGETAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATCGAACAGCCTGCGTGCCCAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAR~~~GTTAAGTTGGGEGEGEGECCTAATTTTGACTAC ~ ~~CEGEGT
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

> TAR2h-10-3 (SEQ ID NO:121)
GAGGTGCAGCTGTTGCAGTCTGEGEGAGGCTTEETACAGCCTGGGEGEETCCCTGCGTCTC
- ACCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAG~TGETATTGGATGGGT ~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTCGGTCTCA~ ~GCTATCAGTGGTAGTGGTGGTAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAACTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCARATGARCAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~GTTAAGTTGGGGGGEGEGCCTAATTTTGACTAC ~~ ~TGGGGC
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

> TAR2h-10-4 (SEQ ID NO:122)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGEGGGETCCCTGCETCTC
- TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAG~TGGTATTGCGATGGGET ~TGGATCCGC
CAGGCTCCACGGGAAGGGTCTAGAGTGEETCTCG~~GCTATCAGTGGTAGTGGTGGTAGT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGRC~~CGETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~GTTAAGTTGGGGGGGGEGECCTAATTTTGACTAC~ ~ ~TGGGGC
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

> TAR2h-~10-5 (SEQ ID NO:123)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGEGEGEGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCETCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAG~TGETATTGGATCGGT ~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~ ~GCTATCAGTGGTAGTCGTGGTAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC ~~CGETTCACCATCTCCCGCGRACAATTCCARG
ARCACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGET
GCGAAA~~~GTTAAGTTGGGGGGGGGGCCTAATTTTGACTAC~—~CGGGGC
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC
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> TARZ2h-10-6 (SEQ ID NO:124) .
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGhGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAG~TGGTATTGGATGGGT~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCCAGAGTEGGETCTCA~ ~CCTATCAGTGCTAGTGGTGGTAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGRACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAR ~~~GTTARGTTGGGGGGGGECCCTAATTTTGACTAC~~~CGGEGEGC
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGE

> TAR2h-10-7 (SEQ ID NO:125)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGEGEAGGCTTGGTACAGCCTGGGGEGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAG ~TAGTATTGGATGEGT ~TGGETCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~ ~GCTATCAGTGGTAGTGGTGETAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC ~~CGATTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCARATGAACAGCCTGCATGCCAAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA-~~~GTGAAGTTCGGGGGGECGGCCTAATTTTGACTAC~ ~ ~AGGGGC
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT '

>TAR2h-10-8 (SEQ ID NO:126)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGETACAGCCTGGGGEGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCEGATTCACCTTTCAG ~TGCTATTCGATGEGT ~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGETCTCA~ ~GCTATCAGTGGTAGTCGTGGTAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CEGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGGGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~ -~ ~GTTAAGTTGEGCEGGGEACCTAATTTTGACTAC~~ ~AGGGGC
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCgAGC

>TAR2h-10-8 (SEQ ID NO:127)

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTC TGGGGGAGGCCTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCEGATTCACCTTCGAG~TGGTATTGGATGGGT ~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGARAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~GCTATCAGTGGTAGTGEGTGGTAGA
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC ~~CGETTCACCATCTCCCGCGACARATTCCARG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~GTTAAGTTGGGGGGGGGGCCTAATTTTGACTAC~ - ~TGGEGC
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TAR2h-10-10 (SEQ ID NOC:128)
GAGGTGCAGCTGTTGCAGTCTGGEGEAGCECTTCETACAGCCTGEGGEGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCEEATTCACCTTTGAG~TCCTATTGEATGGAT ~TEGGTCCEC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~ ~GCTATCAGTGGTAGTGGTGGTAGC
 ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~ ~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA-~-GTTAAGTTGGGCGGGGGGCCTAATTTTGACGAC-—~CGGGGC '
CAGGGAACCCTGETCACCGTCTCGAGE
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>TAR2h-10-11 (SEQ ID NO:129)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAG~TGGTATTGGATGGGT ~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGARGGGTCTAGAGTGCEGETCTCA~~GCTATCAGTGGTAGTGGTGGTAGC
AAATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGETTCACCATCTCCCGCGACARTTCCAAG
ARCACACTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGETATATTACTGT
GCGAAA~~~GTTAAGTTGGGGGEGGGECCTAATTTTGACTAC ~~~CGGGEGT '
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TAR2h-10-12 (SEQ ID NO:130)
GRGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTHCAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGGG~TGGTATTGGATGGET ~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGCCTCA~~GCTATCAGTGGTAGTGGTGGTAAC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
. GCGAAA ~~~CTTAAGTTGGGGGGEGEGCCTAATTTTGACTAC ~~ ~TGGGGC
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TAR2h-10-13 (SEQ ID NO:131)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAG~TGGTATTGGATGGGT ~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGGGTGGETCTCA~~GCTATCAGTGETAGTGGTGGTAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAGGGEC~~CGETTCACCATCTCCCGCGACAATT CCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~CTTAAGTTCGGCEGGECEECCTAATTTTGACTAC ~~ ~CGEGGC
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TAR2h-10-14 (SEQ ID NO:132)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTN
- TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAG~TGGTATTGCATGGGT~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGCAAGGGTCCAGAGTGGGTCTCA~~GCTATCAGTGCTAGTGGTCGGTAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGEC~~CGETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCARATGAACAGCCTECGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~GTTAACGTTCGCGEEGAGGECCTAATTTTGACTAC ~~~TGGGGC
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGS '

>TAR2h-10~15 (SEQ ID NO:133) '
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC!
TCCTGTGCAGCCTCCGGHTTCACCTTTGAGwTGGTATTGGATGGGT~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGCAAGGGTCTAGAGTGEGTCTCA~~GCTATCAGTGGTAGTGGTGGTAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGARGGGC~~CAGTTCACCATCTCCCCGCEACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCETGCCGAGGACACCGCGETATATTACTGT
GCGAAA~~~GTTAAGTTGGGGGGGGGGCCTAATTTTGACTACu~~CGGGGC
CGGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC
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>TAR2h-10-16 (SEQ ID NO:134)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATT CACCTTTGAG~TGGTATTGGATGGGT~TGGATCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~ ~GCTATCAGTGEGTAGTCGTGCTAGC

ACATACTACGCAGACTCCGCTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCRAG
AACACGCTGTATCTGCAAAT GAACAGCCTGCGTGCCAAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~+~GTGAAGTTGGGCGEGEGEECCTAATTTTGACTAC ~~ ~AGGGGC
CAGGGARCCCTGGTCACCGT CTCGAGE

>TAR2h-10-17 (SEQ ID NO:135)

GAGGTGCAGC TGTTGGAGTCTGGGGGAGGCHGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATT CACCTTTGAG~TCGGTATTGGATGGGT~TGGATCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCT AGGGTGGGTCTCA~~GCTATCAGTGGTAGTGGTGGTAGC
ACATACTACGCAGACTCCGT GAGGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAMTTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAARAT GAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~GTTAAGTTGGGGGGGGGGCCTAATTTTGACTAC~~ ~CGGGGC
CAGGGARCCCTGGTCACCGT CTCGAGC

::vTAREh 10-18 (SEQ ID NO: 136’)

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTC TGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTC'I'C
TCCTGTGCAGCCTCCEGATT CACCTTTECG~TGGTATTGGATGEGT~TGCGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGCTCT AGAGTGGGCCTCA~~GCTATCAGTGGTAGTGGTGGTAAC
ACATACTACGCAGACTCCGT GAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACARTTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAMAT GAACAGCCTGCGTGCCGAGGACAC CGCGGTATATTACTGT
GCGAMA ~~~GTTAAGTTGCEGGGGGGGGCCTAATTTTGACTAC~ ~~TGGGEGC
CAGGGAACCCTGGTCACCGT CTCGAGE

>TAR2h-10-19 (SEQ ID NO:137)

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTC TGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGEGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATT CACCTTTGAG~TGGTATTGCGATGGGT ~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGGGTGGETCTCA~~GCTATCAGTGGTAGTGGTGGTAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAGEGEC~~COGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCETGCCAAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGARARA~~ ~GTTAAGTTGGGGGGGGGGCCTAATTTTGACTAC~ ~ --CGGGGC
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGE

>TAR2h-10-20 (SEQ ID NO:138)
GAGGTGCAGCTCTTGGAGTC TGGGGGAGGCTTGETACAGCCTGEEEEETCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGGG~TGGTATTGCATGGGT ~TCGGTCCGC
' CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGCCTCA~ ~GCTATCAGTGGTAGTGGTGGTAAC

- ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CEETTCACCATCTCCCAGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCARATGAACAGCCTGCGTGCCARGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCOAAA~~~GTTAAGTTGGGGEGEEGGECCTAATTTTGACTAC ~ ~~TGEGGC
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGE
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>TAR2h-10-21 (SEQ ID NO:139)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGEATTCACCTTTGGE~TGECTATTGGATGGEET ~TGGGTCCGT
CAGGCTCCAGCCAAGGGTCTAGAGTCGETCTCA- ~GCTATCAGTGETAGTGGTGGTAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCRAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCETGCCAAGGACACCGCGETATATTACTGT
GCGAAA~~~GTGAAGTTGGGGGCCEEEECCTAATTTIGACTAC ~~~AGGGGCT
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGE

>TAR2h-10-22 (SEQ ID NO:140)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGEAGGCTTAGTACAGCCTGEGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTETGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGGG ~TGGTATTGGATGGET ~TGGGTCCGC

- CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGGGTGGETCTCA~~GCTATCAGTGGTAGTGGTGGTAGC -
ACATACTACGCAGACTCCGTGAGGGGC~~CGETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGARA~~~GTTAAGTTGCGGGGEGEGCCTAATTTTGACTAC ~ ~~CGGGEGC
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGE

>TAR2h-10-27 (SEQ ID NO:141)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGEGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC )
TCCTGTGCAGCCTCCGEGATTCACCTTTGAG~TGGTATTGGATGGGT ~TGGETCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~GCTATCAGTGGTAGTGGTGGTAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG

. AACARCGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACGCCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~GTTAAGTTGGGGGGEGEGCCTAATTTTGGC TAC~ ~~CGGGGT
CAGGGAACCCTGETCACCGTCTCGAGC

>TARZh-10-2% (SEQ ID NO: 142),

. GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCGACTTTGAG~TGGTATTGGATGEGT~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGRAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~ ~GCTATCAGTGEGTAGTGGTGGTAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGETTCACCA TCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCARATGAACAGCCTGCCTGCCCGAGGACGCCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~GTTAAGTTCGGGGGGGGGGCCTAATTTTGCGC TAC~~~CGGGGC
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TARZ2h-10-31 (SEQ ID NO:143)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGETACAG CCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTETGCAGCCTCCGCATTCACCTTTGAG~TGETATTGGATGEGT~TEGETCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGRTCTAGAGTGEGETCTCA~ ~GCTA TCAGTGATAGTGETGGTAGT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGEC~~CEETTCACCA TCTCCCECGACAATTCCAMG
AGCACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACGCCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~GTTAAGTTGGGECEEGEECCTAATTTTGEC TAC ~~~CEGGEGT
CAGGGAACCCTGSTCACCGTCTCGAGC
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>TAR2h-10-35 (SEQ ID NO:144)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGEGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTC CTe
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCGACTTTGAG~TGGTATTGGATGGGT ~TGGGETCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~GCTATCAGTGGTACGTGGTGGTAGT
ACATACTACGCAGACTCCCTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
ARCACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCATGCCGAGGACGCCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA ~~~GTTAAGTTGGGGGGGGEGCCTAATTTTGGCTAC~~~CGGGEGTC |
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC -

>TAR2h-10-36 (SEQ ID NO:145)
GAGGTGCAGCTGITGGAGTCTGGGGGAGGCTTGEGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGTCTCCGGACTGACCTTTGAG ~TCETATTGGATGGET ~TCEETCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~GCTATCAGCTCGTAGTGGTGGTAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCARG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACGCCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~GTTAAGTTGGGGGGGGGGCCTAATTTTGGCTAC~~~CGGGGC
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TAR2h-10-37 (SEQ ID NQ:146)
GAGGTGCAGCTGTTGGEGTCTGCCEEEAGGCTTCETACAGCCTEGAEAETCCCTECATCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGCG~TGGTATTGGATGGGT ~TGGETCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGETCTCA~~GCTATCAGTGGTAGTGGTGGTAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
ARCACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACGCCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~HGTTARGTTGGGGGGGGGGCCTAAETTTGGCTAC~~~CGGGGC
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TAR2h-10-38 (SEQ ID NO:147)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAG~TGGTATTGGATGGGT ~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~GCTATCAGTGGTAGTGGTGGTAGC
ACATACTACGCACGACTCCGTGAAGGEC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCARAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCARGGACGCCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~GTTAAGTTGGGGGGGEGECCTAATTTTGGCTAC ~~~CGGGGT
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TAR2h-10-45 (SEQ ID NO:148)
GAGGTGCAGCTGTTGCGAGTCTCCGEGAGCGCTTGCTACAGCCTGEEEEGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAG~CCGTATTGGATGGGET ~TGEGTCCGEC
CAGGCTCCAGGGAAGGETCTAGRGTEGETCTCA~~GCTATCAGTGGTAGTGETGETAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGARGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCARG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCETGCCGAGGACGCCECGETATATTACTGT
GCGAAR~~~GTTAAGTTGCGEEEGGEECCTAATTTTGECTAC ~ ~ ~CEGEEGET
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC
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>TAR2h-10-47 (SEQ ID NO:149)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTTGIACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC_
TCCTGTGCAGCCTCCGRATTCACCTTTGAG~TCGTATTGGATGAGT~TGEETCCEC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~ ~GCTATCAGTGGTAGTGGTGGTAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CEGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCARAG
ARCACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACGCCTCGETATATTACTGT
GCGAAA~~~GTTAAGTTGGCEGGEGGECCCAATTTTGGCTAC ~~~CGEGGC
CAGGGAACCCTCGTCACCGTCTCGAGC

>TAR2h-10-48 (SEQ ID NO:150)
CGAGGTGCAGCTGTTGGACGTCTGGECCAGGCTTCCTACAGCCTGGGEEGETCCCTGCGTCTC
CCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAG~TEGTATTGGATGACC~TGGETCCGC
CAGGCTCCAGGGARGGETCTAGACTEGGGTCTCA~ ~GCTATCAGTGGTAGTGGTGGTAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC ~~CGETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACGCCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA-»~GTTAAGTTGGGGGGGGGGCCTAATTTTGGCTAC~~-CGGGGC
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCEAGC

>TAR2h-10-57 (SEQ ID NO:151)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGEGGCTTGGTACRGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGACTCACCTTTGAG~TGETATTGGATGGGT ~TGGGTCCGC -
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGEGTCTCA~~GCTATCAGTGETAGTGGTEGTAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
ARCACGCTGTATCTGCARATGAACAGCCTGCCTGCCGAGGACGCCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~GTTAAGTTGGGGGGGGEGCCTAATTTTGGCTAC ~ ~~CGGEGC
CAGGGAACCCTGGETCACCGTCTCGAGC

>TAR2h-10-56 (SEQ ID NO:152)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGAGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGACTCACCTTTGAG~TGGTATTGGATGGGT ~TGGGTCCGC

- CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~GCTGTCAGTGGTAGTGGTGGTAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATTTCCAAATGAACAGCCTGCCTGCCGAGGACGCCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~GTTAAGTTGGEGEEEEGYCCTARTTTTEGGCTAC ~ ~ ~CEGGGC
CAGGGARACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TAR2h-10-58 (SEQ ID NO:153)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGEGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGETCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGACTCACCTTTGAG~TGGTATTGGATGGGT ~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGATCTAGAGTGGETCTCG~~GCTATTAGTGCGTAGTGGTGATAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CEETTCACCATCTCCCGCCACAATTCCARG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACGCCGCGETATATTACTGT
GCGAAA~~~GTTRAGTTGGGGGGGGgGCCTAATTTTGGCTAC~~~CGGGGC

CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC
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>TAR2h-10-66 (SEQ ID NO:154)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAG~TGGTATTGGATGGGT ~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~GCTATGAGTGGTAGTGGTGGTAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGETTCACCATCTCCCGCGACARTTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCEGTGCCGAGCGACGCCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~GTTAAGTTGGGGGGGGGgCCTAATTTTGGCAAC ~~~CGGGGL
CTGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TAR2h-10-64 (SEQ ID NO:155)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTACAGCCTGGGEGETCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAC~TGGTATTGGATGGGT ~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGETCTAGAGTGGGCCTCA~~GCTATCAGTGGTAGTGGTGGTAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGAC ~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTETCTGCAAETGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACGCCGCGGTATATTACTGT
GCGAARA~~~GTTAAGTTGGGGEGGEGEGYCCTGATTTTGGCTAC ~~~CGGGEC
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TAR2h~10-65 (SEQ ID NO:156)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGEGGAGGCTTGETACAGCCTGGGGGEGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAG~TGGTATTGGATGGGT ~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~GCTATCAGTGGTAGTGGTGGTAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTATATCTGCARATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACGEGCGCGGTATATTACTGT
. GCGAAA ~~~GTTAAGTTGGGGECGEECAGCTTARACTTTGGCTAC ~~~CGGGGE
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TAR2h-10-68 . (SEQ ID NO:157) _
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAG~TGGTATTGGATGGGT~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTCGGGTCTCA~~GCTATCAGTGGTAGTGGTGGTAGC
- ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC ~~CGETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACGCCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~GTTAAGTTGGGGGGEGEGgCCTAATTTTGGCAAC~~~CGGGGT
CAGGGAACCCCGGTCACCGTCTCGAGC

>TAR2h-10-65 (SEQ ID NO:158)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTEGGGGAGGCTTGETACAGCCTGEGGEEGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAG~TGGTATTGCGATGGGT~TEEGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~GCTATCAGTGGTAGTGGTGGTAGC
ACATACTACGCAgACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTCCCGAGGACGCCGCGGTATATTACTGT
GCGARA~~~BTTAAGCTTGGECGEGEEgCCTAATTTTGGCCCC~~~CGGGET

CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC
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'~ >TAR2h-10-67 (SEQ ID NO:159)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGG‘I‘CC CTGCGTCTC
TC CTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAA~TGGTATTGGATGGGT ~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGCETCTAGAGTGGGTCTCA~~CCTATCAGTCGTAGTGGTGGTAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC ~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCARG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACGCCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~GTTAAGTTGGGGGGGGGOC C‘I‘AATTTTGGCAAC-v ~~CGGGGC
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

. >TAR2h-10-61 (SEQ ID NO:160)
GAGGTGCAGCTCTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGETACAGCCTGEGGEETCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCATTGAG~TGGTATTGGATGGET ~TGGETCCGE
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~GCTATCAGTGGTAGTGETGGTAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGTGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACGCCGCGGTATATTACTGT |
GCGEALA~~~GTTAAGTTGGGCACEGEgCCTAATTTTGECTAC~ ~ ~CGGGGC
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TAR2h-10-62 (SEQ ID NO:161) :
GAGGTGCAGCTGTTCGAGTCTGGGECEEECTTCATACAGCCTGEGEGETCCCTGCATCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAG~TGETATTGGATGGGT~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAACGGGTCTAGAGTGGATCTCA~~GCTATCAGTGGTAGTGGTGGTAGC
ACATTCTACGCAGACTCCGTCAAGGGC~~CGETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCRAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGCGCCEAGGACGCCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~CTTAAGTTGCCCEGEGEgCCTAATTTTGGCTAC ~ ~ ~CEGGGC
CAGGGAACCCTGETCACCGTCTCEAGT :

>TAR2h-10-63 (SEQ ID NO:162)
GAGGTGCAGCTETTGGAGTCTGGGGCGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGEGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAG~TGGTATTGGATGGGT ~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCACA~~GCTATCAGTGGTAGTGGTGGTAGC
ACTTTCTACGCAGACTCCCTGAAGGGC ~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACGCCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~GTTAAGTTGGGGGEGGGGICCTAATTTTGGCTAC ~ ~~CGGGGC
CAGGGMCCCTGGTCAC CGTCTCGAGC

- >TAR2h-10-60 (SEQ ID NO:163)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCAGCTTTGAG~TGGTATTGGATGGGT ~TEGETCCGC
CAGG CTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGETCTCA~ ~GCTATCAGTGGTAGTGGTGATAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGCGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAARATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACGCCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~GTTAAGTTGOCCGGEGEgCCTAATTTTGGCTAT ~~ ~CGGGGC

CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC
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>TAR2h-10-55 (SEQ ID NO:164)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCI'TGGTA»C&GCCTGGGGGGTCCCTGC GTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCCGATTCCCCTTTGACG~TGGETATTGEATGGET~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~ ~GCTATCAGTGGTAGTGGTGATAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCAGCARATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACGCCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~GTTAAGTTGCGGGGGGGgCCTAATTTTGGCTAC~~~CGGGGC
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TARZh-10-59 (SEQ ID NO:165)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGCTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCAGCTTTGAG~TGGTATTGGATGGGT ~TGGGTCCGC

- CAGGCTCCAGGGAAGGETCTAGAGTGGGTCTCA~~GCTATCAGTGGTAGTGGTGGTAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGARGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AARCACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACGCCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~GTTAAGTTGGGGGGGGGgCCTAATTTTGGCTAC ~ ~~CGGGGC
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAG :

>TAR2h-10-70 (SEQ ID NO:166)

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTC TGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGEGEEGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGEATTCACCTTTGAG~TCETATTGGATGGGT ~TGGETCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGETCTCA~~GCTATCAGTGGTAGTGGTGGTAGC
ACATACTACGCAGACTCCATEAAGGGC~~CGETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
ARCACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACGCCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA -~ ~GTTARGTTCGGCCGGEEEgCCTAATTATGECTAC~ ~ ~CGEGGT
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAG{: .

>TAR2h-34 (SEQ ID NO:402)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGETACAGCCTGGGGEETCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTCCT~GAGTATGGGATGGCG~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~ACGATTTCTCATGGGGGTGAGCAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGEC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTCCARAATGAACAGCCTGCGTCCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGCAA~~~CATCCGGTTAGTCATCCGAAGTTTGACTAC ~~~TGGGGT

CAGGGARACCCT GGTCACCGTC’I‘CGAGC

>TAR2h-35 (SEQ ID NO:403) .
GAGGTGCAGCTCTTGGAGTCTGGEGEAGCGCTTGETACAGCCTGEGEGEGTCCCTGCETCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAT ~GCTTATAATATGTTT~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGARGGGTCTEEGAGTGGETCTCA~~GCTATTAGTCCGTCGGEGTCGGGAG
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGEGC~~CEGTTCACCATCTCCCGCCGACAATTCCAAG
AARCACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCEAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~AGGTATCCTGATT TTGACTAC~ ~~TGGGGT
CAGGGAACCCTGETCACCGTCT CGAGC '
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>TAR2h-36 (SEQ ID NO:404) _
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGEGGEEGTC CCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTAGT ~GATTATACTATGGGT~TGGEGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGETCTCA~~TTGATTGATCGTCC T GGTAATCAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACRARTTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCC TGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTAC!TGT
GCGAAA~~~TEGGGGCTTAATGTGGAGGATTTTGAC Tﬁt’.‘ ~~~TGEGGET
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC '

>TPLR2h 37 (SEQ ID ND 405) .
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGCCTTCETACAGCCTGGGGGGTC CCTG CGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTATT ~GAGTATGATATGGGT ~TCGGTCCECT
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~ATGATTAGT TCGGAT GGTAGGCTT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGATACCGCGGT ATATTACTGT
GCGAAA~~~ACGTGGGATGGTTTGAATCGTAATTTTGACTAC~~~TGGGGT
CAGGGAACCCTGGTCAC CGTCTC‘GAGC

:vTARZh 38 (SEQ ID NO:406)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCC’I‘GGGGGGTC! CCTGCGTCTC
. TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTATT ~GGGTATAATATGTAT~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~TTTATTTCTCCTTCGGGTCGGGAG
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGATACCGCGGT ATATTACTGT
GCGAARA~~~ACTTTGTCGGCGGATGGTAGGTTTGACTAC ~ ~~TGGGGT ' :
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TAR2h-39 (SEQ ID NO:407)

GAGGTGCAGC TGTTGGAGTCTGGGGGAGGC'ITGGTACAGCC‘TGGGGGGTC CCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGOT ~AGTTATGATATGGET~TGGGTCCGT
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGCTCTCA~~TTTATTGATGTGTCGGGTACTTTG -
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTCCCEGAGCGACACCGCGETATATTACTGT
GCGAAA~~ --AC'I'G'ITGAGCTGGATGGTCTGGA'ITTTGRCTAC ~~~TGGGGT
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TAR2h-40 (SEQ ID NC:408) :
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGETCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGCT ~GATTATGATATGEGG~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGEGTCTAGAGTGGGETCTCA~~TTTATTGATAGTTCTGGTTCTCGT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
ARCACGCTGTATCTGCAARATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~ACGGCGGAGATTGTTAATAGTCGTTTTGACTAC~~~TGGGGT

CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC
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>TAR2h-41 (SEQ ID NO:409)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
 TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAT ~ARGTATCAGATGGGT ~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~TTTATTGATTCGAATGGTCATCAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGEGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATCGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGGAA~~~CTTGATAATCTTAGTATTACGCCGTTTGACTAC~~~TGGCGT
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TARZh-42 (SEQ ID NO:410)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGCGAGGCTTGEGTACAGCCTGGGGGETCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGCT ~AAGTATAATATGTAT~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~GCGATTAGTCCTAAGGGTCAGCAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGGAA~~~GGGATGGGGTCCGATGCTATTACTTTTGACTAC ~~ ~TGGGGET
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TAR2h-43 (SEQ ID NO:411)
GAGGTGCAGCTGTTCGAGTCTGGGGGAGGCTTGETACAGCCTGGGGEGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTAGT ~GATTATACTATGGGT ~TGGGCCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGCGTCTAGAGTGGETCTCA~ ~TTTATTGATTCTGATGGTTITGCAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGEC~~CGETTCACCATCTCCCGCGACRATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGCAA~--AATCCGCAGTATGCGTATGAGAGTTCGAGGTTTGACTAC-~~TGGGGT
 CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TAR2h-44 (SEQ ID NO:412)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGEGAGGCTTGGTACAGCCTGGEEGETCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTTTG~CAGTATCCGATGGETT ~TGGGTCCCC
CAGGCTCCAGGGAAGGETCTEEAGTEEETCTCA~ ~TCCATTT TGGCGCCGGETEEGCCG
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC ~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACTCGCTGTATCTGCARATGAACAGCCTGCGTGCCGAGEGACACCGCGETATATTACTGT
GCGAAA~~~CATCCTACTCATACTCCTCATCCGAATTTTGACTAC~ ~~TGGGGT
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

>TAR2h-45 (SEQ ID NO:413)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGOGTCTC
TCCTCTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGEG~GETTATCGTATGGCT ~TGGGTCCEC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~ ~TTTATTGATAGTGAGGCGTGTGTTG
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
ALCACGCTGTATCTGCAAATCGAACAGCCTGCGTGCCGAGGATACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~--TTGTGTTCTTCTAATTGTAATATGCGGAATTTTGACTAC~~~TGGGGT

CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC
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>TAR2h-47 (SEQ ID NO:414)
GAGETGCAGCTGTTEEAGTCTEGGEEAGGCTTGETACAGCCTEGEEEATCCCTECETCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTCCT~GTTTATAATATGGCG~TGGETCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~ ~TTTATTGCGGGTAATGCTCAGCAG
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCARG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCETGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~TTTGCGTCGAAGGTGTCECCEATGTCGTTGACTGATTTTGACTAL ~~~TGGGGT
CAGGGAACCCTGETCACCGTCTCGAGE

>TAR2h-48 (SEQ ID NO: 415]
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGCAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTCAT~ARGTATGGCATCGGCT~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~TTTATTGATCTTGCGGGGTTACAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAGGGEC~~CEGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCARG
'AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT_
GCGAAA~~~TTTGCTACTTATTCAGTCCGGTAATGAGCGAGCAGCCTTTTGACTAC~ ~ ~TGGGGT
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TAR2h-50 (SEQ ID NO:416)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGEEAGGCTTGETACAGCCTGEGGEETCCCTGCGTCTC
TCCTGTCCAGCCTCCGGATTCACCTTTTCT ~GCETATAATATGECT ~TGGGTCCAC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA ~ ~TTTATTGCTCAGTCGGGTGGTCAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGARACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA-~~TTTAGTCATCCTGATGAGGAGGGTACGCAGATGTTTGACTAC-~-TGGGGT
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGE

>TAR2Zh-51 (SEQ ID NO:417)

. GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGOGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGCATTCACCTTTGCG ~ACTTATAATATGAGT ~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGETCTCA~ ~GCCATTGATGCGGGGGGTATGCAT
ACATACTACGCAGACTCCGETGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGATACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~GGTACGGAGCCTTTTGACTAC~~~TGGGET
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TAR2h 66 (SEQ ID NO:418)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGCATTCACCTTTGAT ~GAGTATAANATGGGT ~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTGGAGTGGETCTCA~~CTGATTAGTCCTCGGGGTTCTAAG
ACATACTACGCACACTCCGTCGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
ARCACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~TATAAGCCGCCTTTTGACTAC~~~TGGGET

'CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC
FIGURA 22Q
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- >TAR2h-67 (SEQ ID NO:418)
GAGGTGCAGCTCTTGCGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGEGGETCCCTECETCTC

- TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAG~GATTATCCTATGGCCG~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~TTTATTGGTCTCAAGGGTATTCAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG -
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAMAA~~~GATCTGAATAATTTTGACTAC~~~TGGGGT
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TAR2h-68 (SEQ ID NO:420)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTCGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTCTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGGT ~AATGGTAATATGGTT ~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~CATATTGATGAGTATGGTACGAAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~CCTCGTAATGATCGGCCTGGGTTTGACTAC~~~TGGGGT
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TAR2h-70 (SEQ ID NO:421)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGECTTGATACAGCCTEEEGGATCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTCOT~ACTGAGCATATGTAT~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTGGAGTGGGTCTCA~~GGTATTGATACGGGGGGTTCTCAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCARATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGETATATTACTGT
GCCGAAA~~~CGTCTGCATTGGAGTACTCGATTCTCEGCCTGTTCATTTTGACTAC~~~TGGGCET
CAGGGAACCCTGGTCACCEGTCTCGAGC

STAR2h-71 (SEQ ID NO:422)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGGT ~AATGTGGATATGCAT ~TGGGTCCGT
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~ ~GCTATTAGTAGTGCGGGTCGTGAG
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC ~~CGETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~CGTATGCTTGCGAATTCTCCTTTGGCTTTTGACTAC~~~TGGGGT
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

>TARZh-72 (SEQ ID NO:423)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGEGETCCCTGCGTCTC
TCCTGCGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGGG~TATGAGCCTATGGCT~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGEGTCTCA~~ACGATTTCTCATACGGGETCGTGAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC ~~CGEGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCARATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGATACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~CETTGGTCTTCGTTTCGACTAC ~~~TGGGGET
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC
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>TAR2h-73 (SEQ ID NO:424)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGGGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTCCT ~AGTGAGAAGATGGCG~TGEGTCCGEC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGCETCTCA~~TCGATTCGATGAGAGGGGTATTATG
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGEC ~~CEBGTTCACCATCTCCCGCGACARATTCCARG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGATACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAR~~~AGGTGGACTTTTAATACTGCGTTTGACTAC ~~~TGGGGT
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TAR2h-74 (SEQ ID NO:425) ,
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTCGEGGEGCACGCTTGEGTACAGCCTGEGGEETCCCTECGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTTCG~CGGGAGAATATGCAT~TGGGTCCGT
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTGGAGTGGGTCTCA~~GETATTGGGCCGAGGGGTATGCCG
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CEGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~GGTATCGAATTCGCATGATGGGTTTGACTAC ~~~TGGGGT
CRAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TAR2h-75 (SEQ ID NO:4286) : _
GAGGTGCAGCTETTGCAGTCTGGGEGAGECTTGETACAGCCTEEGGEATCCCTGCETCTC
TCCTETGCAGCCTCCGEATTCACCTTTAAT~GCGTATACTATGATT ~TGGGETCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGACTGCGTCTCA~~TATATTGATCCTCATGGTACGATT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGCEC~~CGEGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGETATCTGCAAATGAACAGCCTGCETGCCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~TTGCCGCETGCEECECCECEATTTCACTAC~~~TGCEEGT

~ CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC -

>TAR2h-76 (SEQ ID NOQO:427)
GAGGTGCAGCTGTTCGCGAGTCTGGGCGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC

. TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAT~GCGTCTGAGATGCGAT~TGGGTCCGC
CAGGCTCCRGGEGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~GCGATTTCGCCTAGTGGTTCTGCT
ACATACTACGCAGACTCCGTGRAGGGC~~CGETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCARATGAACAGCCTGCGTGCCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
- GCGAAA~~~TGGACTCCGGEGTCGTACTACTTTTGACTAC~ ~~TGGGGET
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TAR2h-77 {SEQ ID NO:428)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACEGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCEGGATTCACCTTTCCT~ACTGAGCATATGTAT~TGGGTCCGC
. CAGGCTCCAGGGAAGGETCTGGAGTGGETCTCA~~GGTATTGATACGGEGGGETTCTCAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCARG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAAwu~GGTCTGCATTGGAGTAGTGATTCTGGGCCTGTTCATTTTGACTAC~~~TGGGGT
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC
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>TAR2h-78 (SEQ ID NO:429)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTAC'AGCCTGGGGGGTC CCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTAAG~TTGTATAATATGGCG~TGCGTCCGC
CAGGC TCCAGGGAAGGGTCTACGAGTGECGTCTCA~ ~TTTATTGCTGCTGCTGGTCCTCAG
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCRAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGARA ~~~TTGGGGGATATTACGTAGTATTCCTCAGCATCCGTTTGACTAC~~~TGGGGT
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

>TAR2h-79 (SEQ ID NO:430)
GAGGT GCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACACCCTGEGGGETCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGGT ~AATGTGGATATGCAT~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~ ~GCTATTAGTAGTGCGGGTGGTGAG
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGEC ~ ~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
MCACGC’I‘GTATC’I‘GCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATA‘I‘TACTGT
GCCARA ~~~TCTGCGGATATTACTAAGGGTTTTGACTAC~~~ TGGGG'I‘

. CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC : ‘

TAR2h-15 (SEQ ID NO0O:432)
GAGGTGCGGECTGTTCGAGTCTGGGAGAGGCTTGGTACAGCCTGGEGGATCCCTGCETCTCTCCT
GTGCAGCCTCCGGATTCACCTTT~GEGTAAGTACACTATGACG~TGGEGTCCGCCAGGCTCCAGGS
AAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~CATATTTCGGATGATGGTAATTCTACATACTACGCAGACTC
CGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGA
ACAGCCTGCETGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGTGCGARAA ~~~GTTCCGATTTTGGCTCC
TCGTAATCTTTTTGACTAC~~~TGGECTCAGGGAACCCTEGTCACCATCTCGAGT
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TARZh-131-8 (SEQ ID NO:433)
EVQLLESGGGLIQPGGSLRLSCAASGFTFA~HETMV ~WVRQAPGKGLEWVS ~~HIDRVGQD

TYYADSVKG~~RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK~~ ~[sPKRGPWFDY~~~RG
QGTLVTVSS

TARZh-131-24 (SEQ ID NO:434)
EVQLLESGGGLIOPGGSLRLECAASCGFTFA~HETMV -WVREQAPGKGL.EWVE~~HIDRVEOD
TYYADSVHKG~~RFTISRONSENTLY LQMNSLRAEDTAVY YCAR~~ ~La PKRGPWFDY ~ ~~RG
QGTLVIVSEE .

TARZh-15-8 (SEQ ID NO:438)
EVRLLESGGGLVQPGGSLRLSCVASGFTFG~KSTMT ~WVRQAPGKGL: EWVS ~~HISDDGNS
TYYADSVEG~~RFTISRONSKNTLYLQMNSLRAEDTAVY YCAK~~ -V PILAPRNLFDY~~~-WG
QGTLVIVSS

TARZh-15-8-1 {SEQ ID ND:436)
EVRLLESGGGLVQPGGSLRLSCVASGFNFG~KSTMT~WVROAPGKGL EWVS ~HI SDDGNS
TYYADSVEG~-RFTISRDNSKNTLY LOMNSLRAEDTAVY Y CAK - VP TL APRNLEFDY
~~-WGQGTLVTVSS

TARZh-15-8-2 (SEQ 1D NO:437)
EVRLLESGGGLVOPOGSLELSCVASCFTFG-KGTMT-WVRQAPGKCL EWVS ~~HISDIGNS
TYYADSVEG~~RFTISRDNSENTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK~~ ~V PILAPRNLFDY ~ ~~WG
QGTLVIVSS '

. TAR2h-185-23 (SEQ ID NO:438)
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFA~RYNMG~WVRQAPGKGLEWVS~~LIDPSGGH

TYYAXSVKG~~RSTISRNNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCGK ~~ ~PVFSDWPAVEFDY ~~ ~WG
QETLVTVSS

TARZh-154-10-5 (SEQ ID NO:439) _
EVQLLESGGEMVOPGGSLRLSCARPGFTFE~HEGMV~-WVRQAPGKGLEWVS ~~HIGEDGOS
TYYADSVKG~~RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY YCAS~~~I PKAGPSFDY -~ ~-WG
QETLVIVSE

TARZh-14-2 (SEQ ID NO:440)
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSTFD~QYDMS~-WVRRAPGKGLEWVS~~LIDPSGGH -

TYYADSVEG~~RFTISRNNTKNTLYLOMNSLRAEDTAVY YCAK~~~PWFSDWPAVEFDY ~ ~~HWG
QETLVIVSS

TARZh-151-8 (SEQ ID NO:441)
EVQLLESGGELVQPCGSLRLSCAASGFTFD~ YGNMF ~WVRQAPGKGLIEEWI S~ ~ALSGSGES
TYYADSVKG~~RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY Y CAK~~~DMTTDSPPGFDY~~~WG
QGTLVTVSS

TARZh-152-7 (SEQ ID NO:442) .
EVOLLESGGGLVQPGGSLRLECAASGFTFA~KETMS ~WVRQAPGKELEWVS ~~WISFHGAH

TFYADSVKG- ~RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAK~~~PRFSYYPRVSFDY~~~RG
QGTLVTVSS

FIGURA 27A
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TARZh-35-4 (SEQ ID NO:443)
EVQLLESGGGL?QPGGSLRLSCAASGFTFDTAYHHF-WFRQBPEKGPEWVSnthGESGRE:
TYYADS?KG~~RFTITRDNSKNTLYLQHWELR&EDTAVYYCEK-~-RYPDFDY~~-WG
QGTLVTVES

TARZh-~154-7 (SEQ ID NO:444)
EVQLLESGGGLvQPGGSLRLSCAASGFTFE-HEGM?wﬁ?RQAPGKELvaE~~HIGEDGQE=
TYYAnvaehwﬂFTISRDNSRHTLYLQMHSLRAEDTAVYYCAH-ﬁ~I§KAGP5FD¥~—4W;
QETLVTVSS

TARZh-80  (SEQ ID NO:445)
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFK~LYNMA~WVRQAPGKGLEWVS ~~FIARAGPE
T”YADSvKG~~RFTISRDNSKNTLYLQHWSLRAEDTAUYYEAK~~~LGDISSIPQHPFHYH~-WG
QGTLVTVSS

TARZh-81 (SEQ ID NO:446) .
EVQLLESGGGLVQPGGSLELSCAASGFTFS~RENMH~WVRQAPGRKGLEWY S ~~GLGPRGMP
TYYADSVEG~~RFTISRDNSKN TLYLOMNSLERAEDTAVY YCAK ~~~GMNSEDGFDY ~~=W&E
QETLVTVSE

TARZh-82 (SEQ ID HO:447)
EVOQLLESGGELVOPEGSLRLSCAASGFTFD~-ASEMD~WVRQAPGKELEWVS~~ATSPSGEMA
TEYADS?KG~~RFTISRDHSRHTLILQMNSLRAEDTA?YYCAK»~~RHLANSPLAFD¥---WE
QETLVTVSS

TARZh-B83  (SEQ ID NO:448)
EVQLLESGGGLVQPGESLRLS CAASCFTFS~ AYNMA~WVRQAPGKGLEWVS ~ - FIAQSGGH
TYYADSVKG~~RPTTSRONSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY YCAK~ ~ ~PSHPDEEGTQMFDY ~ — ~WG
QGTLVTVSS

TARZh-84 (SEQ ID NO:449)
EVOLLESGGELVOPEGSLRLS CAASGFTFA~DY QMA~WVROAPGEKGLEWVS ~~RIDRGGFH
TYYADSVEG~~RFTISRDNSKNTLYLOMNSLEAEDTAVYY CAK~~~PSWHADQYFDY ~~~WG
QETLVIVSS

TARZh-85 (SEQ ID NO:450)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLS CARSGFTFK~ DYNMM—W?RQRPGKGLEWHS-—RIETSGRE
TYYRDSVKGH~RFTISRDNEKNTLYLQMHSLRHEDTH?YYCEKP——FTFGGNQDFDY—uwﬁii
QETLVTVSS

TARZh-86 (SEQ ID MNO:451}) ,
E?QLLEEGGGLUQPGGSLRLSCAASGFTFAHKYHMY-WvRQAPGdGLEWvS~~EISPKGQH

TYYADSVEG-~~RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAE~~~GMGEDAITFDY ~~~-WG
QGTLVTVSE

TAR2h-87 (SEQ ID ND:452) )
EVQLLESGGGLVQPGESLRLSCAASGFTFS~AYNMA-~ vaQAPGKGLvas~~FIAQSGGH

TYYADSVKGa~RFTIERDNEKHTLYLQMHSLREEDTAVYYCAH~~~FSHPDEEGTQMFD¥~—--WG
QGTLVTVSS

FIGURA 27B
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TARZh-BB (SEQ ID NO:453)
EVQLLESGGCOLVQPGGSLRLSCAASGFTFE~RYDMF~WVRQAPGKGLEWVS~~GISPRGRE
TYYBDE?KGwHRFTISRDNSﬂNTLYLQHHELRAEDTE?YYCAK--~DMIHYHGTPSFDY--—HG
QGTLVIVSS

TARZh-BS (SEQ ID NO:454)

EVQLLESGGGLVQPGGELRLSCRASGFTFE~NYNMV -WVRQAPGKGLEWVS~~WISGAGHS
TYYADSVKG~~RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK~ ~ ~DVIMAGKLNVFDY~ ~ ~WG
QETLVTVSS

. TARZh-30 (SEQ ID HO:455) .
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFE~QYNMY ~-WVROAPGKGLEWVS ~~FISPEGGE
TYEADS?KG~-RFTTSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTE?YYELK-——D?DMEGKLHVFDY—w~HG
QGTLVTVSS

TARZh-91  (SEQ ID NO:456)

EVQLLESGGELVQPGGSLRLSCAASGFTFA~DYOMA ~WVRQAPGKGLEWVS ~ ~-RIDRGGFH
TYYADSVEG~~RFTI SRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK~~~PSWHADQYFDY ~ ~~WG
QGTLVTVSS

TARZh-9%2  (S5EQ ID NO:457)
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLTCARSGFTFD~DVNMT ~WVREQAPGKGLEWVS ~ ~ATGPSGTE

TYYADSVKG~~RFTISRONSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK~~~HSKIGSAMFDY ~~~WG
QETLVTVSS

TAR2h=-33 ~ (SEQ ID NO:45B)
EVDLLESGGGLVOPGGSLRLS CAASGFTFG~NGHNMV - WVRQAPGKGLEWVES~ ~HIDEYGTN
TYYADSVKG~ -RFTISRONSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK~ ~~PRNDRPGFDY ~~~-WG
QETLVTVES

TARZ2h-%4 - (SEQ ID NO:458) '
EVOLLESGGGLVOPGESLRLSCARSGFTFS~RENMH~-WVROAPGEGLEWV S~ ~GIGPEGMP
TYYRDSVEG~~RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK ~~~GMNSHDGFDY ~ ~ ~NG
QGTLVIVSS

TARZh-95 (SEQ ID NO:460)
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFK~GSNMG~WVRQAPGKGLEWVS~ ~LIDGRGOH
TYYADSVEG~~RFT LSRN SKNTLYLOMYSLRAEDTAVY Y CAK~~~PSVREFDY ~~~RG
QETLVIVSS

TAR2h-96- (SEQ ID NO:461)
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS~RENMH~WVROAPGKGLEWVS ~ ~GIGPRGMP
TYYADSVEG~~RFTISRDNSENTLY LOMMSLRAEDTAVYYCAK ~ ~=RMLANSPLAFDY -~ ~WG
QETLVTVSS '

TARZh-57 (SEQ ID NO:462)
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCTASGFTFS~ESTMN~WVRQAPGKGLEWVS ~~VITAQGGD

TYYADSVEKG-~RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK~~~PDVLFDY~~-HG
QGTLVTVSS

FIGURA 27C
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TAR2h-39 {SEQ ID NO:4832)
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFE~-EYNML~-WVRQAPGKGLEWVS~-~-GIGPSGRE
TYYADSVEG~~RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY YCAK ~~~GSITLFDY -~ =WG
QETLVTVSS '

TAR2h-100 (SEQ ID NO:464&)
EVQLLESGGGLVQPGGSLELSCAASGFTFS ~-GYNMY ~WVRQAPGKGLEWVS~~ATDAYGTH
TYYADSVEG~~RFTISRDNSENTLYLOMNSLEAED TAVYYCAE ~~~GLOTSDHGERI SFDY ~ ~~W
GOGTLVTVSS ’

TAR2h-101 (SEQ ID NO:465)
EVQLLESGGELVQPGGESLRLSCAASGFTFD~QYDMS~HVRQAPGKGLEWVS ~~ LIDPSCGH
TYYADSVEG~~RFTISRNNSENTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK ~~ ~PVFSOWPAVEFDY~ ~~WG
RQETLVTVSS

TARZh-102 (SEQ ID NO:466)
EVQLLESGGELVOPEGELRLECAASGFTFD QY DMS - WVRQAPCGKGLEWVS~ ~LIDPSGGH
TYYADSUKG~~RPTIERNHSKNTLYLQHN3LRAEDTR?YYCAK~~-P?FSDWPAUEFD”-——WG
QGTL?T?EE

TAR2h-103 (SEQ ID NO:467) :
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFT~RYSMG~WVRQAPGKGLEWVS~~-MIDVPGLH
TYYEDSUKG»uRFTIERDNEKHTL?LQMHSLRAEDTAVYYCRK—~-ISQFGSHRFDY—--WG
DETLVTVES

TARZh-104 (SEQ ID NO:468)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFE~WYWMG ~WVRQAPGKGLEWVS ~ ~AT SGSEGS
TYYAXSVKG-~RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDAAVYYCAK~ ~ ~VKLGGX PNFGY-—-aRG
QETLVTVSS

TAR2h-105 (SEQ ID NO:469)
EVQLLESGGGLVQPEGSLRLECAASGFTFT~RYSNG~HVRQAPGKGLEWVS ~ ~FIDPPSVHE
TYYﬂﬂvaG~~RFTIERDNEKHTLYLQMHELRREUTAVYYCHKu-MISQFGSNﬁFDY—~~WG
QGTLVTVSS

TARZh-106 (SEQ ID NO:470)
EVQLhESGGGL?QPGGSLRLSCAASGFTFTHRESMG*W?RQAPGKGLEW?S»-MID?GGEH
TYYAXSVEG~~RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY Y CAK~ ~~ISQFGSNAFDY ~ ~~HG
QETLVTVSS

TARZh-107 (SEQ ID NO:471) .
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFT~RY SMG~-WVRQAPGKGLEWVS ~~MIDTGGVH

TEYAXS?KG~_RFTISRDNSKNTLYLQHWSLRAMDTRHEYCAK——-IEQFGSNAFDY---WG
QGTLVTVSES

FIGURA 27D
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TAR2h-108 (SEQ ID MNO:472)
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCALSGFTFT-RYSMG-WVRQAPGKGLEWVS - -MIDVEGRH
TYYADSVEG-~RFTISRDNSKN TLY LOMN SLRAEDTAVY Y CAK ~~ ~ I SQFGSNAFDY -~ ~WGE
QGTLVTVSS

TARZh-105% (SEQ ID NO:473)
EVQLLESGGGL?QPGGSLRLSCAASGFTFT—RYSMG ~WVRQAPGKGLEWVS~~-MIAHAGPE

TYYBDSVKG-_RFTISRDHSKHTLYLQMNSLRREDTﬂvYYCAKH«+ISQFGSHAFDY—--NG
QETLVIVSS

TAR2Zh-110 (SEQ ID NO:474)
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASCGFTFT~RYSMG~WVRQAPGKGLEWVS ~~MIDTRGVR
TYYADSVEG~~RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK ~~~ISQFGSNAFDY ~~~WG
RETLVIVSS

TARZh-111 (SEQ ID NO:473)

EVQLLESGEGLVQPGGSLRLESCARSGFTFT ~RYSMG~WVRQAPGECGLEWVS ~ ~MIDVEGNH
TYYADSVKG~~RFTISRDNSKNTLYLOMNSLEAEDTAVYYCAK ~~~ ISQFGSNAFDY ~~~WG
QETLVIVSS

TAR2h-112 (SEQ ID NO:478)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFT ~RYSMG~WVRQAPGKGLEWVS ~~MIDVGGRH
TYYADSVKG~~RFTISRONSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK~~~ISQFGPNAFDY ~~~WG
QETLVTVSS

TARZh-113 (SEQ ID NO:477)
EVOLLESGEGSVQPGGSLRLECAASGFTFT-RYSMG~-WVROAPGKGLEWYS~~RIDEYGRG
TYYADSVKG~~RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY YCAK ~~~VRSFYTFDY ~ ~~WG
QGTLYVTVSS

TARZh-114 (SEQ ID NO:478)
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAARSGFTFS~GYNMG~WVRQAPGKGLEWVS~~TISTQGYH
TYYADSVEG-~RFTISRONSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK~~~AFTSDFDY ~~~WG
QGTLVTVSS

TARZh-115 (SEQ ID N0O:479)
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS~GYNMY ~WVRQAPGKGLEWVS~~GISGPCLE
TYYADSVKG~~RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAQ~~~GMSKTSTFDY ~~~HG
QGTLVTVSS .

TAR2h-116 (SEQ ID NO:480Q)
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFT~EYYME~WVRQAPGHGLEWVS~~SIDPDGSL
TYYADSVEG~~RFTISRDNSKNTLY LOMNSLRAEDTAVYYCAK~~~YPREKFDY ~~~WG
QGTLVTVSS

TAR2h-117 (SEQ ID NO:481)
EVQLLESGGGLVQPGCESLRLSCAASCFTFD- KYOMG~WVROAPGKGLEWVS ~~FIDSNGHH

. TYYADS?KG—-RFTIERDNSKHTLYLQMNSLEAEUTA?YYCRﬂu~~LS?QGSWLFDY—--WG
QETLVTVSS ' '

FIGURA 27E
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TARZh-118 (SEQ ID NO:482)
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFV~HYTMG~WVRQAPGKGLEWVS ~~WIHSDGVH
TYYADSVKG~~RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVY YCAK~~~FTHGEKKTFDY~~~WG
QGTLVTVSS '

TAR2h-119 (SEQ ID NO:483)
EVQLLESGGELVQPGESLRLSCAASGFTFM-GYDMH~WVROAPCKGLEWVS ~~GISAKGTE *
TYYADSVEG-~~RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK~~~GSSGSDGLFDY ~~~WG
QGTLVTVSS

TARZh-120 (SEQ ID NO:4B4)
EVQLLESGGGLVQPGESLRLSCAASGFTFP ~VYNMA -~ WvRQAPGKGLvasthIAGHGQQ

TYYADS?KG~—RFTISRDNSKNTLYLQMNSLREEDTEVYYCBK~—-FASK?SPHBLTDFDYauuW
GRGTLVIVSS

TAR2h-121 (SEQ ID NO:485)
EVQLLESGGGLVOPGGSLELSCARASGFTFV~QYNMH-WVROAPGKGLEWVS ~~GI 55GGMR

TYYADSVEG~~RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY YCAK~~~GIRDSTLPRGTLFDY ~ ~~H
GQCOTLVTVSS

TAR2h-122 (SEQ ID NO:486)
EVQLLESGCGLVOPGGSLRLSCARSGFTFE-TY SMH-WVREQAPGKCLEWVS ~~SISLPGSE

TYYADS?KG-HRFTISRDNEKNTLYLQMHELRAEDTR?YYCAKﬁ~-HSKSEHRQSFDY~~~WG
DGTLVIVSE

TAR2h-123 (SEQ ID NO:487)
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCARSGFTFN~QYDMH~WVROAPGHKGLEWVS~~GISFSGYE

TYYADSVEG~~RFTISRDONSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY Y CAK~~~GRGPAPMESLFDY~~~NG
. QETLVTVSS

TAR2h-124 (SEQ ID NO:488)
E?QLLESGGGLVQFGGSLRLSChhﬁGFTF?uDYPFV~WVRQAPGKGLEW?E--HITSHGES
TYYARDSVEG~~RFTISRDNSKNMLYLOMNSLRAEDTAVY Y CAK ~~ ~LETHFP IRFDY ~ ~~WG
QETLVTVES

TARZh-125 (SEQ ID NO:489)
EVQLLESGGGLVQPGESLRLSCAASGFTFE~QYNMY~-WVRQAPGKGLEWVS ~~FISPSGEE
TYYADSVEG~~RFTISRDNSENTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK~~~SIKPFDY ~~~HG
QETLVTVES

TARZh-126 (SEQ ID NO:490) '
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS~MY SMA~-WVRQAPGKGLEWVS~~FIDFDGLE
TYYRDSVEG~~RFTISRDNSENTLY LOMN SLRAEDTAVY Y CAK~ ~ ~FSTSTMALFDY ~ ~~WG
QGTLYVTVES

TARZh-127 (SEQ ID NO:4851)
EVQLLESGGGLVRPGGSLRLSCAASGFTFP~EYNMH~WVRQAPGKGLEWVS ~~ATGTAGGS

TYYADSVHKG~~RFTISRDNSKNMLYLOMNSLRAEDTAVYY CAK ~~ ~GYRPRTGSMLFDY ~ ~ ~HWG
QETLVTVSS

FIGURA 27F

141



ES 2471943 T3

ThRRZh-128 (SEQ ID NO:492)
EVQLLESGGGLVQPEGSLRLSCAASGFTFA~ KYNMY ~-WVROAPGKGLEWVS ~ ~ AL SPHGQQ
TYYADSVKG~~RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAE~~~GMGSDAITFDY~~~WG
QGTLVTVSS .

TARE2Zh-129 (SEQ ID NO:493)
EVQLLESGGCLVQPGESLRLSCAASCFTFA~DYDMA-WVRQAPGKELEWVS ~ ~FIDRKGHH
TYYADSVKG~~RFTISRONSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK~~~TTDIQRLNSAFDY - ~~WG
QGTLVIVES

TAR2Zh-130 (SEQ ID NO:454)
EVQLLESGGGLVQPEESLRLSCAASGFTFG-NGVMA~WVRQAPGKGLEWVS~ ~HINENGGA
CTYYADSVEG-~RPTISRDNSENTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK~~~PSIESPIFDY ~~~WG
QGTLVTIVSS

TARZh-131 (SEQ ID NO:495)
EVQLLESGGGL?QPGGEL?LSCﬁAEGFTFA~HEPM?nﬂVRQAPGKGLEW?S-~HIDRHGQD
TYYADSVKG~~RFTISRDNSKNTLY LOQMNSLRAEDTAVYYCAK~~~LPKRGPRFDY ~~~WG
QGTLVTVSS

TARZh-132 (SEQ ID NO:49€)
EVQLLESGEGLVOPEGSLELSCAASGFTFE~ESVMG~WVRQAPGKGLEWVS ~~AISFGGSE
TYYADSVEG~~RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDAAVYYCAK~~~RTGPPGSTVFDY ~~~WG
QGTLVTVSS

TARZ2h-133 (SEQ ID NO:497)
EVOLLESGGELVQPGGSLRLSCAASGFTFG~DEPMH~-WVRQAPGKGLEWVS ~ ~GIGKEGQP
TYYADSVEG~~RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY Y CAK~ ~~LGGPFDY ~~~WG
QETLVTVSS

TARZh-151. (SEQ ID NOD:438)
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFD~YGNMF ~WVRQAPGEKGLEWVS ~~RISGEGGES
TYYADSVKG~~RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK~ ~~DMTTDSPPGFDY ~~~WG
QGTLVTVSE '

TARZh-152 (SEQ ID ND:499)
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFA~KETMS ~WVRQAPGKGLEWVS ~~WISPHGAL
TYYADSVEG-~-RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK~~~PRFSYYPRVSFDY ~~~WG
QGTLVIVSS

TAR2h-153 (SEQ ID NO:500)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLS CAASGFTFG~NGNMV~NVRQAPGKGLEWVS ~ ~HIDEYGTN
TYYADSVKG~-RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK~~~PRNDRPGFDY ~~~HG
QETLVTVES '

TARZh-154 (SEQ ID NO:501)
EVOLLESGGELVQPGGSLRLS CAASGFTFG~NGNMV ~-WVROAPGKGLEWVS ~~HIDXYGTN

TYYADS?KG—HR“TIERDNEKNTLYLQMNSLREGDTEUYYCAK---PENDRPGFDY«~~WG
QGTLVTVSS
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TAR2h-159 (SEQ ID MO:502) .

EVOLLESGEGLYVOPCESLELS CAASGFTFA~GODMR~WVROAPGKGLEWVS ~~ 51 PEEGEFN

TYY A DSVEG~~RFTI SRDNSKNT LY LOMNSLRAEDTAVY Y CAK ~~~RAKDRSVSOMPYFDY ~~ ~W
GRETLVTVSS '

TARZh-165 (SEQ ID NO:503)
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFM~RPDMV~WVRQAPGKGLEWVS ~ ~TIKDWGDQ

TYYADSVEG~~RFTI SEDNSKNTLYLOMNSLEAEDAAVYYCAK~~~ADSRAQLDFDY~~~WG
QETLWVTVSS

TARZh-166 (SEQ ID NO:504)

EVOLLESGGGLVOPGESLARLS CAASGFTFS~SYAMS ~WYRQAPGEGLEWVS-~ALISGE3GES
TYYADSVKG~~RPTISRONSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK~~~PYFPLFRATSFDY ~~~WG
QGTLVTVSS

TARZh-168 (SEQ ID NO:505)
EVOLLESGGGLVOPGESLRLSCRASGFTFH~DDDMV ~WVRQAPGRKGLEWVS~~SIPGHNGYV
TYYADSVEG~~RFTISRONSEN TLYLQI"!HE LRAEDTAVYYCAK~~~RPDPTSVFFDY~~-~W0

QETLVTVSE

TAR2h-171 (SEQ ID NO:506)
EVQLLESGGEGLVQPGGSLRLSCARSGFTFG~DDWMT ~WVROAPGKGLEWVS ~~GIAAYGIS
TYYADSVKG~~RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDAAVYYCAE -~~~ S3GKVFDY ~ ~ ~WG
QATLVTVSS .

TAR2h-172 (SEQ ID NO:507)
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFV~ERPMD ~HVRQAPGKGLEWVS ~ ~ LIGADGLS
TYVYADSVKG~~RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK ~ ~ ~LFRPGLLWFDY ~ ~ ~WG
QETLVTVSS

TAR2h-173 (SEQ ID NO:508)

EVQLL.ESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFT~ GQDMQ-WRQAPGKGLEWSH ~GINADGMA
TYYADSVEG~~RFTISRONSKNTLYLOMNSLEAEDTAVYYCAK - ~~TSPTMRSFDY =~ ~~HWG
QGTLWVTVES

TARZh1-174 (SEQ ID NO:509) .
EVQLL.ESGGCLVQPGGESLRLSCAASGFTFG~EEYMQ~WVRQAPGKGLEWVS~~LIPHTGNP -
TYYADSVKG-~-RFTI SRDNSICHTLYLQWSLR&ED‘I‘RWYCAK~ ~ = LANSLLFDY ~~~HG
QGTLVTVSS .

TARZI1~-178 (SEQ ID NO:510)

EVQLL.ESGGGLVOPGESLRLSCARSGFTFH~ RCICI‘dG-wWVRQAPGKGLEWSn ~FIEYDGRD
TYYADSVKG~~REFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK ~ ~~ECTREYGMFDY ~~~WG
QGTLVTVSS

TAR2h-178 (BEQ ID ND:.Sllll

EVQLLESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFN~RYSMG~WLROAPGKGLEWVS~~FIDKVGHH

TWYEDFVKG~-~REFTI SRDHSIGMTLYLQHI‘TSLREEDTAEWYCAKH ~~ISQFGPNAFDY -~ ~WG
QETQVIVSS
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TAR2h-201 (SEQ ID NO:512)

EVQLLESGGGLVQPGGSLR LSCAASGFTFT~RYSMG~WVROAPGKGLEWVS~~MLAHAGPE
RYYADSVKG~~RFTISRDN SKNTLYLOMNSLRAEDTAVY YCAK~~~I1SXFGENAFDY~~~WG
QGTLVTVSS

TARZh-2 n: (SEQ ID MNO:513)
EVQLLESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFT~RYNMG~WVRQAPGKGLEWVS~~FIDPPSVH
TYYADSVKG~~RFTISRDN SKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAN~~~ISQFESNAFDY~~~W3E
QGTLVTVSS

TARZ2h-203 (SEQ ID MNO:514) . )
EVQLLESGGGLVQFGGSLRLSCAASGFTFT~RYSMG~WVRQAPGKGLEWVS~~FIDPPSVH
TYYADSVKG~~RFTISRDN SKNTLYLOMNSLRAEDTAVY YKAE~~~ IEQFGSHEFDY-—- ~~WG
QGTLVIVSS

TAR2h-204 (SEQ ID NO:515)
EVQLFESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFT~RYSMG~-WVROAPGKGLEWVS~~MIAHRGPE

TYYADSVEG~~RFTI SRDHS K¥NTLYLOMNSLRAEDTAVY YCAK~~~ISQFGSNALDY ~~~-WG
RGTLVIVSS

TARZh-185-25 (SEQ ID NO:516)

EVQLLEEGGGL?QPGGSLRLSMGFTFHuRYHHGwWRQﬁPGKGLEWSH ~LIDPSGGHT
YYADSVKG~~RFTISRNNS KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCGK~~~PVFSDWPAVEFDY~~~W
GQGTVVIVES

TAR2h-154-10 (SEQ ID NO:517)
EVQLLESGGGMVOPGGSLR LECAASGFTFE ~HEGMV ~WVRQAPGEGLEWVS~~HIGEDGQST

YYADSVEG~~RFTISRDNS ENTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAN~~~IPKAGPSFDY ~~~WGRG
TLVTVES

TARZh-205 (SEQ ID IN0D:627)
EVQLLESGEGLVQPGGESLR LSCAASGFTFV~KY SMG~WVRQAPGKGLEWVS ~~QI SH"*GGHT

TYADSVEG~~RFTISRDNS MTLYLQMHSLRREDTAVYYEAKH-—YTGRWEPFDY-—-——WGQG
TLVTIVES .
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TARZh-131-8 (SEQ ID NO:518)

GAGGTECACGC TG TTCCACTCTEEGEEGACGECTTEATACAGCCTGEEEEETCCCTEGCETCTC
TCCTETECAGCCTCCEGATTCACCTTT GG~ CATGAGACGATGG TG~ TGGGETCCEC
CAGGCTCCAGGGAAGGETCTAGAGTGG GTCTCA~~CATATTGATCCGTGTTGGTCAGGAT
ACATACTACGCAGACTCCOTCARGGEC ~~CGGTTCACCATCTCCCGOGACARTTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCARATGAACAGC CTGCGTECCGAGGACACARGCGGTATATTACTGT
GUGAAR -~ ~CTTCCTRAAGAGGEEGCCT TGGTTTGACTAC-—-— ~CGEGAET
CACCGEAACCCTEETCACCETCTCRAGT

TARZh-131-24 {8EQ ID NOo:519) :
GRGGTGCAGCTGTTGGAGTC‘I‘GGGGGAGGCTTGATRCAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCOGEATT CACCTTT GG~ CATGAGACGATGGTG~TGEGTCCEC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGACTGGGTCTCA~ ~CATATTGATCGTETTGEGTCAGGAT
ACATACTAOGCAGACTCOGTGARGGEC ~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCARG
AMACACGCTGTATCTGCARATGARCAGC CTGCCTGCCGACGACACAGCGETATATTACTGT
GCGCGC~~~CTTCCTRAAGAGGGGECCT TEETTTGACTAC~~~CGGGET
CAGGGAACCCTGETCACCGTCTCGAGT '

TRR2h-15-8 (SEQ ID NO:520)

GAGGTGCGGCTGTTGCGAGTCTGEGECGA GGCTTGETACAGCCTGGEGGATCCCTGCGTCTC
TCCTETETAGCCTCCECATTCACCTTT GET ~ARGTCCACTATGACG ~TEGEETCOGT
CAGGCTCCAGGGAAGGETCTAGACTGG GTCTCA~ ~CATATTTCGCGATCGATEGETAATTCT
ACATACTACGCAGACTCCOTGAMAGGEC ~~CEGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCARG
AACACGCTCTATCTGCAAATGAACAGC CTGCGTGCCEAGGACACCGCEGTATATTACTGT
GCGAAL~~~GTTCCEATTCTGECTCCT COTAATCTTTTTGACTAL ~ ~~TGEEGET
CAGGGRACCCTGETCACCGTCTCGAGT

TAR2h-15-8-1 (SEQ ID NO: 521)
GAGCTECGCOTeTTECAGTCTOGEEGACHCTTEG TACAGCCTEGCCCATCOCTGOGTCTC
TCCTETETAGCCTCCEEATTCAAC T T GG T ~AAGTCCACTATGACG ~TEEETCIGT
CAGACTCCAGGEAAGCOTCTAGAGTOCCTOTCA~ ~CATATTTCGCATEATCCTARTTCT
ACATACTACGCAGACTCCGTGARASGEGEC ~~CEGTTCACCATCTCCCGOEACAATTCCARG
AACACGCTETATCTECAAATEGAACAGC CTECOTEOCEACGACACOGCEGTATATTACTGT
GCGAAA~~~GTTCCGATTCTGECTCCT COTARATC T TTTTGACTAC ~ ~ ~TGEGET
CAGEEAACCCTEETCACCETCTCGAGC

TARZh-15-8-2 (SEQ ID NO: 522)
GRAGGTGCGECTETTEGAGTCTGGGECACGGCTTGGTACAGCCTGEGGEATCCCTECETCTE
TCCTGTGTAGCCTCOGGATTCACCT TT GGT ~AAGGGGACTATGACG~TGGGTCCGT
CAGGECTCCAGGEAAGGETCTAGAGTCGEGGTCTCA~ ~CATATTTCGGATGATGCTAATTCT
ACATACTACGCAGACTCCGTEAAGGRE. ~~CEETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCARG
ARCACGCTGTATCTGCAAATGAACAGC CTGCETGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~GTTCCCGATTCTGGCTCCT CGTARTCTTTTTGACTAC -~ ~TGEGEET

- CAGGGAACCCTGGETCACCGTCTCCAGE

TAR2h-1B85-23 (SEQ ID NO: 523)
GAGGTGCAGCTGTTECAGTC TEGEECAGECT TGETACAGCCTGGGEEETCCCTGCETCTC
TCCTGTGCAGCCTCOGGATT CACCTTT G OG-~ CGGTATARTATGGGT~TGGGTCCGT
CAGGCTCCAGGGARGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~ ~CTGATTEGATCCGAGCGGTEETCAT
ACATACTACGCANACTCCGTGAAGEGC ~ ~CGGTCCACCATCTCCCECARCAATTCCARG
AACACGCTGTATCTGCARATGAACAGC CTECGTGCCGAGGACACCGUEETATATTACTGT

. GGGAAA~~~CCGETTTTTTCTGATTGE CCTGCGCTGGAGTTTGACTAC ~ ~ ~TGGGET
CAGGEGARCCCTGETCACCGTCTCCAGT
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TAR2h-154-10-5 (SEQ ID KD:524)
GRGETGCAGCTETTGGAGTCTEEEEGAGGCATGGTACACGCCTGGEEGEETCACTECETCTC
TCCTETECAGCCCCCGEATTCACCTITGAG ~CATGAGGGGATGETC~TGEGETCCGT
CAGGCTCCAGGEARGEETCTABAGTGECT CTCA~~CATATTGETGAGGATGGETCAGTCT
ACATACTACGCAGACTCCGTGARGECEC ~~ CEGTTCACCATCTCCCECGACAATTCCRAG
ARCACGCTGTATCTGCAARTGAACAGCCTGOGTECCCAGGACACCECEGTATATTACTGT
GCGTCC~~~ATTCCGARGGCGGGGCCTTCGTTTGACTAC~ ~~TGGGGT
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

TARZ2h-14-2 (SEQ ID NO:525)
GAGETGCAGCTGTTEGAGTCTGEEEEAGGCTTEGETACAGCCTGGEEGETCCCTECETCTC
TCoTETGCAGCCTCOGEATLCACCTTTGAT ~CAGTATGATATGTCG~TEGEETCCGC
CGGGCTCCAGGEAAGGETCTAGAGTGEETCTCA~~CTGATTGATCCGAGCGGTGGTCAT
ACATRACTACGCAGACTCCETGAAGGEL ~ ~ CGETTCACCATCTCCCGCAACARTACCARAG
AARCACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGEGTATATTACTGT
GCGAAA~~~CCGETTTTTTCTGATTGECC T GCEETGEACT TTGACTAC ~ ~ ~TGEGEET
CAGGEAACCCTEGETCACCGTCTCGRAGCCT

TARZh-151-8 {SEQ ID ND:526)
GAGGTGCAGCTETTGCAGTCTGEGGGAGECTTEGEGTACAGCCTGEEGEETCCCTGCETCTC
TCCTETGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAT ~TATGEGAATATGTTT~-TGEETCCGC
CAGGCTCCAGGEAAGEETCTAGAGTGEATC T CA~ ~GCTATTAGTGGTAGTGETCGTAGT -
ACATACTRACGCAGACTCOGTGAAGGE C~~CGETTCACCATCTCCCGOGACARTTOCARG
ARCACGCTETATCTGCAAATGAACAGCCTGCETGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GOGAAR ~~~GATATGACGACGEGATTCGCC T COTGEETTTEACTAC ~~ ~ TGGEET

. CAGEGAACCCTGETCACCETCTCGAGCS

TARZh-152-7 . {(SEQ ID N0O:527)

GAGGTGCAGCTGT TGGAGTCTGEEEEAGECTTEGTACAGCCEEEEEGGTCCCTGCGTCTT
TCCTETECACCCTCCGEATTCACCTTTE OG-~ AAGGAGACSATGRAGT~TECETCC3C
CAGGCTCCAGECARGGETCTAGACTECETCTCA~~TGGATTAGTCCTCATCGTGCTCAT
ACATTCTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~AGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTETATCTECAARTGARCACCC TG CETECCGAGEACACCECCETATATTACTED
GCGAAA~~~CCTCGETTTTCGTATTATCCTCGGATTTCATTTGACTAC ~ ~CGGEGT
CAGGGAACCCTEGTCACAGTCTCGAGCON '

TARZh-315-4 (SEQ ID NO:528) _
GAGGETGCAGCTGTTGGAGTCTGEEEEAGECTTEETGCAGCCTGEEGGEETCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCEGATTCACCTITGAT ~SCTTATAATATETTT-TEETTCCEC
CAGGCTCCAGGGRAGGGTCOGEAGTECEETCTCA~ ~GCTATTGETCCETCEGETCEGEAL
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGEC~~CGGTTCACCATCACCCGCGACRATTCCARG
AACACGCTGTATCTGCARATGARCAGCCTECGTECCGAGGACACCGCEETATATTACTGT

GCGAAA~~~AGGTATCCTGATTTTGACTAC ~ ~ HTGGEGTCP;GGGMCCCTGGTCACCGI' CcTC
GAGC

TARZh-154-7 (SEQ ID NO:529)
GAGGTGCAGcTGTTGGAGTcTGGGGGAGGCHGGTACAGCETGGGGGGTCCCTGOGTCTC
TCCTETGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAG - CATGAGEGEATGE TG~ TEEETTCGE
CAGGCTCCAGGEAAGGETCTAGAGTEEETCTCA~ ~CATATTGETGACCGATEETCASTCT
ACATACTACGCAGACTCOGTGAAGGGC~ ~CGETTCACTATCTCCOGOGACAATTCCAGG
ARCACGCTGTATC TECAAATGARCAGCC TG CETECCCAGEACACCCOGETATATTACTET
GUGAARC~~-ATTCCGAAGGCEEEECCTTCETTTEACTA D~ ~~TGEGGET
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT
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TAREh 80 (SEQ ID NO:530)
G.FLGGTGCAGCTGTTGGRGTCTGGGGGAGGCPTGGTPLCAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTARG~TTC T ATAATATGECE~TGEETCCGC
. CAGGCTCCAGGEAAGGETCTAGAGTGEETCTCA ~ ~ TTTATTGCTGCTGOCTEGETCCTGRG
ACATACTACGCRAGACTCCETGARGEEC~ ~CGETTCACCATCTCCCEGCCGACAATTCCARG
AACACGCTETATCTGCARATGARCAGCCTECOTCC CEAGGACACCECGETATATTACTGT
GOGAAR~~~TTEEEEEATATTAGTAGTATTCCTCAGCATCCGTTTGACTAC -~ ~TGGGET
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

TARZh-B1 {(SEQ ID ' NO:531)
GAGGTGCAGCTETTGGAGTCTGGERGAGGCTTGE T ACAGCCTEAERGETCCCTGCETCTC
TCCTGETGCAGCCTCOGEATTCACCTTTTCG~-CGGGAGAATATGCAT ~TGEGTCCEC
CAGCCTCCAGGEAAGGETCTCGEAGTGEGTCTCA~~GETATTGGGCCGAGGEEGTATGCCG
ACATACTACGCAGACTCOGTGAAGGGC ~ ~CEETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCARG
ARCACGCTGTATCTGCAMATGARACAGCCTGCETGC CGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GOGARARL~~~GETATGARTTCGCATGATGGETTTEACTAC~~~TGEEGT
CAGGGAACCCTGETCACCGTCTCGAGT '

TARZh-82 {(SEQ ID NO:532)
GAGGETGCAGCTETTGGAGTCTGEEEGAGGCTTGETACAGCCTGEEGEEETCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTIGAT~GCE T CTGAGATGEAT~TGGETCCGC
CAGGCTCCAGGERAAGGETCTAGAGTGEGTCTCA - —~GCGATTTCGCCTAGTGETTCTGET
ACATACTACGCAGACTCCGTGARGGGC ~~CEETTCACCATCTCCCGOGACAATTCCARG
AACACGCTETATCTGCARATGARCAGCCTECETCC CEAGCBACACCGCEGTATATTACTET
GCGAARA~~~CGTATGCTTGCGAATTCTCCTTTGCC TTTTGACTAC - ~ ~TGEGET
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCOGAGC

TARZh-83 ({SEQ ID NO:533)

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGEGEAGGCTTGE TACAGCCTEEGEGEGETCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCOGEATTCACCT TT TCT~GOG TATAATATEGCT~TGGETCCGT
CAGGCTCOAGGGAAGGETCTAGAGTEEETCTCA~ ~TTTATTGCTCAGTCEGETEETCAT
ACATACTACGCAGACTCCGTEAAGGGC~~CEETTCACCATCTCCCECGACARATT CCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTECETCC CGAGCACACCECEETATATTACTGT
GCGAAA~~~TTTAGTCATCCTGATGAGGAGGETACGCAGATGTTTGACTAC~ ~~TGGEGT
CAGGGAACCCTGETCACCATOTCGAGC

TARZh=-84 (SEQ ID NO:534)
GAGGTGCAGCTGTTEGACGTCTGGEEGAGECTTGETACAGCCTGEEEGETCCCTEGCETCTC
TCCTIGTGCAGCCTCCEGATTCACCTTITGCG~CAT TATCAGATEGCT ~TGGGTCCGT
CAGGCTCCAGGGAAGGETCTAGAGTEGETCT A~ ~CEGTATTGATCETEEEGETTTTCAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGRAAGGGC~~CeGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCARG
AACACGCTGTATCTGCAMATGARCAGCCTECETGC CGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA -~ ~~CCGTCTTEGCATGCTGATCASTAT T T TCGACTAC~ ~~TGGGGET
CAGGGAACCCTEGTCACCGTCTCGAGT

TARZ2h-85 (SEQ ID NO:535)
GACCTGCAGCTETTECAGTCTGEEECACGECTTEE TACAGCCTEEEEEETCCCTECETOTC
TCCTETGCAGCCTCCGEATTCACCTTTAAG-CGAT TATAATATGATG~TGEGTCCEC '
CAGGCTCCAGGGRAAGGGTCTAGAGTGGETCTCA ~ ~GCTATTGCTACGAGTGGTAGGGAG
ACATACTACGCRGACTCCOGTEGARGEGC~~CeETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCARATGAACAGCCTGCETEC COAGCATACCGCGETATATTACTGT
GCGAAA~~~TTTACTTTTGGEGGEAATCAGGATT T TGACTAC~ ~~ TGEGGET
CAGGGAACCCTGETCACCETCTCGAGC
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TAR2h-86  (SEQ ID NO:536) _ '
GAGGTGCAGCTGTTGEAGTCTCEEEEAGECTTEETACAGCCTGEEEEETCCCTGCGTOTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGCT~AAGTATAATATGTAT~TGGETCCEC
CAGGCTCCAGGGARGGETCTAGAGTGGETCTCA~ ~GCEATTAGTCCTAAGGGTCAGCAT
ACATACTACGCAGACTCCETGARGEEC~-~CaGTTCACCATCTCCOGCEACAATTCCARG
AACACGCTGTATCTGCARATGARCAGCCTGCETGCCGAGGACACCEOGE TATATTACTGT
GCGGAA~~~GGGATGGGETCGGATGCTATTACTT TTGACTAC -~ ~TGGGGT
CAGGGAACCCTGETCACCGTCTCGAGC

TARZh-87 {SEQ ID NO:537)
GAGGTGCAGCTGTTGEAGTCTCGEGEAGECTTGGTACAGCCTGGEEEETCCCTGCGTCTC |
TCCTETGCAGCCTCCGEATTCACCTTTICT~GOGTATARTATGGCT ~TGGETCCGT
CAGGCTCCAGGGRAGGETCTAGAGTGEGTCTCA~-~TTTATTGCTCAGTCGGETGETCAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGARGGGEC~~CEETTCACCATCTCCCGCGACARTTCCARG
ARCACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGUCEGAGGACACCGCGE TATATTACTGET
GCGAAR -~~~ TTTAGTCAT CCTGATGAGEAGGETACCCAGATCTTTGACT AC ~ ~ ~TGGEET
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

TARZh-88 (SEQ ID NO:538)

GAGETECAGCTETTEGAGT CTGEEEGAGECTTGETACAGCCTEGEEGGET CCCTGLETCTC
TCCTGTGCAGCCTCCEGATTCACCTTTGAG~AGGTATGATATETTT-TEGETCCGC
CAGGCTCCAGGEAAGGETCTAGAGTGEETCTCA~~GETATTTCTCCTAGGGETAGEGAS
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC -~ CoGTTCACCATCTCCCGOGA CARTTCCARG
AACACGCTGTATCTGCARATGARCAGCCTGCGTGCCGAGGATACCGCGG TATATTACTGT
GCGAARA~~~GATATGATTAATTATCATGGTACTCCTTCGTTTEGACTAC ~ —~~TGEEET
CAGGGAACCCTGETCACCGTCTCGAGC

‘'TAR2h-89 (SEQ ID NO:539)
GmamcmcTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTA:MCCTGGGGGGTc:cchCGTcrc
TCOTGTGCAGCCTCCRGATTCACCTTTTCN ~AATTATAATATGETT~TEGETCCGC
CAGGCTCCAGGEARGEETCTEGEAGTGEETCTCA~~TGEATTAGTGEEGCGGEETCATTCS
ACATACTACGCAGACTCCGTGARGGGC~~CGETTCACCATCTCCCGCGACRATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCARATGAACAGCCTECETGCOGAGGACACCGCGG TATATTACTGT
GCGAAA~~~GATGTGEATATGBCGEETAAGCTTAATGTTTTTGACTAC~ ~~TGGGET
CAGGGAACCCTGETCACCGTCTCGAGT

TAR2h-50  {SEQ ID NO:540)

- GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGECAGECTTGETACAGCCTGEEEEGET CCCTGCETCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGEATTCACCTTTARAG~CAGTATARTATGTAT~TEGETCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGETCTAGAGTEEETCTCA~~TTTATTAGTCCETC TGETGETGAC
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CEETTCACCACCTCCCGCGA CAATTCCARG
AACACGCTGTATCTECAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGE TATATTACTGT
GCGAAR~-~GATGTGGATATGGCGGETAAGCTTAATGTTTTTGACTAC ~~TGGGET
CAGGGAACCCTGGETCACCGTCTCGAGC

TARZh-51 (SEQ ID NO:541} .
GAGGTGCAGCTGTIGGEGTETGGGGG&GGCPTGGTACEGCCTGEGGGGT CCCTGCGTCTC
TCCTGTECAGCCTCCGEAT TCACCTTTGCG~GATTATCAGATEECT~TEGGETCCGC
CAGGCTCCAGGCGAAGEGETCTAGAGTGEETCTCA~~CETATTGATCGTGGGGGTTTTCAT
ACATACTACGCAGACTCCETCARGEGC~~COGTTCACCATCTCCCOCGA CARTTCCARG
AACACGCTGTATCTGCAMRATGRACAGCCTECGTGCCGAGGACRCCGCGE TATATTACTGT
GOGAAN ~=-~CCGTCTTGECATGCTGATCAGTATTTTGACTAC ~ ~~TEGEGGT
CAGGGARCCCTGETCACCEGTCTCGAGC
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TARZh-52 (SEQ ID NO:542)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTEGEGEGAGECTTEGETACAGCCTGGGEGETCCCTGTGTCTC
ACCTGTGCAGCCTCOGGATTCACCTTTGAT ~GATGTGAATATGACT ~TEEGTCCEC
CAGGCTCCAGGGRAGGETCTAGRAGTEEGTCTCA~ ~GCGATTGETCCTTCGGETACTGRG
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CEGTTCACCATCTCCCGTGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGARCAGCCTGCGTGCCGAGCACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~CATAGTARGACTGGTAGTGCTATETTTGACTAC ~~ ~TGEGET
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

TARZh-93 {SEQ ID NO:543)

GAGGTGCAGCTGTTGGAGT CTGEEEEAGGCTTGEGTACAGCCIGGGEEETCCCTGCGTCTIC
TCCTETECAGCCTCCEEATTCACCTTTGET ~ARATGETARTATEETT~-TEEGETCCGEC
CAGGCTCCAGGEAAGEGTCTAGAGTEEGTCTCA~ ~CATRTTGATGAGTATGETACGAAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC -~ CEGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCALG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTECETGCCRAGGACACCGCGETATATTACTGET

GCOGAAR ~~~CCTOGTAATGATCGECCTGEETTTGACTAC ~ ~ ~TGEEGET
CAGGGAACCCTGETCACCGTCTCGAGC

TARZ2h-94 (SEQ ID NO:544)
GAGETGCAGCTETTGGAGTCTEAGGEAGECTTGGTACAGCCTGEGEEETCCCTGLGTCTE
TCCTETEGCAGCCTCOBGATTCACCTTTTCG~CGGGAGARTATGCAT~TEEETCCGC
CRGGCTCCAGGERAGGGTCTGCGAGTEECTCTCA~~GETATTGEGCCGAGEEETATECCG
CACATACTACGCAGACTCCGTGRAGGEC~~CEETTCACCATCTCCOCGCGACAATTCCARG
ARCACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCEGAGGACACCGCGETATATTACTGT
GCGAAA-——GGTATGAATTCGC&TGHTGGGTTTGACTACH--TGGGGT
CAGEGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

TARZh-95 (SEQ ID NO:545)
GAGGTGCAﬂCTGTTGGEETTFGGGGGRGGCTTGGTECEGCCTEGGGGGTECCTGCGTCTC
TCCTETGCAGCCTCOGEATTCACCTTTARG~BGEAGTAATATGGET~TEEETCCGC
CACGGCTCCAGGEAAGGETCTAGAGTGEETCTCA~~CTGATTGATGGGCGTGETCAGCAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CEGETTCACCATCTCCCGCGACRATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATCGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA ~~~CCTAGTEGTGAGGEAGTTTGACTAC~ ~~AGGGGT
CAGGGAACCCTGGTCACCETCTCGAGT

TAR2h-96 (BEQ ID NO:54¢)
GHGGTGCAGCTGTTGGRGTCTGGGGGREGCTTGGTECBGCETGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTETECAGCCTCCEGATTCACCTTITCG ~COGEAGAATATCGCAT~TGGETCCGC
CAGGCTCCAGGEARAGEETCTGGAGTGEETCTCA ~GETATTEEECOGAGEEETATGECCE
ACATACTACGCAGACTCCETGAACGEGC~~CEETTCACCATCTCCCECGACAATTCCARG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGCTGUCGAGGACACCEUGETATATTACTET
GCGAAA~~~CGTATGCTTGCGAATTCTCCTTTGGCTTTTEACTAC -~ ~TGEEET
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

‘TARZh-927  (SEQ ID NO:547)

GAGGETGCAGCTGTTEEACT CTEEGEEAGGCTTEETACAGCCTGEGEGETCCCTECETCTC
TCCTGTACAGCCTCCEGATTCACCTTTTCG ~GAGAGTACTATGAAT~-TGGGTCCGET
CAGGCTCCAGGAAAGGETCTAGAGTGEGTCTCA ~~GTTATTACGGOGCAGGAGTGGGGAT
ACATACTACGCAGACT CCETEAAGGGC-~CAETTCACCATCTCCCECGACAATTCCALG
AACACGCTGTATCTGCARATGARCAGCCTGCGTGCCGAGGACACCECGETATATTACTGT
GCGAAA~ ~~CCTGATCTTTTGTTTGACTAC ~~ ~TGGGET
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT
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TAR2h-59 - (SEQ ID NO:548)
GRGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGBEEEGAGGCTTGGTACAGCCTGEGGGETCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCCGATTCACCTTTGAG~GAGTATAATATGTTEG~TCGEETCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGATCTGEAGTGEETCTCA~ ~BEGATTEEGCCTTCGLGETAGEEAG
ACATACTACGCAGACTCCGTGRAGGAC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
ARCACGCTGETATCTGCARATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGATACCGCGETATATTACTGT
GCGAAA ~~~GETTCTATTACGCTETTTGACTAC ~~ ~TGEEET
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCEAGT

TARZ2h-100 (SEQ ID NO:549)

GAGGTeCAGCTE T TCGASTCTGCGGEAGGCTTEGTACAGCCTEEEEEGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTECARCCTCCGGATTCACCTTTAGT ~-GETTATAATATGTAT ~TGGGTCCGEC
CRAGGCTCCAGGEAAGEGTCTAGAGTGGGTCTCA~~GCEATTGATGCGTATGETACGCAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGARGGEC~-~CGGTTCACCATCTC CCGCGACAATTCCAAG
AACACCGCTCTATCTECAAATGARCAGCCTECETGCOGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGGAA~~~GEGTTGCAGACGTCTGATCATGGTGAGAGGATTTCTTTTGACTAC-~~TGG
GOTCACCGAACCCTGETCACCGTCTCGAGT

TARZh-101 (SEQ ID NC:550) :

GAGGTECAGCTETTGGAGTC TGEGEGAGECTTGGTACAGCCTGEGGEETCCCTGCETCTC
TCCTETECAGCCTCCGEATTCACCTTTGAT ~CACTATGATATGTCEG~TEGEGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~CTGATTGATCCGAGCGGTGGTCAT
BCATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGGTTCACCATCTCCCGCARCRATTCCAAG
ARCACGCTETATCTGCAMTGAACAGCCTECETECCGAGGACACCGCGETATATTACTGT
GCGAAL ~ ~~CCEGETTTTTTCTGATTGGCCTECGETACGACTTTGACTAC »~ ~TGEEET
CAGEGAACCCTEETCACCETCTCGAGC

TARZh-102 (SEQ ID NO:551)

GAGCTECAGC TG I TERAGTCTGEEEEAGCCTTCETACAGCCTGEGEGGTCCCTGCETCTC
TCCTETCCAGCCTCOGGATTCACCTTTGAT~-CAGTATEGATATGTCG~TGEGETCCGC
CAGCECTCCAGGGAAGGETCTAGAGTGEATCTCA~~CTGATTGATCCGAGCGGTGETCAT
ACATACTACGCEGACTCCETCGAAGGEC ~~ CEGETTCACCATCTCCCGCARCARTTCCAAG
AACACGCTGTATCTECAAATGAACAGCCTOCGTECCGAGGACACCGCEGTATATTACTGT
GCGHAR~~»CCGGTTTTTTCTGETTGGCCTGCGGTGG&GTTTGRCTEC~~~TGGGGT
CﬂGGGAAECCTGGTCAECGTCTCGAGC

_ TARZh-103 (SEQ ID NO:552)
GAGGTGQAG:TGTTGGAGTcTGGGGGAEGCTTGGTAEAGccnmasscGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGETTcaECTiTACT ~AGGTATAGTATEEEG~TEGETCCGC
CAGGCTCCAGGEAAGGETCTAGAGTEGETCTCA~~ATGATTGATGT TCCTGGTCTGCAT
ACATACTACECAGACTCCGTGAAGEGEC~~CGETTCACCATCTCCCGCGACART TCCARG
AACACGCTETATCTECAAATGAACAGCCTGCETGCCEAGGACACCGCEETATATTACTGT
GCGARA~~~ATTTCTCAGTTTGGGTCAAATGCGTTTGACTAC ~ ~TGGEGT
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGARC
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TAR2h-104 (SEQ ID MO:553) .
GAGGTGCAGCTGTTGEAGTCTGEEGEAGECTTGETACAGCCTGEEGEEETCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAG~TGGTAT TGGATGGGT~TGEETCCGC
CAGGCTCCAGGEARGGOTCTAGAGTAGCTCTCA~ ~GCTATCAGTGGTAGTGGTCGTAGC
ACATACTACGCANACTCCGTGAMGEEC ~~CEETTCACCATCTCCCGCGACARTTCCRAG
AACACGCTGTATCTGCARATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACGCCGCEGETATATTACTAT
GCGAAR~~~GTTARGTTGGGGEGEEENCCTAATTTTGGCTAC~ ~ ~CGGGET
CAGGGAACCCTGETCACCGTCTCGAGC

TARZh-105 (SEQ ID NO:554)
CAGGTGCAGCTGTTGCAGTCTEGEGEAGECTTEGTACAGCCTEEEEGETCCCTGOETCTC
TCCTETECAGCOTCOGEATTCACCTT TACT ~AGETATAGTATGEGE~TEGEETCCEC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGETCTCA~ ~TTTATTGATCCTCCGAGTGTTCAT
ACATACTACGCAGACTCCETGARAGEEC~~CGETTCACCATCTCCCGUGACARATTCCARG
AACACGCTGTATCTECAAATGAACAGCCTACATGCCEAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAARA~~~ATTTCTCAGTTTGGGTCARATGCGTTTGACTAC~ ~~TGGGGET
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

TAR2h-106 {SEQ ID NO;:555)

GAGGTGCACCTET TGEAGTCTGEEEGAGECTTEGTACABCCTGGEEEGTCCCTGCETCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGOATTCACCTTTACT ~AGGTATAGTATGEGG~TGGETCCEC _
CAGGCTCCAGEGRARGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~ATGATTGATGTTGGTGETTCTCAT
ACATACTACGCANACTCCGTGARGEGC ~~CEOTTCACCATCTCCCGOGACRATTCCAAG
ARCACGCTCTATCTGCAAATCAACAGCCTGCGTGCCGACEACACCEUGETATATTACTGT
GCGAAA~~-ATTTCTCAGTTTOGGTCAAATGCETTTGACTAC~ ~~TGGGEGET
CAGGGAACCCTGGTCACCETCTCAAGC

TARZh-107 (SEQ ID NO:556)
GAGGTGCAGCTGTTGGACTCTGEEGEAGECTTGETACAGCCTEGEGEETCCCTGCGTCTC
TCC TG TGCAGCCTCCGGATTCACCTTTACT ~AGGTATAGTATEGEG~TEGEETICGT
CAGGCTCCAGGEAAGGGTCTAGAGTEAGTCTCA~ ~ATGATTGATACTGGEEETETTCAT
ACATACTACGCANACTCCGTGAAGESEC~ ~CGETTCACCATCTCCCGOGACARTTCCAAG
AACACGCTETATCTGCAAATCGARCAGCCTGCOTCCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGET
GCGAAA~~~-ATTTCTCAGTTTGGEETCARATGCGTTTGACTAC~ ~~TGGEET
CAGGBAACCCTEETCACCGTCOTCGAGC

TARZh-108 (SEQ ID NO:557]) ,
GAGETGCAGCTGTTEGACTCTEEEECACECTTEGTACRGCCTGGGGGETCCCTGLGTCTC
TCCTETGCAGCCTCCEEGATTCACCTTTACT ~-AGGTATAGTATGGEE~TGEGETCCGEC
CAGGCTCCAGEGAAGGGTCTAGAGTGEGTCTCA~ ~ATGATTGATGTTCCTGGTCGTCAT
ACATACTACGCAGACTCCATGARGEGC~~CGETTCACCATCTCCOECCACAATTCCARG
ARCACGCTGTATCTGCARATGAACRGCCTGCCTGCCEAGGACACCGCGETATATTACTGT
GCEAAL - ~ ~ATTTCTCAGTTTGEETCARATGECGTTTEACTAC - ~ ~TGGGEET
CAGGGAACCCTGETCACCGETCTCGAGC

TRR2h-109 (SEQ ID ND:558)
GAGGTGCAGCTETTGEAGTCTECCEGACCGCTTEGGTACAGCCTIGEGEEETCCCTGCETCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTACT ~AGGTATAGTATGEGG~TGEETCCEC
CAGGCTCCAGGGAAGGETCTAGAGTGGGTCTCA~~ATGATTGCGCATGCTGGTCCTGAG
ACATACTACGCACACTCCOGTEAAGCEC~~CEETTCACCATCTCCOGCGACAATTCCARG
ALCACGCTGTATCTGCARATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGETATATTACTGT
GCGAAA~~~ATTTCTCAGTTTGGETCARATGCGTTTGACTAC - ~~TGEEET
CAGGGAACCCTGETCACCETCTCGAGC
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TARZh-110 (SEQ ID NO:55%9) -
GAGGTGCAGCTATTEEAGTCTCEEGEAGECTTGGTACAGCCTGGEEGETCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTACT ~AGGTATAGTATGGGE~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGCGGETCTEGAGTEEETCTCA~ ~ATGATTGATACTCGGEETGTTCGT
ACATACTACGCAGACTCCETEGAAGEG C~~CEETTCACCATCTCCCGCGACRARTTCCARG
ARCACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCEGCGGTATATTACTGT

GCGAAA~ ~~ATTTCTCAGTTTCEGTCAAATGCGTTTGACTAC ~~ ~TGEGGT
CAGGGAACCCTGGTCRCCGTCTEGAGE

TAR2h-111 (SEQ ID NO:560)
GAGETGCAGCTETTGGAGTCTGEEEEAGECTTGETACAGCCTGEEGEGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCEEATTCACCTTTACT ~AGGTATAGTATGGGEG~TEGGGTCCGC
CRGGCTCCAGEEAAGGETCTGEACTGEETCTCA~~ATGATTGATGTGCCTGGTAATCAT
ACATACTACECAGACTCOGTCGARGGGC~~COGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
ARCACGCTGTATCTGCAAATGAMRCAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGLGEGTATATTACTGET
GGGAAR---ATTTCTCAGTTTEGGTCEAETGCGTTTGRCTHCwwaGEGGT
CAGGGAACCCTGGETCACCGTCTCGAGC

TAR2h-112 (SBEQ ID NO:561} :
GAGGTGCAGCTETTGEAGTCTGEEGEAGECTTGGTACAGCCTGEEEEGTCCCTGLGTCTC
TCCTGETGCAGCCTCCGEATTCACCTTTACT -AGGTATAGTATGEEG~TCGGETCOGC

. CAGGCTCCAGGGAAGGET CTAGAGTGGETCTCA~~ATGATTGATGT TGETGGET CGGUAT
ACATACTACGCAGACTCCOTGAAGEEC~~COGTTCACCATCTCCCGCEGACAATTCCARG
ARCACGCTGTATCTGCARATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGLCGETATATTACTGT
GCGBARA~~-ATTTCTCAGTTTGEECCARATGCGTTTCACTAC ~~~TGEGET
CAGGGARACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

TARZh-113 (SEQ ID NO:562)
GHGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTECAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTETGCAGCCTCCGGATTCACCTTTACT-AGGTATAGTATGCGG~TGGETCCEC
CACGCTCCAGGEAAGEETCTAGAGTEEETCTCA~~CEGATTEATTCTTATGETCOGTGGT
ACATACTACGCAGACTCCETGARAGRGC~~CEGTTCACCATCTCCCGCGACAATTOCANG
ARCACGCTGTATCTGCARATGAACAGCCTGCGTGCOGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAN ~~~FTECGTTCTCCTTATACGTTTGACTAC~ ~~TGGEEGET
CAGGEAACCCTGETCACCGTCOTCGAGC

TARZh-114 (SEQ ID NO:563)
GHGGTGEEGCTGTTGGAGTETGGGGGAEGCTTGGTECAECCTGGGGGGTCCETGCGTETC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCRCCTTTTCG-GGTTATAATREGGGT»TEGGTCCGE
CAGGCTCCAGGGAAGGETCTAGAGTGEGTCTCA~~ACTATTTCGACTCAGGETTATCAT
ACATACTACGCAGACTCCETGAAGGGC~~COGTTCACCATCTCCCGCGACARATTCCARG
ARCACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTEGCCEAGCACACCGUGETATATTACTGET
" GOGAAM~ ~~-GCGTTTACTAGTGATTTTGACTAC~~~TGGEGET

. CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

TAR2h-115 (SEQ ID NO:564)

GAGGTGCAGCTGTTGGAGT CTGGEEGAGECTTGGTACAGCCTEEEEEGTCCCTCCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTTCG~GCTTATAATATCTAT~TGGCTCCET
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~GEGATTTCTGGTCCGGGTCTTGAG
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGEGC~~CEETTCACCATCTCCCGCGACRATTCCARG
AACACGCTETATCTGCAAATGAACAGCCTCCGTGCCGAGGACACCEGCGETATATTACTGT
GCGCAA~~~GGTATGTCGAAGACGTCTACGTTTGACTAC~~~TGGEGET
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

FIGURA 28H

152



ES 2471943 T3

TARZh-116 (SEQ ID NO:565)
GAGGETGCAGCTGTTEGACTCTGEEGEAGECTTGETACAGCCTGEEEEGTCCCTECEGTCTC
TCCTETGCAGCCTCCGRATTCACCTTTACT ~-GAGTATTATATAGAG~TGEETCCEC
CAGGCTCCAGGGAAGEETCTAGAGTGGETCTCA~ ~ACTATTGATCCGEATGETTCTCTT
- ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGEGC~~CAGTTCACCATCTCCCGUGACAATTCCARAG
AACACGCTGTATCTGCARATGRACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAARA~~~TATCCGCGTCAGRAGTTTGACTAC ~~ ~TGEGEGET
CAGGCAACCCTGGETCACCGTCTCGAGT

TARZh-117 (SEQ ID NO:566])

GAGGTGCAGCTGTTECAGT CTEGGAGAGGCTTECATACAGCCTEGEGAGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAT ~-AAGTATCAGATGGET~TGGEETCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~TTTATTGATTCGAATGGTCATCAT
ACATACTACGCAGACTCCETGARGGEEC~ ~CEETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCARG
AACACGCTCTATCTGCARAATGAACAGCCTGCOTGCCGAGGACACCGUGGTATATTACTGT
GCGCAR~~~-CTGTCGGTTCRAGGEGTCGAATCTEGTTTGACTAC ~ ~ ~TGGEET
CAGGGARCCCTGGTCRCCGTCTCGAGC_

TAR2h-118 (SEQ ID NO 567)
GAGGTGCﬁGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACEGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCEGATTCACCTTTGTG~CATTATACGATGGET ~ TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~TGGATTCATTCTGATGGTGTTCAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGARGEGC ~~COETTCACCATCTCCCEGCGACRATTCCAAG
ARCARCGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCOGTGCCGAGGATACCGCGGTATATTACTGT
GCGhﬂﬁwn—HTTACTTGGGGTGAGQAGAAGAETTTTGHCTAE--—TGGGGT
CﬁGGGAACCCTGGTCRCCGTCTCGAGC

TAR2h-119 (SEQ ID NO:568)
GAGCTGCAGCTETTEEAGTCTEGEGERAGECTTGETACAGCCTGGEEGETCCCTGCETOTC
TCCTGTGCAGCCTCCGEATTCACCTTTATG ~GECTATCATATECAT~TGEETCCEC
CAGGCTCCAGGGAAGGOTCTAGAGTEGESTCTCA~ ~GETATTTCTGCTARGGETACTGAG
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CEGTTCACCATCTCCCECGACAATTCCAAG
AACACGCTETATCTGCAAATGARCAGCCTGCGTGCCEAGGACACCECGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~GGGAGTTCTGGTTCTGATGGGCTGTTTGACTAC~ ~~TGGGET
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

TAR2h-120 (SEQ ID NO:569)
GAGGTACAGCTETTGEACTCTEGEEEAGECTTECTACAGCCTEGGEGGEETCCCTGOGTCTL
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTCCT~-GTTTATAATATAGCG~TEEETCCEC
 CAGGCTCCAGGGAAGGEGTCTAGAGTGEGGETCTCA~~TTTATTGCGGGTAATGGTCAGCAG
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGEC ~~CGGETTCACCATCTCCCGCGACARTTCCARAG
ARCACGCTGTATCTECARATCAACAGCCTGCGTGCCRAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~TTTGCGTCGAAGCTCTCGCCCATGTCGTTCACTGATTTTGACTAC~ ~~TGG
GGTCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTOGAGT

TAR2Zh-121 (SEQ ID NO:570)
GAGGTGCAGCTGTTGEAGTCTGEGEEAGECTTGCTACAGCCTGGEGEETCCCTACETCTC
TCCTGTECAGCCTCCGEATTCACCTTTGTG~CAGTATARTATGCAC~TGEETCCGEC -
CAGGBCTCCAGGGARGGETCTTGAGTGGGTCTCA~~GEGGATTTCTTCGGETGETATGCGT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG  ~~CEGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCARG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCBTGCCEAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAhw~wGGGETTCGGGATAGTREGCTTCCGAGGGGTACTTTGTTTGACTRE—-~TGG
GGTCAGGGAACCCTGETCACCGTCTCGAGT
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TAR2h-122 (SEQ ID ND:571)

GRAGGTGCAGCTGTIGGAGTCTGGEGGAGGCTTEE TACAGCCTGGGGGETCCCTGCGTCTC
TCCTETGCAGCCTCCGEGTTCACCTTTGAG-ACT TATAGTATGCAT~TGGETCCEC
CRAGGCTCCAGEGAAGGETCTAGAGTEGETCICA~ ~TCGATTTCT TTGCCTEETTCECGE
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~ ~CEGTT CACCATCTCCCGCGACAATTCCARG
ARCACGCTGTATCTGCARATGAACAGCCTEOGTGC CGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~CATTCGAAGAGTTCTCATCGTCAGT CTTTTGACTAC~ ~ ~TGGGGT
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

TAR2h-123 (SEQ ID 'NO:572)

GAGGTGCAGCTGTTGEAGTCTEGEEGAGGCTTGE TACAGCCTGGGGEETCCCTGCGTCTE
TCCTETGCAGCCTCCGEATTCACCTTTAAT~CAGTATGATATEGCAT~TGGETCCGEC
CAGGCTCCAGCGGAAGEETCTACGAGTGGETCTCA~ —GGGATTTCTTTTAGTGGTTATGAS
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGE D~ ~CeGTT TACCATCTCCOGCGACAATTCCAAG
ARCACGCTCTATCTECARATGAACAGCCTECETE CCGAGCSACACCECEETATATTACTET
GCGAMAR~~~GETAGGEGECCTGCGCCGATGCGTT CGCTTTTTGACTAC~~~TGGGGET
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGE

TAR2h-124 (SEQ ID NO:573)

GAGGTGCACGCTGTTGEAGTCTGEEECAGGCTTGE TACAGCCTGEEEEETCCCTEIGTCTC
TCCTETECAGCCTCCCGEATTCACCTTTGTG~-GAT TATCCEGATEGTG~TGEGTCCGEC
CAGGCTCCAGGGARAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~ ~CATATTACTAGTATGGETGAGTCT
ACATACTACGCAGACTCCOGTGRAGGG ~~CoGTT CACCATCTCCCGCGACAATT CCARG
AACATGCTGTATCTGCRAAATGAACAGCCTGCGTG CCGAGGACACCGCGGTATATTACTGET
GCGARAA~~~TTGCCGACGCATTTTCOGATTAGGT TTGACTAC~ ~ ~TGGGGET
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

TAR2h-125 (S5EQ ID NO:574)

GAGGTGCAGCTGTTGEAGTCTEEEEGAGECTTEE TACAGCCTEEEEEETCCCTACETCTC
TCCTGTGCAGCCTCOGEATTCACCTTTAAG~-CAG TATAATATGTAT ~-TGEETCCEC
CAGGCTCCAGGGARGEATCTAGAGTEEETCTCA~ ~TTTATTAGTCCAGTCTEGTGCTGAG
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~ ~CEETT CACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
ARCACGCTGTATCTGCARATGAACAGCCTGCETG CUCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~--TCGATTAAGCCTTTTGACTAC -~ -TGGGGET
CAGGGAACCCTGETCACCGTCTCGAGT

TARZh-126 (SEQ ID NO:575)

GAGGTGCAGCTETTEEAGTCTEEEGEAGECTTEE TACAGCCTGEGEEETCCCTGOETOTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTITAGT-ATG TATTCGATGGECT~TGGETCCGT
CAGGCTCCAGEGALGEETCTAGAGTEEGTCTCA~ ~TTTATTGATTTTGATEETCTTCAT
ACATACTACCCAGACTCCETGARGEEC~~CEGTT CACCATCTCCCEGCGACAATTCCARG
AACACGCTGTATCTGCARATGAACAGCCTGCETE COGAGGACACCGCEETATATTACTET
GCEAM~~~TTTTCTACGTCTACGATGECTCTGT TTEACTAC ~ ~ ~TGEGGET
CAGGGAACCCTEETCACCCTCTCGARC

TARZh-127 (SEQ ID NO:576)

GRGGTGCAGCTGT TEGAGTCTGEGEEAGECTTEE TACCECCTGEEGEETCCCTGCETCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGEATTCACCTTTCCT~GAG TATAATATGCAT~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGRAAGEGCOCTEEAGTEGETCICA~ ~GCGATTGEGTACTGCTEGGTGGTAGT
ACATACTACGCAGACTCCGTGARGGGEC~~CGGTT CACCATCTCCCGCGRACARTTCCRAAG
AACATGCTGTATCTGCARATGARCAGCCTGCGTE COCGAGGACACCEGCGGTATATTACTSET
GCGAAA~~-GEETATCOTCCTCGRACTGCTAGTA TETTGTTTGACTAC~ ~~TGGGEET
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGRAGT

FIGURA 28J

154



ES 2471943 T3

TARZh-128 (SEQ ID NO:577)
GAGCTECAGCTCTTGGACTCTGECCGAGECTTOGTACAGCCTGGEGGETCCCTECETCTC
TCCTGTGCAGCCTCCEGATTCACCTTTGCT ~ARGTATARTATGTAT ~TGEETCCGEC
CAGGCTCCAGGGAAGGET CTAGAGTGEGTCTCA~~GCGATTAGTCCTARGGGTCAGCAG
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~COGTTCACCATCTCCOGCGACAATTCCARG
AACACGCTGTATCTGCARATGRACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GUOGGAA~~~-GGEATCGEGETCCEGATGCTATTACTITTGACTAC ~~ ~TGGEET
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCEAGT

TARZh-129 (SEQ ID NO:578) _
GAGGTGCAGCTCTTGGAGTCTGEEGEAGECTTGGTACAGCCTGGGGEGTCCCTGCETCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGEATTCACCT TTGCG~GATTATGATATEGCT~TGEGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGETCTAGAGTGGGTCTCA~~TTTATTGATCGTAAGGGTCATCAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGEGEC - ~CGETTCACCATCTCCCGOGACRATTCOAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCETGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~ ~~ACGACTGATATTCAGCETTTGAATTCTGCGTTTGACTAC~ ~ ~TGEGET
CAGGGAACCCTGETCACCGTCTCGAGE

TAR2h-130 (SEQ ID NO:579)
GAGGTGCAGCTETTIGGAGTCTGEGEGAGGCTTGETACAGCCTGEEEEETCCCTACGTCTC
TCCTETECAGCCTCOGEGATTCACCTTTGGE~AATEEEETEATEECE~TEEETCCEL
CAGGCTCCAGEGAAGGETCTAGAGTECEGETCTCA~ ~CATATTARTGAGAATGGTGETECT
ACATACTACGCAGACTCCETEARGGEC ~~CEETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTCCARATGARCAGCCTGOGTGCCGAGGACACCGCCETATATTACTGT
GCGAAA ~ ~~CCTTCTATTGAGTCGCCTATTTTTGACTAC~~~TEGGEEET
CAGGGAACCCTGETCACCGTCTCCAGT

TAR2h-131 (SEQ ID NO:580)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGEGEAGGCTTGETACAGCCTEEGGEGTCCCTGCETCTC
TCCTETGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGCG~CATGRAGCCGATGETG~TGGGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGETCTAGAGTGGGCTCTCA~ ~CATATTGATCCTCTTGGTCAGGAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGARCAGCCTECGTGCCEGAGGACACCECGETATATTACTGT
GCGAAR~~~CTTCCTAAGAGGGGGCCTAGGTTTGACTAC~ ~~TEGGEGET
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTOGAGT

TAR2h-132 (SEQ ID NO:581)
GAGGTGCAGCTETTGCACTCTECEEEAGECTTEETACAGCCTGEGEGETCCCOTECATCTE
TCCTGTGCAGCCTCCGEATTCACCTTTGAG~GAGTCEGTTATGRGG-TEEETCCGE
CAGGCTCCAGGEAAGGGETCTCGAGTGGETCTCA~~GCCGATTAGTCOTGEEGGTAGTCAG
ACATACTACGCAGACTCCETGAREEEC~~0GGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCARS
ARCACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTECGTGCCEAGGACGCOGCEETATATTACTGT
GCGARA-~~~CGTACGGEGECCTCCTGEETCTACGETTTTTGACTAC-~~TEGGET
CAGGEARCCOTCETCACCETOTOBAGE

TARZ2h-133 (SEQ ID NO:582) '
GAGGTGCAGCTETTGGAGTCTEEGECAGGCT TGGTACAGCCTGGGEEGGTCCCTGCGTCTE
TCCTETGCAGCCTCOGRAT T CACCTTTEET ~-GATGAGCCGATGCAT-TEEETCOGC
CAGGCTCCAGCEGAAGGETCTAGASTGEGTCTCA~~CETAT TEETALACEAGGET CAGCCR
ACATACTACGCAGACTCCGTGARGGGC ~ ~CGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTC CARG
AACACGCTGTATCTGCARATGARCAGCCTGCGTGCOGAGEACACCGCEGTATATTACTST
GCGAAA~~~TTEEGGEEECCTTTTGACTAC ~ ~~TGGGGET
CAGGGBAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT
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TAR2h-151 (SEQ ID NO:583)

GAGETGCAGCTETTEEACTCTGEEEGAGEC TTGETACAGCCTGEEEEETCCCTEOETITC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGAT ~TATGGGAATATGTTT~TGGGTCCEC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGEGTCTCA~ ~GCTATTAGTGGTAGTGGTGGETAGC
ACATACTACGCAGACTCCGTGARGGGC ~~CEETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCARG
AACACGCTGTATCTCCAAATGAACAGCCTGCGTGCCCAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAR~~~GATATGACGACGGATTCGCCTCCTEGGETTTGACTAC ~ ~TGGGGT
CAGGEGARCCCTGGTCACCGTLTCGAGT

TARZ2h-152 (SEQ ID NO:584)
GAGGTGCAGCTGTTEEAGTCTEGEGEAGECTTEGETACAGCCTGGGGEETCCCTGCETCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGEATTCACCTTTGCG~ARGGAGACGATGAGT - TGGETCCGC
CAGGCTCCAGGEAAGGETCTAGAGTGEET CTCA~ ~TGGATTAGTCCTCATGGTGCTCTT
ACATACTACGCAGACTCCGTGARGGGEC~~CGETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCARAG
- AACACGCTGTATCTGCARATGARCAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGETATATTACTCET
GOGAAR ~~~CCTCGETTTTCGTATTATCCTCGEGTTTCETTTGACTAC ~~ ~TGGGEET
CAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

TAR2h-152 (SBEQ ID NO:585)
GAGGTGCAGCTETTEGAGTCTGAGEGAGGCTTEETACAGCCTGEEGGETCCCTECATITC
TCCTGTECAGCOCTCCGEATTCACCTTTEET~ARTEGETAATATGETT ~TEEETCCGET
CAGGCTCCAGGEAAGGGTCTAGAGTGGETCTCA~~CATATTGATGAGTATGETACGAAT
ACATACTACGCAGACTCCETGARGEEC~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACRATTCCARG
AACACGCTGTATCTGCARATGAACAGCCTGCETGCCGAGGACACCECGGTATATTACTGT
GCGAAR~~~CCTCETAATGATCGECCTEGGETTTGACTAC ~ ~~TGEGEET
CAGGGAACCCTEGTCACCGTCTCGAGT

TARZh-154 (SEQ ID NO:588)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGEEGCTTGGTECAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGGT ~AATGGTAATATGGTT~TGEGTCCGT
CAGGCTCCAGGGAAGEGTCTAGAGTGEETCTCA~~CATATTGATGANTATGGTACGAAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CGUTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCARG
AnCACGCTGTATCTGCARAATGAACAGOCTGCOGTGCCGEEGACACCGCGETATATTACTGT
GCGAAR -~ ~~-CCTCETARTGATCGGCCTEEETTTGACTAC ~~~TGEGET
CAGGGEARACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

TAR2h-159 (SEQ ID NO:587)
GAGGTGCAGCTGTTEGACTCTEEEEEAGECTTGETACACCCTEGEEEETCCCTEOGTCTC
TCCTGETGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGCG~GGTCAGGATATGCET~TGEGTCCGC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTEGETCTCA~ ~TCEATTCCGTOGTCTGGTTTTAAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGARGGGC~~CEGTTCACCATCTCCCGOGACAATTCCARG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGATACCECGEGTATATTACTGT
GCGAAA~~~CGTGCTAAGGATCETASTETGTCGCAGATGCCOTATTTTGACTAC ~ -~ TGG
@TCAGGGARCCCTGGTCACCETCTCGAGC

TAR2h-165 (SEQ ID NO:588)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTRC&GCCTGGGGGGTCECTGCGTCTE
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTATG~AGGCCTEATATGETT~TGEETCCGC
CAGGCTCCAGGGARGEATCTGGAGTGEETCTCA~ ~ACTATTAAGGATTGGGETGATCAG
ACATACTACGCAGACTCCETGAAGGGC~~-CEGETTCACCATCTCCCGCGACARTTCCARG
AACRCGCTGTATCTGCAAATGARCAGCCTECGTECCGAGGACGCCECEGTATATTACTGT
GCGAAA~ ~~GCTGATAGTCATGCEGCAGCTEGEATT TTGACTAL ~ ~ ~TGGGET
CAGGGAACCCTGETCACCGTCTCGAGT
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TARZh-16€ (SEQ ID NO:589)
GRGGTGCAGCTETTGEAGTCTGEEEGRGECTTEETACAGCLTGGEGEETCCCTGLGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCOGEATTCACCTTITAGC ~-AGCTATGCCATGAGC~TGEGETCCEC
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGEGTCTCA~ ~GCTATTAGTGETAGTGETGETAGT
ACATACTACGCAGATTCCGTGAAGGGC ~~CGETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCARATGAACAGCCTGCGTECCGAGEACACCGCGETATATTACTGT
GCGARA~~~CCGTATTTTCTGTTTAGGGCTACTAGTTTTGACTAC ~~ ~TGEGET
- CAGGGARCCCTEETCACCETOTCGAGT

TARZh-168 (SEQ ID NO:5%0)
GAGETGCAGCTGETTGEAGTCTGEEEGAGECTTEETACAGCCTGEGEGETCCCTGCETCTC
TCCTETGCAGCCTCCGGATTCACCTTTCAT ~GATGATGATATGETT~TGEETCCGL
CAGGCTCCAGGGAAGGETCTAGAGTEGGETCTCA~~TCGATTCCGEGEGAATGETTATETG
ﬂCRTACTACGCEGACTCCGTGHRGGGCfhCGGTTCRCCATETCCCGGGRCAATTCCARG
ARCACGCTGTATCTGCRARATGARACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCEGGTATATTACTST
GCGAAN~~~CGTCCTGATCCGACTTCGETGTTTTTTGACTAC ~ ~ ~TGGGEGET
CAGGGAACCCTEGTCACCGTCTCGRAGC

TARZh-171 ({SEQ ID NO:531)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGEEGEAGECTTGETACAGCCTEGEEEETCCCTGCETCTC
TCCTGTGCAGCCTCCEEATTCACCTTTGGT ~GATCGATTGGATGACT-TGEGETCCEC
CAGGCTCCAGGEAAGGETCTAGAGTEEETCTCA~~GETATTECEGCTTATGETATTTCT
ACATACTACGCAGACTCCOTGAAGGEC~~CEGTTCACCATCTCCCGCGACARTTCCARG
AACACGCTGTATCTGCARATGAACAGCCTECGTECCGAGGACGCCBCEETATATTACTGT
GCGEAA~~ ~TCTEEEARGETETTTGACTAC ~ ~~TEGEGEGET
CAGGGARCCCTGEETCACCEGTCTCGAGT

TARZh-172 (SEQ ID NO: 592]
GAGGTGCAGC”GTTGGRGTCTGGGGGRGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTECAGCCTCCGGATTCACCTTIGTT ~GAGCGTCCTATGEGAT~TEGEETCCEC
CAGGCTCCAGGGAAGGET CTAGAGTGGETCTCA~~-TTGATTGETGCGEATGGTTTGTCT
ACATACTACGCAGACTCCGTGARGGEGC~~COETTCACCATCTCCCOGCGACAATTCCAAG
ARCACGCTGTATCTGCARATGARCAGCCTGOGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGARAA~~~CTTTTTCGTCCTGETCTTCTTTGGETTTGACTAC ~ ~ ~TGGGET
CRGGGAACCCTGGTCACCETCTCGAGC

TAR2Zh-173 (SEQ ID NO:593)
GAGGTGCACCTGTTGGAGTCTARGAEAGGCTTEETACAGCOCTAGEEEETCCCTECETOTC
TCCTGTGCAGCCTCORGATTCACCTTTACT ~GEGCAGEATATECAG-TGGETCCET
CAGGCTCCAGEEAAGEETCTAGAGTGEGTCTCA~ ~GEEATTALATGCTEATCGETATEECG
ACATACTACGCAGACTCCETGARGEG O~ ~CBETTCACCATCTCCCGCCACAATTCCARG
AACACGCTETATCTGCAAATGAACAGCCTEOETECCGAGGATACCECESTATATTACTET
GCGAAR~~~ACGTCGCCCGACTATGAGETCEGTTTEGACTAC ~ ~~TGEGET
CAGGGARCCCTEETCACCETCTCGAGT

TARZh-174 (SEQ ID NO:594)
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGEEGEAGECTTGETACAGCCTEGEEEETCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCEGATTCACCTTTGEE~CGACGGACTATATECAG~TEEGTOCEC
CAGGCTCCAGGEAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCA~~TTGATTCCGCATACTGETAATCET
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC~~CEETTCACCATCTCCCECGACARTTCCRARG

AACACGCTGTATCTGCAAATGRACAGCCTGCETECCCAGGACACCGCGETATATTACTGT
GOGAAR -~ ~~CTTGCGAATAGTTTECTGTTTGACTAC - ~~TGEEET

CAGGGARCCCTGETCACCGTCTCGAGC
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TAR2h-176 (SEQ ID NO:585)
GAGGTGCAGCTETTGEAGTCTGEEGEAGGCTTGETACAGCCTEGEEGEETCCCTGLETCTC
TCCTGTCCAGCCTCCGGATTCACCTTTCAT~AGGTGTAAGATGCEG~TGEETCCGE

| CAGGCTCCAGGGARAGGETCTAGAGTGAGTCTCA~ ~TTTATTGAGTATGATGGTAGCGAT
ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGEC~~CoETTCACCATCTCCCGUGACARTTCCARG
AACACGCTGTATCTGCAAATGARCAGCCTGOETGCCGAGGACACCGCEGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~GAGTGTACGAGGCCGTATGETATGTTTGACTAC~~~TGEGET
CAGGGARCCCTGETCACCGTCTCGAGC

TRR2Zh-178 (SEQ ID NO:596)
GRGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGEEEGAGGCTTGETACAGCCTGEGEEETCCCTGCETCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTAAT~ AGGTATAGTATGEGGE~TEGGCOTCCGE
CAGGCTCCAGGGRAGGETCTAGAGTGGGTCTCA~~TTCATTGACAAGETCGGTCATCAC
ACATGGTACGAAGACCCCGTEARGEEC - ~COCTTCACCATCTCCCGCEACAATTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCETGCCGAGGACACCGCCGTGTATTACTGT
GCGAAR~~~ATTTCTCAGTTTGGGCCABATGOETTTGACTAL ~ ~ ~TGGGGT
CAGGGAACCCAGGTCACCGTCTCGAGC

TAR2h-201 (SEQ ID NO:597) : ‘
GAGGTGCAGCTETTGGAGTCTGGEEGAGECTTGGTACAGCCTGEGEEETCCCTGORTCTC
TCCTATCCAGCCTCCGEATTCACCTTTACT ~AGETATACTATGEEE-TAGATCCGT
CAGGCTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTCEECTCTCA~~ATGATTGCGCATECTGETCCTGAG
AGATACTACGCAGACTCCGTEARGGGEC~~CEGETTCACCATCTCCOGCEACARTTCCAAG
AACACGCTGTATCTGCAMATGARCAGCCTCCATGCCGAGGACACCCCEGTATATTACTGT
GCGARA~~~ATTTCTCANTTTGGGTCARATGCGTTTGACTAC~~~TGEGET
CAGGGAACCCTGGETCACCETCTCGAGT

TARZh-202 (SEQ ID NMO:558)
GAGETGCACGCTETTGGAGTCTGAGGGAGGCTTEGTACAGCCTGEEEGATCCCTGCETCTC
TCCTGTGCAGCCTCORGATTCACCTTTACT ~AGGTATAATATAGEE~TGGGTCCGE
CAGGCTCCAGGGAAGGGETCTAGAGTGGETCTCA~~TTTATTGATCCTCCCAGTGTTCAT

© ACATACTACGCACGACTCCOTGAAGSGC~~COGTTCACCATCTCCCGCCACAATTCCARG
AACACGCTETATCTGCARATGRACAGCCTGCATCCCGAGGACACCGCEGETATATTACTET
GOGAAT~~~ATTTCTCAGTTTGEETCAARCGCGTTTGACTAC~ -~ TEGGGET -
CAGGGAACCCTGETCACCGTCTCGAGT

TER2h-203 (SEQ ID NO:589)

GAGETGCAGCTGT TGERAGTCTGEGEEEAGGCTTGETACAGCCTEGEGEETCCCTECETOTC
TCCTGTECAGCCTCCGGAT TCACCTTTACT ~AGGTATAGTATGGEG~TCGGTCOGT
CAGGCTCCAGGGAAGEGTOTAGAGTEGETCTCA~~TTTATTGATCCTCCGAGTGTTCAT
ACATACTACGCAGACTCCGTEAAGEGC~~CEETTCACCATCTCCCECGACAATTCCAAG
ARCRCOCTATATCTGCAARTCGAACAGCCTECETGCOCAGGACACCECGETATATTAC TGN
GCGGARA~~~ATTTCTCAGTTTEEETCARATCCETT TEACTAC~ ~ ~ TEGEAT
_CAGGGA&CCCTGGTCRCCGTCTEGHGC

TAR2h-2 04 (SEQ ID NO:600)
GAGGTGCAGTTGTTTGRGTCI‘GGGGGAGGL‘TTGGTACAGCC'IEGGGGGTCC CTGCGTOTC

TCCTGTGCAGCCTCCEGATTCACCTTTACT ~-AGGTATAGTATEGGG~TGEGTCCGT
CAGGECTCCAGGGAAGGGTCTAGAGTGEETCTCA~~ATGATTECCCATGCTGETCCTGAG
ACATACTACGCAGACTCCGTEARCGEEC-~CeETTCACCATCTCCCGCGACRATTCCAAG
MACACGCTGTATCTGCARATGARCAGCCTGOGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGT
GCGAAA~~~ATTTCTCAGTTTGGETCAAATGCGTTAGACTAC~ ~ ~TEGGGGEC
CGGGGRACCCTGGTCACCGTCTOGAGT
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TAR2h-185-25 (SEQ ID NO:601)

GAGCTECAGCTETTGOACTC TEGEGEAGCCTTEGTACAGCCTEGGGGETCCCTEGOSTCTOTC
CT T GOAGCCTOCGEATTCACCTTTGCG~CeGTATAATATCGET ~-TGEETCCGCCAGECTCC
AGGGAAGCETCTAGACTCGETCTCA~~CTGATTGAT CCGAGCEETEETCATACATACTACGC
ACGACTCCGTCARGGGC~ ~-CeGTTCACCATCT CCCGCAACAATTCCARGAACACGCTGTATCT
GCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCBCGGTATATTACTGTGEGAAA~~ ~CCGGTTT

TTTCTGATTGGCCTGCGETEGEAGTTTGACTAC~ ~~TEGEEETCAGGGRACCGTGETCACCETC
TCGAGC '

TAR2h-154-10 (SEQ ID NO:602)
GAGGTGCAGCTETTGGAGTCTGEEEGAGECATEETACAGCCTEGEEGETCACTGCETCTCTC
CTGTGCACGCCTCCGEATTCACCTTTGAG~CATEAGGEGATEGTG~TGGETCCGCCAGECTCC
AGGGARAGGET CTAGAGTGGGETCTCA~~CATATTGCTGAGGATEGTCAGTCTACATACTACGT
AGRCTCCGTGARAGCGC ~~CGGTTCACCATCTCCCGCGACRATTCCARGARCACGCTGTATCT
GCAARATGARCAGCCTGOGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGTGCGAAT ~~ ~ATTCCGA
AGGCGGEEECCTTCETTTGACTALC ~ ~~TEEEGTCAGGEARCCCTGEGTCACCETCTOGAGT

TAR2h-205 (SEQ ID NO:628)

CGACCGTCCACC TG TEGACG T CTGEEEGACECTTEE TACAGCCTGERGEETCCCTGCGTCTCTC

CTOTGCAGCOTCCGEATTCACCTTTETT ~AAGTATTCGATEGEG-TEEET OB OCAGGOTOC
‘ AGGGAAGCGETCTACGAGSTEGGTCTCA~~CAGATTTCEAATACGEETGETCATACATACTACEC

AGACTCCGTEAAGGRC~~CGGTTCACCATCTCCCGOGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCT

GCAAATGRACAGCCTGCGTGCCGAGEACACCECEGETATATTACTGTGCGAAR~~-TATACCS

GTCETTGGEAGCCTTITGACTALD ~ ~~TEGEATCAGAGAACCCTGETCACCETCTCEAGC
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