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DESCRIPCION
Polipéptidos, dominios variables de anticuerpo y antagonistas

La presente invencion se refiere a polipéptidos resistentes a proteasas, a dominios variables Unicos de
inmunoglobulinas (anticuerpos) y a antagonistas anti-receptor del factor de necrosis tumoral 1 (TNFR1, p55,
CD120a, P60, al receptor TNF miembro de la superfamilia 1 A, TNFRSF1A) que los comprenden. La invencion
también se refiere a usos, formulaciones, composiciones y dispositivos que comprenden tales ligandos anti-TNFR1.

Antecedentes de la invencion

Los polipéptidos y péptidos se han convertido en agentes cada vez mas importantes en una variedad de
aplicaciones, que incluyen aplicaciones industriales y el uso como agentes medicinales, terapéuticos y diagnosticos.
Sin embargo, en ciertos estados fisioldgicos, tales como estados inflamatorios (por ejemplo, COPD) y cancer, la
cantidad de proteasas presentes en un tejido, 6rgano o animal (por ejemplo, en el pulmén, en un adyacente a un
tumor) puede aumentar. Este aumento de proteasas puede dar como resultado la degradacion acelerada y la
inactivacion de proteinas enddgenas y de péptidos, polipéptidos y proteinas terapéuticos que se administran para
tratar la enfermedad. En consecuencia, algunos agentes que tuvieran potencial para su uso in vivo (por ejemplo,
para su uso en el tratamiento, diagndstico o prevencion de una enfermedad) tienen solo una eficacia limitada debido
a que se degradan e inactivan rapidamente por las proteasas.

Los polipéptidos resistentes a las proteasas proporcionan varias ventajas. Por ejemplo, los polipéptidos resistentes a
las proteasas permanecen activos in vivo mas que los agentes sensibles a las proteasas y, en consecuencia,
permanecen funcionales durante un periodo de tiempo que es suficiente para producir sus efectos biolégicos. Existe
una necesidad de procedimientos mejorados para seleccionar polipéptidos que sean resistentes a la degradacion
por proteasas y que también tengan una actividad biolégica deseada.

TNFR1

El TNFR1 es un receptor transmembrana que contiene una region extracelular que se une al ligando y un dominio
intracelular que carece de actividad de transduccién de la sefial intrinseca pero que se puede asociar con moléculas
de transduccion de sefial. El complejo de TNFR1 con TNF unido contiene tres cadenas de TNFR1 y tres cadenas de
TNF. (Banner y col., Cell, 73(3) 431-445 (1993)). El ligando TNF esta presente como un trimero, el cual se une a tres
cadenas de TNFR1. (Id). Las tres cadenas de TNFR1 se agrupan estrechamente juntas en el complejo receptor-
ligando, y este agrupamiento es un pre-requisito para la transduccién de la sefial mediada por TNFR1. De hecho,
agentes multivalentes que se unen al TNFR1, tal como los anticuerpos anti-TNFR1, pueden inducir el agrupamiento
de TNFR1 y transduccion de la sefial en ausencia de TNF y se utilizan cominmente como agonistas de TNFR1
(véase, por ejemplo, Belka y col., EMBO, 14(6):1156-1165 (1995); Mandik-Nayak y col., J. Immunol, 167:1920-1928
(2001)). En consecuencia, los agentes multivalentes que se unen al TNFR1, en general no son eficaces
antagonistas del TNFR1 aunque bloqueen la uniéon del TFN o al TNFR1.

La region extracelular del TNFR1 comprende un segmento terminal de trece aminoacidos (aminoacidos 1-13 de la
SEC ID N° 603 (humano); aminoacidos 1-13 de la SEC ID N° 604 (ratén)), Dominio 1 (aminoacidos 14-53 de la SEC
ID N° 603 (humano); aminoacidos 14-53 de la SEC ID N° 604 (ratén)), Dominio 2 (aminoacidos 54-97 de la SEC ID
N° 603 (humano); aminoacidos 54-97 de la SEC ID N° 604 (ratén)), Dominio 3 (aminoacidos 98-138 de la SEC ID N°
603 (humano); aminoacidos 98-138 de la SEC ID N° 604 (ratén)), y Dominio 4 (aminoacidos 139-167 de la SEC ID
N° 603 (humano); aminoacidos 139-167 de la SEC ID N° 604 (ratén)) que contina con la region proximal de
membrana (aminoacidos 168-182 de la SEC ID N° 603_(humano); aminoacidos 168-183 SEC ID N° 604 (raton)).
(Véase, Banner y col., Cell 73(3) 431-445 (1993) y Loetscher y col., Cell 61(2) 351-359 (1990)). Los dominios 2 y 3
estan en contacto con el ligando unido (TNFB, TNFa). (Banner y col., Cell, 73(3) 431-445 (1993)). La region
extracelular de TNFR1 también contiene una region que se denomina como dominio de ensamblaje de unién
preligando o dominio PLAD (aminoacidos 1-53 de la SEC ID N° 603_ (humano); aminoacidos 1-53 de la SEC ID N°
604 (raton)) (EI Gobierno de los EE. UU., documento WO 01/58953; Deng y col., Nature Medicine, ido:
10.1038/nm1304 (2005)).

El TNFR1 se desprende de la superficie de las células in vivo por medio de un proceso que incluye la proteolisis del
TNFR1 en el Dominio 4 o en la regién proximal de membrana (aminoacidos 168-182 de la SEC ID N° 603;
aminoacidos 168-183 de la SEC ID N° 604), para producir una forma soluble de TNFR1. El TNFR1 soluble mantiene
la capacidad de unirse al TFN a, y de esta manera funciona como un inhibidor endégeno de la actividad del TFN .

El documento WO 2007/049017 describe antagonistas del TNFR1 para su uso en el tratamiento de enfermedades
respiratorias.

Sumario de la invencién

En un aspecto, la invencién proporciona un dominio variable Gnico de inmunoglobulina anti-receptor TFN a tipo 1
que comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica a la secuencia de aminoacidos de DOM1h-131-206
(que se muestra en la Figura 3). La divulgacion proporciona un monémero DOM-1h-131-206 (sustancialmente) puro.
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En una realizacién, el DOM-1h-131-206 es al menos un monémero puro en un 98, 99, 99,5%, o el 100% puro.

En un aspecto, la invenciéon proporciona un dominio polipeptidico variable Unico de inmunoglobulina anti-receptor
TFN « tipo 1 codificado por una secuencia de aminoacidos que es idéntica a la secuencia de nucleétidos del DOM-
1h-131-206 (como se muestra en la Figura 19).

En un aspecto, la divulgacion proporciona una proteina de fusion que comprende el polipéptido de la invencion.

En un aspecto, la invencion proporciona un antagonista del receptor TFN « tipo 1 (TNFR1; p55) que comprende un
dominio variable uUnico de inmunoglobulina anti-TNFR1 de acuerdo con la invencién. En una realizacion, el
antagonista comprende un primer y un segundo dominio variable Unico de inmunoglobulina, en que cada dominio
variable es de acuerdo con la invencién. Por ejemplo, en que el antagonista comprende un monémero de dicho
dominio variable Unico o un homodimero de dicho dominio variable Unico.

En una realizacion, el antagonista es un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo, tal como un
fragmento de unién al antigeno monovalente (por ejemplo, scFv, Fab, Fab’, dAb) que tiene una especificidad de
union por el TNFR1. Otros ejemplos de antagonistas son ligandos que se describen en el presente documento que
se unen al TNFR1. Los ligandos pueden comprender un dominio variable Gnico de inmunoglobulina o dominio de
anticuerpo (dAb) que tiene especificidad de union por el TNFR1, o las regiones determinantes de
complementariedad de tal dAb en un formato adecuado. En algunas realizaciones, el ligando es un monémero de
dAb que consiste esencialmente, o consiste en, un dominio variable Unico de inmunoglobulina o dAb que tiene una
especificidad de unién por el TNFR1. En otras realizaciones, el ligando es un polipéptido que comprende dAb (o las
CDR de un dAb) en un formato adecuado, tal como un formato de anticuerpo.

Algunos antagonistas de TNFR1 no inhiben la unién del TFN o al TNFR1, pero inhiben la transduccién de la sefial
por medio de TNFR1. Por ejemplo, un antagonista del TNFR1 puede inducir el agrupamiento inducido por TFN a,
que precede a la transduccion de la sefial por medio de TNFR1. Tales antagonistas proporcionan varias ventajas.
Por ejemplo, en presencia de tal antagonista, el TFN o se puede unir al TNFR1 que se expresa en la superficie de
las células y se puede retirar del ambiente celular, pero la transduccién de la sefial mediada por TNFR1 no se
activara. Por lo tanto la produccion de sefial inducida por TNFR1 de TFN o adicional y otros mediadores de la
inflamacion se inhibira. De manera similar, los antagonistas de TNFR1 que se unen al TNFR1 e inhiben la
transduccién de la sefial mediada por TNFR1, pero no inhiben la unién del TFN a al TNFR1, no inhibiran la unién al
TFN « e inhibira la actividad de TNFR1 soluble que se produce endégenamente. En consecuencia, la administracion
de tal antagonista a un mamifero que necesita del mismo puede complementar las rutas reguladoras enddégenas que
inhiben la actividad de TFN a y la actividad de TNFR1 in vivo. La divulgacion también se refiere a ligandos que (i) se
unen al TNFR1 (por ejemplo, en el Dominio 1), (ii) antagonizan la activacion de la transduccion de la sefial mediada
por TNFR1, y (iii) no inhibe la unién del TFN o al TNFR1. Tal ligando se une al TNFR1 soluble y no evita que el
receptor soluble se una al TFN a, y por lo tanto la administracion de tal antagonista a un mamifero que necesita el
mismo puede complementar las rutas reguladoras endégenas que inhiben la actividad de TFN a in vivo aumentando
la semivida del receptor soluble en el suero. Estas ventajas son particularmente relevantes para los ligandos que se
han formateado para tener un tamafo hidrodinamico mayor, por ejemplo, uniéndose a un grupo PEG, albumina
sérica, transferrina, receptor de transferrina o al menos una parte de union a la transferrina del mismo, una regién Fc
de anticuerpo, o por conjugacion con un dominio de anticuerpo. Por ejemplo, un agente (por ejemplo, polipéptido,
dominio variable o antagonista) que i) se une al TNFR1 (por ejemplo, el Dominio 1), (ii) antagoniza la activacion de la
transduccion de la sefial mediada por TNFR1, y (iii) no inhibe la unién del TFN o al TNFR1, tal como un mondémero
de dAb, se puede formatear como un fragmento de unidn al antigeno mayor de un anticuerpo o como un anticuerpo
(por ejemplo, formateado como un Fab, Fab’, F(ab)2, F(ab’),, IgG, scFv). El tamafio hidrodinamico de un ligando y su
semivida en el suero también se pueden aumentar conjugando o uniendo un agente de union al TNFR1
(antagonista; dominio variable) a un dominio de unién (por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo) que se
une a un antigeno o epitopo que aumenta la semivida in vivo, como se describe en el presente documento (véase,
Anexo 1 del documento W0O2006038027). Por ejemplo, el agente de unién al TNFR1 (por ejemplo un polipéptido) se
puede conjugar o unir a un anticuerpo o fragmento de anticuerpo anti-seroalbumina o a un anti-receptor Fc neonatal,
por ejemplo un dAb, Fab, Fab’ o scFv anti-SA o anti-receptor Fc neonatal, o a un aficuerpo anti-SA o aficuerpo anti-
receptor Fc neonatal.

Ejemplos de albumina, fragmentos de albumina o variantes de albumina adecuados para su uso en un ligando de
union al TNFR1 de acuerdo con la invencién se describen en los documentos WO 2005/077042A2 y
W02006038027.

En otras realizaciones de la invencién descritas a lo largo de esta divulgacion, en vez del uso del “dAb” en un
antagonista o ligando de la invencion, se contempla que el experto destinatario puede utilizar un dominio que
comprenda las CDR de un dAb que se une al TNFR1 (por ejemplo, CDR que se injertan en un armazén o esqueleto,
por ejemplo un aficuerpo, un armazoén SpA, un dominio de receptor LDL clase A o un dominio EGF) o puede ser un
dominio proteico que comprende un sitio de unién para el TNFR1, por ejemplo, en que el dominio se selecciona de
entre un aficuerpo, un dominio SpA, un dominio de receptor LDL clase A o un dominio EGF. La divulgaciéon como un
todo se construye en consecuencia para proporcionar la divulgacion de antagonistas, ligandos y procedimientos que
utilizan tales dominios en lugar de un dAb.
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Los polipéptidos, dominios variables Unicos de inmunoglobulinas y los antagonistas de la invencion pueden ser
resistentes a una o mas de las siguientes: serina proteasa, cisteina proteasa, aspartato proteasa, tiol proteasas,
metaloproteasa de la matriz, carboxipeptidasa (por ejemplo, carboxipeptidasa A, carboxipeptidasa B), tripsina,
quimiotripsina, pepsina, papaina, elastasa, leucozima, pancreatina, trombina, catepsinas (por ejemplo, catepsina G),
proteinasa (por ejemplo, proteinasa 1, proteinasa 2, proteinasa 3), termolisina, quimosina, enteropeptidasa, caspasa
(por ejemplo, caspasa 1, caspasa 2, caspasa 4, caspasa 5, caspasa 9, caspasa 12, caspasa 13), calpaina, ficaina,
clostripaina, actinidaina, bromelaina, y separasa. En realizaciones particulares, la proteasa es tripsina, elastasa o
leucozima. La proteasa también se puede proporcionar en un extracto biolégico, un homogenado biolégico o una
preparacion biologica. En una realizacion, la proteasa es una proteasa que se encuentra en el esputo, mucus (por
ejemplo, mucus gastrico, mucus nasal, mucus bronquial), lavado broncoalveolar, homogenado pulmonar, extracto
pulmonar, extracto pancreatico, fluido gastrico, saliva o lagrimas. En una realizacion, la proteasa se encuentra en el
ojo y/o las lagrimas. En una realizacion, la proteasa es una proteasa no bacteriana. En una realizacion, la proteasa
es una proteasa animal, por ejemplo, de mamifero, por ejemplo humana. En una realizacioén, la proteasa es una
proteasa de tracto Gl o una proteasa del tejido pulmonar, por ejemplo, una proteasa del tracto Gl o una proteasa de
tejido pulmonar que se encuentra en seres humanos. Tales proteasas que se enumeran en el presente documento
también se pueden utilizar en los procedimientos descritos en el presente documento que implican la exposicién de
un repertorio de biblioteca a una proteasa.

En un aspecto, la divulgacién proporciona un dominio variable Unico de inmunoglobulina resistente a proteasas que
comprende un sitio de unién al receptor TFN « tipo 1 (TNFR1; p55), que el el dominio variable es resistente a las
proteasas, por ejemplo, tripsina, cuando se incuba con

(i) una concentracion (c) de al menos 10 microgramos/ml de proteasa a 37 °C durante un tiempo (t) de al menos
una hora, o

(i) una concentracion (c’) de al menos 40 microgramos/ml de proteasa a 30 °C durante un tiempo (t) de al menos
una hora, en que el dominio variable comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al menos un
90% de la secuencia de aminoacidos de DOM1h-131-206 (como se muestra en la figura 3). En una realizacion,
la relacion (en una base mol/mol) de proteasa, por ejemplo, tripsina, respecto al dominio variable es de 8.000 a
80.000 de proteasa: dominio variable, por ejemplo cuando C es 10 microgramos/ml, la relacion es de 800 a
80.000 de proteasa: dominio variable; o cuando C o C’' es de 100 microgramos/ml, la relaciéon de de 8.000 a
80.000 de proteasa: dominio variable. En una realizacion la relacion (en una base peso/peso, por ejemplo
microgramo/microgramo) de proteasa (por ejemplo, tripsina) con respecto a dominio variable es de 16.000 a
160.000 de proteasa: dominio variable, por ejemplo cuando C es de 10 microgramos/ml, la relacion es de 1.600 a
160.000 de proteasa: dominio variable; o cuando C o C’' es de 100 microgramos/ml, la relacién es de 16.000 a
160.000 de proteasa: dominio variable. En una relacion, la concentracion (c o ¢’) es al menos de 100 o 1000
microgramos/ml de proteasa. En una realizacion, la concentracion (c o ¢’) es al menos de 100 o 1000
microgramos/ml de proteasa. Se hace una referencia a la descripcion del presente documento de las condiciones
adecuadas para la actividad proteolitica de la proteasa para su uso cuando se trabaja con repertorios o
bibliotecas de péptidos o polipéptidos (por ejemplo, en parametros p/p). Estas condiciones se pueden utilizar
como condiciones para determinar la resistencia a la proteasa de un dominio variable Unico de inmunoglobulina
en particular. En una realizacion, el tiempo (t) es o aproximadamente es una, tres o 24 horas o una noche (por
ejemplo, aproximadamente de 12-16 horas). En una realizacién el dominio variable es bajo las condiciones (i) y
la concentracion (c ) es o es aproximadamente de 10 o 100 microgramos/ml de proteasa y el tiempo (t) es de 1
hora. En una realizacion, el dominio variable es resistente bajo las condiciones (ii) y la concentracion (c’) es o es
aproximadamente de 40 microgramos/ml de proteasa y el tiempo (t) es aproximadamente de 3 horas. En una
realizacion la proteasa se selecciona de entre tripsina, elastasa, leucozima y pancreatina. En una realizacion, la
proteasa es tripsina. En una realizacion, la proteasa es un proteasa que se encuentra en el esputo, mucus (por
ejemplo, mucus gastrico, mucus nasal, mucus bronquial), lavado broncoalveolar, homogenado pulmonar,
extracto pulmonar, extracto pancreatico, fluido gastrico, saliva o lagrimas. En una realizacion, la proteasa se
encuentra en el ojo y/o lagrimas. En una realizacion, la proteasa es una proteasa no bacteriana. En una
realizacion la proteasa es una proteasa animal, por ejemplo de mamifero, por ejemplo humana. En una
realizacion la proteasa es una proteasa del tracto Gl o una proteasa de tejido pulmonar, por ejemplo, una
proteasa del tracto Gl o una proteasa de tejido pulmonar que se encuentra en seres humanos. Tal proteasa
enumerada en el presente documento se puede utilizar también en los procedimientos descritos en el presente
documento implican la exposicidon de un repertorio de una biblioteca a una proteasa.

En una realizacién, el dominio variable es resistente a la tripsina y/o al menos a otra proteasa que se selecciona de
entre el grupo de elastasa, leucozima y pancreatina. Por ejemplo, la resistencia es a la tripsina y la elastasa; tripsina
y leucozima; tripsina y pancreatina; tripsina, elastasa y leucozima; tripsina, elastasa y pancreatina; tripsina, elastasa,
pancreatina y leucozima; o tripsina, pancreatina y leucozima.

En una realizacion, el dominio variable se presenta en un bacteriéfago cuando se incuba baJO la condicion (i) o (i)
por ejemplo de una biblioteca de fagos con un tamario de 10°a 10", por ejemplo de 10% a 10" unidades replicantes
(viriones infecciosos).

En una realizacion, el dominio variable se une especificamente al TNFR1 después de la incubacion bajo la condicion
(i) o (ii), por ejemplo que se evalua utilizando BiaCore™ o ELISA, por ejemplo ELISA de fago o ELISA de fago
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monoclonal.

En una realizacion, los dominios variables de la invencién se unen especificamente a la proteina A o la proteina L.
En una realizacion, la unién especifica a la proteina A o L esta presente después de la incubacién bajo la condicion

@) o (ii).

En una realizacion, los dominios variables de la invencion puede tener una DOusg que se lee en ELISA (por ejemplo
ELISA de fago o ELISA de fago monoclonal), de al menos 0,404, por ejemplo, tras la incubacion bajo la condicion (i)

o (ii).
En una realizacion, los dominios variables de la invencion presentan (sustancialmente) una uUnica banda en
electroforesis en gel, por ejemplo, tras la incubacion bajo la condicion (i) o (ii).

En ciertas realizaciones, la invencion proporciona un antagonista del TNFR1 que es un ligando especifico dual que
comprende un primer dAb de acuerdo con la invencion que se une al TNFR1 y un segundo dAb que tiene la misma
especificidad o diferente que el primer dAb. El segundo dAb se puede unir a una diana que se selecciona de entre
ApoE, Apo-SAA, BDNF, Cardiotrofina-1, CEA, CD40, Ligando CD40, CD56, CD38, CD138, EGF, receptor EGF,
ENA-78, Eotaxina, Eotaxin-2, Exodus-2, FAPa, FGF-acido, FGF-basico, factor de crecimiento de fibroblastos -10,
ligando FLT3, Fractalquina (CX3C), GDNF, G-CSF, GM-CSF, GF-1, albumina sérica humana, insulina, IFN-y, IGF-I,
IGF-II, IL-1a, 1L-1B, IL-1 receptor, receptor IL-1 tipo 1, IL-2, IL-3, IL-4, IL5, IL-6, IL-7, IL-8 (72 aa), IL-8 (77 aa), IL-9,
IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18 (IGIF), Inhibina «, Inhibina B, IP-10, factor de crecimiento de
queratinocitos -2 (KGF-2), KGF, Leptina, LIF, Linfotactina, substancia inhibidora Mulleriana, factor inhibidor de
colonias de monocitos, proteina atrayente de monocitos, M-CSF, MDC (67 aa), MDC (69 aa), MCP-1 (MCAF), MCP-
2 MCP-3, MCP-4, MDC (67 aa), MDC (69 aa), MIG, MIP-1a, MIP-18 MIP-3a, MIP-3B, MIP-4, factor inhibidor
progenitor mieloide -1 (MPIF-1), NAP-2, Neurturina, factor de crecimiento de nervios, B-NGF, NT-3, NT-4,
Oncostatina M, PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PF-4, RANTES, SDF1a, SDF13, SCF, SCGF, factor de células
madre (SCF), TARC, TGF-a, TNF-a, TGF-2, TGF-f3, factor de necrosis tumoral (TNF), TNF-a,, TNF-B, TNF I, TNF
II, TNIL-1, TPO, VEGF, VEGF A, VEGF B; VEGF C, VEGF D, receptor VEGF 1, receptor VEGF 2, receptor VEGF 3,
GCP-2, GRO/MGSA, GRO-B, GRO-y, HCC1, 1-309, HER 1, HER 2, HER 3, HER 4, seroalbumina, VWF, proteinas
amiloides (por ejemplo, amiloide alfa), MMP12, PDK1, IgE, IL-13Ra1, IL-13Ra2, IL-15, IL-15R, 1-16, IL-17R, IL-17,
IL-18, IL-18R, IL-23 1I-23R, IL-25, CD2, CD4, CD11a, CD23, CD25, CD27, CD28, CD30, CD40, CD40L, CD56,
CD138, ALK5, EGFR, FcER1, TGFb, CCL2, CCL18, CEA, CR8, CTGF, CXCL12 (SDF-1), quimasa, FGF, Furina,
Endotelina-1, Eotaxinas (por ejemplo, Eotaxina, Eotaxina-2, Eotaxina-3), GMCSF, ICAM-1, ICOS, IgE, IFNa, 1-309,
integrinas, L-selectina, MIF, MIP4, MDC, MCP-1, MMPs, elastasa de neutrofilos, osteopontina, OX-40, PARC, PD-1,
RANTES, SCF, SDF-1, siglec8, TARC, TGFb, Trombina, Tim-1, TNF, TRANCE, Triptasa, VEGF, VLA-4, VCAM,
o4p7, CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CCR?7, CCRS, alfavbeta6, alfavbeta8, cMET, CD8, vWF, proteinas amiloides (por
ejemplo, amiloide alfa), MMP12, PDK1, e IgE.

En una ejemplo, el ligando especifico dual comprende un primer dAb que se une a un primer epitopo de TNFR1 y
una segundo dAb que se une a un epitopo en una diana diferente. En otro ejemplo, el segundo dAb se une a un
epitopo en la albumina sérica.

En otras realizaciones, el ligando es un ligando multiespecifico que comprende un primer dominio de unién al
epitopo que tiene una especificidad de union por TNFR1 y al menos otro dominio de unién al epitopo que tiene una
especificidad de union diferente del primer dominio de unién al epitopo. Por ejemplo el primer dominio de union al
epitopo puede ser un dAb que se une al TNFR1 o puede ser un dominio que comprende las CDR de un dAb que se
une al TNFR1 (por ejemplo, CDR que se injertan en una proteina de armazén o esqueleto, por ejemplo, un
aficuerpo, un armazén SpA, un dominio receptor de LDL clase A o un dominio EGF) o puede ser un dominio que se
una al TNFR1, en que el dominio se selecciona de entre un aficuerpo, un armazén SpA, un dominio receptor de LDL
clase A o un dominio EGF.

En ciertas realizaciones, el polipéptido, antagonista, ligando o mondmero dAb anti-TNFR1 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 tasa de constante Kot de 5x 10" a 1 x 10”7 s™ como se determina por resonancia de plasmones superficiales; 2)
inhibe la union del Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNFa) al TNFR1 con una CI50 de 500 nM a 50 pM; 3) neutraliza
el TNFR1 humano en un ensayo de referencia con células L929 con una DN50 de 500 nM a 50 pM; 4) antagoniza la
actividad del TNFR1 en un ensayo celular de referencia con una DNsg de < 100 nM, y una concentracion de < 10 uM
el dAb agoniza la actividad del TNFR1 en < 5% en el ensayo; 5) inhibe la letalidad en el modelo de raton de choque
séptico inducido por galactosamida-LPS/D; 6) resiste la agregacion; 7) se segrega en una cantidad de al menos
aproximadamente 0,5 mg/l cuando se expresa en E. coli o especies de Pichia (por ejemplo, P. pastoris); 8) se
desdobla reversiblemente; 9) tiene eficacia en un modelo de enfermedad inflamatoria crénica que se selecciona de
entre el grupo que consiste en modelo de ratén de artritis inducida por colageno, modelo de raton AARE de artritis,
modelo de ratén AARE de enfermedad inflamatoria intestinal, modelo de ratén de enfermedad inflamatoria intestinal
inducida por sulfato sédico dextrano, modelo de ratén de enfermedad obstructiva crénica por humo de tabaco, y
modelos adecuados de mono (por ejemplo, el modelo de primates de artritis inducida por colageno); y/o 10) tiene
eficacia en el tratamiento, supresion o prevencion de una enfermedad inflamatoria créonica. Se hace referencia al
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documento W02006038027 para los detalles de ensayos y pruebas y los parametros aplicables a las condiciones
(1) a (10).

En realizaciones particulares, el polipéptido , antagonista, ligando o monémero de dAb se d|300|a deI TNFR1 con
una constante de disociacion (Kq) de 50 nM a 20 pM, y una tasa de constante Ko de 5x 10" a 1 x 10”7 s™ como se
determina por resonancia de plasmones superficiales; inhibe la unién del Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNFa) al
TNFR1 con una CI50 de 500 nM a 50 pM; y neutraliza el TNFR1 humano en un ensayo de referencia con células
L929 con una DN50 de 500 nM a 50 pM. En otras realizaciones particulares, el polipéptido , antagonista, ligando o
monoémero de dAb se d|300|a del TNFR1 con una constante de disociacion (Kq) de 50 nM a 20 pM, y una tasa de
constante Ko de 5x 10" a1 x 107 s como se determina por resonancia de plasmones superficiales; inhibe la unién
del Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNFa) al TNFR1 con una CI50 de 500 nM a 50 pM; vy tiene eficacia en un
modelo de enfermedad inflamatoria cronica que se selecciona de entre el grupo que consiste en modelo de raton de
artritis inducida por colageno, modelo de ratén AARE de artritis, modelo de raton AARE de enfermedad inflamatoria
intestinal, modelo de ratéon de enfermedad inflamatoria intestinal inducida por sulfato sédico dextrano, modelo de
raton de enfermedad obstructiva crénica por humo de tabaco, y modelos adecuados de mono (por ejemplo, el
modelo de primates de artritis inducida por colageno). En otras realizaciones particulares, el polipéptido ,
antagonista, ligando o monémero de dAb se dlsoma del TNFR1 con una constante de disociacion (Kq) de 50 nM a 20
pM, y una tasa de constante Ko de 5 x 10" a 1 x 107 s como se determina por resonancia de plasmones
superficiales; neutraliza el TNFR1 humano en un ensayo de referencia con células L929 con una DN50 de 500 nM a
50 pM; y antagoniza la actividad del TNFR1 en un ensayo celular de referencia con una DNsg de < 100 nM, y una
concentracion de < 10 uM el dAb agoniza la actividad del TNFR1 en < 5% en el ensayo. Los polipéptidos, dominios
variables uUnicos de inmunoglobulina y antagonistas resistentes de la invencion son utiles en terapia, profilaxis y
diagndstico de enfermedades o afecciones en mamiferos, por ejemplo en seres humanos. En particular son utiles
como base de farmacos que probablemente se encuentran con proteasas cuando se administran a un paciente, tal
como un ser humano. Por ejemplo, cuando se administra en el tracto Gl (por ejemplo, se administra via oral,
sublingual, rectal), en cuyo caso los polipéptidos, dominios variables Unicos de inmunoglobulinas o antagonistas que
se van a administrar se pueden someter a proteasas en uno o mas del tracto Gl superior, tracto Gl inferior, boca,
intestino delgado e intestino grueso. Una realizacion, por lo tanto, proporciona un polipéptido, dominio variable tnico
de inmunoglobulina o antagonista resistente a proteasas para administrarse por via oral, sublingual o rectal en el
tracto Gl de un paciente para tratar y/o prevenir una enfermedad o afeccion en el paciente. Por ejemplo, la
administracion oral a un paciente (por ejemplo, un paciente humano) para el tratamiento y/o prevencion de una
enfermedad o afeccién mediada por el TNF alfa tales como la artritis (por ejemplo artritis reumatoide), IBD, psoriasis,
o enfermedad de Crohn. En otro ejemplo, el polipéptido, dominio variable unico de inmunoglobulina o antagonista es
probable que se encuentre con la proteasa cuando se administra (por ejemplo, por inhalacion o via intranasal) en el
tejido pulmonar (por ejemplo, el pulmén o las vias aéreas). Una realizacion, por lo tanto, proporciona la
administracion del polipéptido, dominio variable Unico de inmunoglobulina o antagonista resistente a proteasa a un
paciente (por ejemplo a un ser humano) por inhalacién o via intranasal al tejido pulmonar del paciente para tratar y/o
prevenir una enfermedad o afeccion en el paciente. Tal afeccion puede ser asma (por ejemplo, asma alérgica),
COPD, gripe o cualquier otra enfermedad o afeccion pulmonar que se desvela en el documento WO2006038027. En
otro ejemplo, el polipéptido, dominio variable Unico de inmunoglobulina o antagonista es probable que se encuentre
con la proteasa cuando se administra (por ejemplo por inyeccion intraocular, o como gotas oftalmicas) en un ojo de
un paciente. Una realizaciéon, por lo tanto, proporciona para la administracién ocular, la administracién de un
polipéptido, dominio variable Unico de inmunoglobulina o antagonista resistente a proteasas a un paciente (por
ejemplo, un ser humano) para tratar y/o prevenir una enfermedad o afeccion (por ejemplo, una enfermedad o
afeccion del o0jo) en el paciente. La administracion podria ser una administracion topica en el ojo, en forma de gotas
oftalmicas o por inyeccion en el ojo, por ejemplo en el humor vitreo.

Los antagonistas, polipéptidos y dominios variables Unicos de inmunoglobulina de acuerdo con la invencién pueden
presentar temperaturas de fusion (Tm) mejoradas o relativamente altas, proporcionando una mejor estabilidad. La
union a la diana con alta afinidad puede ser también o alternativamente una caracteristica de los antagonistas,
polipéptidos y dominios variables. Una o mas de estas caracteristicas, combinadas con la resistencia a proteasas,
hace que los antagonistas, dominios variables y polipéptidos sean adecuados para su uso como farmacos en
mamiferos, tales como los seres humanos, en que es probable que las proteasas se encuentren, por ejemplo, en la
administracion en el tracto Gl o el tejido pulmonar.

Por lo tanto, en un aspecto, la invencion proporciona el antagonista del TNFR1 para suministro oral. En un aspecto,
la invencion proporciona el antagonista del TNFR1 para el suministro en el tracto Gl de un paciente. En un aspecto,
la invencion proporciona el uso del antagonista del TNFR1 en la fabricacion de un medicamento para suministro oral.
En un aspecto, la invencion proporciona el uso del antagonista del TNFR1 en la fabricacion de un medicamento para
el suministro en el tracto Gl de un paciente, En una realizacion, el dominio variable es resistente a la tripsina y/o al
menos a otra proteasa que se selecciona de entre elastasa, leucozima y pancreatina. Por ejemplo, la resistencia es
a la tripsina y elastasa; tripsina y leucozima; tripsina y pancreatina, tripsina, elastasa y leucozima; tripsina, elastasa y
pancreatina; tripsina, elastasa, pancreatina y leucozima; o tripsina, pancreatina y leucozima.

En un aspecto, la invencion proporciona el antagonista del TNFR1 para el suministro pulmonar. En un aspecto, la
invencion proporciona el antagonista del TNFR1 para el suministro en el pulmén de un paciente. En un aspecto, la
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invencion proporciona el uso del antagonista del TNFR1 en la fabricacion de un medicamento para el suministro
pulmonar. En un aspecto, la invencién proporciona el uso del antagonista del TNFR1 en la fabricacion de un
medicamento para el suministro en el pulmén de un paciente. En una realizacién el dominio variable es resistente a
la leucozima.

En un aspecto, la invencién proporciona un procedimiento de suministro oral o suministro de un medicamento en el
tracto Gl de un paciente o en el pulmdn o tejido pulmonar de un paciente, en que el procedimiento comprende la
administracion al paciente de una cantidad farmacéuticamente eficaz de un antagonista del TNFR1 de la invencion.

En un aspecto, la invencion proporciona el antagonista del TNFR1 de la invencion para el tratamiento y/o la profilaxis
de una afeccién inflamatoria. En un aspecto, la invencion proporciona el uso del antagonista del TNFR1 en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento y/o profilaxis de una afeccion inflamatoria. En una realizacion la
afeccion se selecciona de entre el grupo que consiste en artritis, esclerosis multiple, enfermedad inflamatoria
intestinal y enfermedad pulmonar obstructiva crénica. Por ejemplo, dicha artritis es artritis reumatoide o artritis
reumatoide juvenil. Por ejemplo, dicha enfermedad inflamatoria intestinal se selecciona de entre el grupo que
consiste en enfermedad de Crohn y colitis ulcerativa. Por ejemplo, dicha enfermedad pulmonar obstructiva crénica
se selecciona de entre el grupo que consiste en bronquitis cronica, bronquitis obstructiva cronica y enfisema. Por
ejemplo, dicha neumonia es una neumonia bacteriana. Por ejemplo, dicha neumonia bacteriana es una neumonia
Estafilocécica.

En un aspecto, la invencion proporciona el antagonista del TNFR1 para el tratamiento y/o profilaxis de una
enfermedad respiratoria. En un aspecto, la invencién proporciona el uso del antagonista del TNFR1 en la fabricacion
de un medicamento para el tratamiento y/o profilaxis de una enfermedad respiratoria. Por ejemplo, dicha enfermedad
respiratoria se selecciona de entre el grupo que consiste en inflamacién pulmonar, enfermedad pulmonar obstructiva
crénica, asma, neumonia, neumonitis por hipersensibilidad, infiltrado pulmonar con eosinofilia, enfermedad pulmonar
ambiental, neumonia, bronquiectasia, fibrosis quistica, enfermedad pulmonar intersticial, hipertensién pulmonar
primaria, tromboembolia pulmonar, trastornos de la pleura, trastornos del mediastino, trastornos del diafragma,
hipoventilacion, hiperventilacion, apnea del suefio, sindrome de dificultad respiratoria aguda, mesotelioma, sarcoma,
rechazo de injertos, enfermedad del huésped contra el injerto, cancer de pulmon, rinitis alérgica, alergia, asbestosis,
Aspergiloma, aspergilosis, bronquiectasia, bronquitis crénica, enfisema, neumonia eosinofilica, fibrosis pulmonar
idiopatica, enfermedad neumocdcica invasiva, gripe, micobacterias no tuberculosas, derrame pleural,
neumoconiosis, neumocitosis, neumonia, actinomicosis pulmonar, proteinosis alveolar pulmonar, antrax pulmonar,
edema pulmonar, embolia pulmonar, inflamacién pulmonar, histiocitosis X pulmonar, hipertension pulmonar,
Nocardiosis pulmonar, tuberculosis pulmonar, enfermedad veno-oclusiva pulmonar, enfermedad reumatoide de
pulmén, sarcoidosis, y granulomatosis de Wegener. Por ejemplo, la enfermedad es enfermedad pulmonar oclusiva
cronica (COPD). Por ejemplo, la enfermedad es asma.

Un antagonista de la invencion comprende un agente que inhibe el TNFR1 (por ejemplo, en que el agente se
selecciona de entre el grupo que consiste en fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmento Fab, fragmento Fab’,
fragmento Fv (por ejemplo, scFv, Fv unido por enlaces disulfuro), fragmento F(ab’);, dAb), ligandos y mondémeros y
multimeros de dAb (por ejemplo, homo o heterodimeros) se puede administrar localmente en el tejido pulmonar por
administracion por inhalacion o intranasal. Para la administracion por inhalacion o intranasal, el antagonista del
TNFR1 se puede administrar utilizando un nebulizador, inhalador, atomizador, aerosol, nebulizador, inhalador de
polvo seco, inhalador de dosis medida, pulverizar de dosis medida, nebulizador de dosis medida, atomizador de
dosis medida, u otro inhalador o dispositivo de suministro intranasal. Por lo tanto, en una realizacion, la divulgacion
proporciona un dispositivo de suministro pulmonar que contiene el antagonista del TNFR1. En una realizacion, el
dispositivo es un inhalador o un dispositivo de suministro intranasal.

En un aspecto, la invencién proporciona una formulacién oral que comprende el antagonista del TNFR1. La
formulacion puede ser un comprimido, pildora, capsula, liquido o jarabe.

En una realizacion, la invencién proporciona una formulaciéon pulmonar para el suministro en el pulmén, en que la
formulacién comprende un antagonista, polipéptido o dominio variable de la invenciéon con un intervalo de tamarios
de particula de menos de 5 micras, por ejemplo menos de 4,5, 5, 3,5 o 3 micras (por ejemplo, cuando estan en el
tampon de Britton-Robinson, por ejemplo a un pH de 6,5 a 8,0, por ejemplo, a un pH de 7 a 7,5, por ejemplo a un pH
de 7 oun pH de 7,5).

En una realizacion, las formulaciones y composiciones de la invencién se proporcionan a un pH de 6,5 a 8,0, por
ejemplo 7 a 7,5, por ejemplo 7, por ejemplo 7,5.

Los dominios variables de acuerdo con cualquier aspecto de la invencién puede tener una Tm de al menos 50 °C, o
al menos 55 °C, o al menos 60 °C, o al menos 65 °C, o al menos 70 °C. Un antagonista, uso, procedimiento,
dispositivo o formulacién de la invencion puede comprender tal dominio variable.

En un aspecto de la divulgacion, los polipéptidos, dominios variables, antagonistas, composiciones o formulaciones
de la invencién son sustancialmente estables tras la incubacion (a una concentracion de polipéptido o de dominio
variable de 1 mg/ml) a 37 a 50 °C durante 14 dias en tampdn de Britton-Robinson. En una realizacion, al menos un
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65, 70, 75, 80, 85, 86, 87, 88, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% del polipéptido, antagonista o dominio variable
permanece sin agregar tras tal incubacion a 37 grados C. En una realizacion, al menos un 65, 70, 75, 80, 85, 86, 87,
88, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% del polipéptido o el dominio variable permanecen monomeéricos tras tal
incubacioén a 37 grados C. En una realizacion, al menos un 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75,
80, 85, 86, 87, 88, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% del polipéptido, antagonista o dominio variable permanece
no agregado tras tal incubacion a 50 grados C. En una realizacioén, al menos un 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 86, 87, 88, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% del polipéptido o el dominio variable
permanece monomeérico tras tal incubacion a 50 grados C. En una realizacion, la no agregacion de los polipéptidos,
dominios variables, antagonistas se aprecia después de cualquiera de tales incubaciones. En una realizacion el pl
del polipéptido o dominio variable permanece sin cambios o sustancialmente sin cambios tras la incubacién a 37
grados C a una concentracion del polipéptido o el dominio variable de 1 mg/ml en tampdn Britton-Robinson.

En un aspecto de la divulgacion, los polipéptidos, dominios variables, antagonistas, composiciones o formulaciones
de la invencion son sustancialmente estables tras la incubacion (a una concentracion de polipéptido o dominio
variable de 100 mg/ml) a 4 °C durante 7 dias en tampén Britton-Robinson a un pH de 7 a 7,5 (por ejemplo, apH 7 o
pH 7,5). En una realizacién, al menos un 95, 95,5, 96, 96,5, 97, 97,5, 98, 98,5, 99 o0 99,5% del polipéptido o el
dominio variable permanece no agregado tras tal incubacién. En una realizacién, al menos un 95, 95,5, 96, 96,5, 97,
97,5, 98, 98,5, 99 0 99,5% del polipéptido o el dominio variable permanece monomeérico tras tal incubacién. En una
realizacion, la no agregacion de los polipéptidos, dominios variables, antagonistas se aprecia después de una
cualquiera de tales incubaciones.

En un aspecto de la divulgacion, los polipéptidos, dominios variables, antagonistas, composiciones o formulaciones
de la invencién son sustancialmente estables tras la nebulizacion (a una concentracion de polipéptido o de dominio
variable de 40 mg/ml) por ejemplo, a temperatura ambiente, 20 grados C o 37 °C, durante 1 hora, por ejemplo, en un
nebulizador de chorro, por ejemplo la cubeta de un Pari LC +. En una realizacion, al menos un 65, 70, 75, 80, 85, 86,
87, 88, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 95,5, 96, 96,5, 97, 97,5, 98, 98,5, 99 0 99,5% del polipéptido, antagonista, o dominio
variable permanece no agregado tras tal nebulizaciéon. En una realizacién, al menos un 65, 70, 75, 80, 85, 86, 87, 88,
90, 91, 92, 93, 94, 95, 95,5, 96, 96,5, 97, 97,5, 98, 98,5, 99 0 99,5% del polipéptido, antagonista, o dominio variable
permanece monomeérico tras tal nebulizacion. En una realizacion, la no agregacion de los polipéptidos, dominios
variables, antagonistas se aprecia después de una cualquiera de tal nebulizacion.

Los dominios variables de acuerdo con cualquier aspecto de la invencién pueden neutralizar la liberacion de IL-8
estimulada por el TNFa en un ensayo celular MRC-5 con DN50 de 2 nM a 50 pM. Un antagonista, uso,
procedimiento, dispositivo o formulacion de la invencién puede comprender tal dominio variable.

En un aspecto, la invencién proporciona un acido nucleico asilado o recombinante que codifica un polipéptido que
comprende un dominio variable Unico de inmunoglobulina de acuerdo con cualquier aspecto de la invencion. En un
aspecto, la invencién proporciona un vector que comprende el acido nucleico. En un aspecto, la divulgacion
proporciona un procedimiento para producir el polipéptido que comprende un dominio variable Unico de
inmunoglobulina, comprendiendo el procedimiento el mantenimiento de la célula huésped bajo condiciones
adecuadas para la expresion de dicho acido nucleico o vector, de manera que se produzca un polipéptido que
comprende un dominio variable uUnico de inmunoglobulina. El procedimiento puede ademas comprender el
aislamiento del polipéptido, dominio variable o antagonista y opcionalmente la produccién de una variante, por
ejemplo una variante mutada, que tenga una afinidad y/o DN50 mejores que el polipéptido, dominio variable o
antagonista aislado. Las técnicas para mejorar la afinidad de unién del dominio variable Gnico de inmunoglobulina se
conocen en la técnica, por ejemplo, técnicas por maduracion de afinidad.

En un aspecto, la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende un dominio variable Unico de
inmunoglobulina, polipéptido o un antagonista de cualquier aspecto de la invencién, y un vehiculo, excipiente o
diluyente farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion, el dominio variable Unico de inmunoglobulina o el antagonista de cualquier aspecto de la
invencion comprende un dominio constante de anticuerpo, por ejemplo, un Fc de anticuerpo, opcionalmente en que
el extremo N del Fc esta unido (opcionalmente unido directamente) al extremo C del dominio variable.

El polipéptido o el dominio variable de la invencién puede ser aislado y/o recombinante.

Se describe en el presente documento un procedimiento para seleccionar un péptido o polipéptido resistente a
proteasas. El procedimiento comprende proporcionar un repertorio de péptidos o polipéptidos, combinar el repertorio
y la proteasa bajo condiciones adecuadas para la actividad de la proteasa,, y recuperar un péptido o polipéptido que
tenga la actividad bioldgica deseada (por ejemplo, la unién especifica al TNFR1), de manera que se selecciona un
péptido o polipéptido resistente a proteasa.

El repertorio y la proteasa se incuban generalmente durante un periodo de al menos aproximadamente 30 minutos.
Se puede utilizar cualquier proteasa que ese desee en el procedimiento, tal como una o mas de las siguientes,
serina proteasa, cisteina proteasa, aspartato proteasa, tiol proteasas, metaloproteasa de la matriz, carboxipeptidasa
(por ejemplo, carboxipeptidasa A, carboxipeptidasa B), tripsina, quimiotripsina, pepsina, papaina, elastasa,
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leucozima, pancreatina, trombina, catepsinas (por ejemplo, catepsina G), proteinasa (por ejemplo, proteinasa 1,
proteinasa 2, proteinasa 3), termolisina, quimosina, enteropeptidasa, caspasa (por ejemplo, caspasa 1, caspasa 2,
caspasa 4, caspasa 5, caspasa 9, caspasa 12, caspasa 13), calpaina, ficaina, clostripaina, actinidaina, bromelaina,
y separasa. En realizaciones particulares, la proteasa es tripsina, elastasa o leucozima. La proteasa también se
puede proporcionar en un extracto biolégico, un homogenado biolégico o una preparacion bioldgica. Si se desea, el
procedimiento comprende ademas la adicion de un inhibidor de proteasa a la combinacion del repertorio y la
proteasa después de que se complete la incubacion.

En algunas realizaciones, un péptido o polipéptido que tiene la actividad biolégica deseada se recupera basandose
en la actividad de unién. Por ejemplo, el péptido o polipéptido se puede recuperar basandose en la unién con un
ligando genérico, tal como la proteina A, proteina G o proteina L. La actividad de unién también puede ser especifica
de un ligando diana. Ligandos diana ejemplares incluyen entre ApoE, Apo-SAA, BDNF, Cardiotrofina-1, CEA, CDA40,
Ligando CD40, CD56, CD38, CD138, EGF, receptor EGF, ENA-78, Eotaxina, Eotaxin-2, Exodus-2, FAPa, FGF-
acido, FGF-basico, factor de crecimiento de fibroblastos -10, ligando FLT3, Fractalquina (CX3C), GDNF, G-CSF,
GM-CSF, GF-$1, albimina sérica humana, insulina, IFN-y, IGF-I, IGF-II, IL-1a, 1L-1B, IL-1 receptor, receptor IL-1 tipo
1, IL-2, IL-3, IL-4, IL5, IL-6, IL-7, IL-8 (72 aa), IL-8 (77 aa), IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18
(IGIF), Inhibina «, Inhibina B, IP-10, factor de crecimiento de queratinocitos -2 (KGF-2), KGF, Leptina, LIF,
Linfotactina, substancia inhibidora Mulleriana, factor inhibidor de colonias de monocitos, proteina atrayente de
monocitos, M-CSF, MDC (67 aa), MDC (69 aa), MCP-1 (MCAF), MCP-2 MCP-3, MCP-4, MDC (67 aa), MDC (69 aa),
MIG, MIP-1a, MIP-1B MIP-3a, MIP-3B, MIP-4, factor inhibidor progenitor mieloide -1 (MPIF-1), NAP-2, Neurturina,
factor de crecimiento de nervios, B-NGF, NT-3, NT-4, Oncostatina M, PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PF-4,
RANTES, SDF1a, SDF1[3, SCF, SCGF, factor de células madre (SCF), TARC, TGF-a, TNF-a, TGF-$2, TGF-3,
factor de necrosis tumoral (TNF), TNF-a, TNF-B, TNF I, TNF Il, TNIL-1, TPO, VEGF, VEGF A, VEGF B; VEGF C,
VEGEF D, receptor VEGF 1, receptor VEGF 2, receptor VEGF 3, GCP-2, GRO/MGSA, GRO-, GRO-y, HCC1, 1-309,
HER 1, HER 2, HER 3, HER 4, seroalbumina, vVWF, proteinas amiloides (por ejemplo, amiloide alfa), MMP12, PDK1,
IgE, IL-13Ra1, IL-13Ra2, IL-15, IL-15R, I-16, IL-17R, IL-17, IL-18, IL-18R, IL-23 II-23R, IL-25, CD2, CD4, CD11a,
CD23, CD25, CD27, CD28, CD30, CD40, CD40L, CD56, CD138, ALK5, EGFR, FcER1, TGFb, CCL2, CCL18, CEA,
CR8, CTGF, CXCL12 (SDF-1), quimasa, FGF, Furina, Endotelina-1, Eotaxinas (por ejemplo, Eotaxina, Eotaxina-2,
Eotaxina-3), GMCSF, ICAM-1, ICOS, IgE, IFNa, 1-309, integrinas, L-selectina, MIF, MIP4, MDC, MCP-1, MMPs,
elastasa de neutrdfilos, osteopontina, OX-40, PARC, PD-1, RANTES, SCF, SDF-1, siglec8, TARC, TGFb, Trombina,
Tim-1, TNF, TRANCE, Triptasa, VEGF, VLA-4, VCAM, o4p7, CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CCR7, CCRS, alfavbeta6,
alfavbeta8, cMET, CD8, vWF, proteinas amiloides (por ejemplo, amiloide alfa), MMP12, PDK1, e IgE.

En realizaciones particulares, el péptido o polipéptido se recupera por seleccion.

En algunas realizaciones, el repertorio comprende un sistema de presentacion. Por ejemplo, el sistema de
presentacion puede ser presentacion en un bacteriéfago, presentacion en un ribosoma, compartimentacion en
emulsiéon y presentacion, presentacion en levaduras, presentacion de puromicina, presentacion bacteriana,
presentacion en plasmido, o presentacion covalente. Los sistemas de presentacion se unen a la funcién codificante
de un acido nucleico y las caracteristicas del péptido o polipéptido codificado por el acido nucleico. En realizaciones
particulares, el sistema de presentacion comprende paquetes genéticos replicables.

En algunas realizaciones, el sistema de presentacién comprende un bacteriéfago de presentacion. Por ejemplo, el
bacteriéfago puede ser fd, M13, lambda. MS2 o T7. En realizaciones particulares, el sistema de presentacion en
bacteriéfago es multivalente. En algunas realizaciones, el péptido o polipéptido se presenta como una proteina de
fusion plll.

En otras realizaciones, el procedimiento comprende ademas la amplificacién del acido nucleico que codifica un
péptido o polipéptido que tiene la actividad biolégica deseada. En realizaciones particulares, el acido nucleico se
amplifica por amplificacion de fago, cultivo celular o reaccion en cadena de la polimerasa.

En algunas realizaciones, el repertorio es un repertorio de dominios variables Unicos de inmunoglobulinas. En
realizaciones particulares, el dominio variable Unico de inmunoglobulina es un dominio variable de cadena pesada.
En realizaciones mas particulares, el dominio variable de cadena pesada es un dominio variable de cadena pesada
humano. En otras realizaciones, el dominio variable Gnico de inmunoglobulina es un dominio variable de cadena
ligera. En realizaciones particulares, el dominio variable de cadena ligera es un dominio variable de cadena ligera
humano.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para seleccionar un péptido o polipéptido que se une a un ligando
diana (por ejemplo, TNFR1) con alta afinidad a partir de un repertorio de péptido o polipéptidos. El procedimiento
comprende proporcionar un repertorio de péptidos o polipéptidos, combinando el repertorio y una proteasa bajo
condiciones adecuadas para la actividad de la proteasa, y recuperando un péptido o polipéptido que se une al
ligando diana.

El repertorio y la proteasa se incuban generalmente durante un periodo de al menos aproximadamente 30 minutos.
Se puede utilizar cualquier proteasa que se desee en el procedimiento, tal como una de las siguientes, serina
proteasa, cisteina proteasa, aspartato proteasa, tiol proteasas, metaloproteasa de la matriz, carboxipeptidasa (por
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ejemplo, carboxipeptidasa A, carboxipeptidasa B), tripsina, quimiotripsina, pepsina, papaina, elastasa, leucozima,
pancreatina, trombina, catepsinas (por ejemplo, catepsina G), proteinasa (por ejemplo, proteinasa 1, proteinasa 2,
proteinasa 3), termolisina, quimosina, enteropeptidasa, caspasa (por ejemplo, caspasa 1, caspasa 2, caspasa 4,
caspasa 5, caspasa 9, caspasa 12, caspasa 13), calpaina, ficaina, clostripaina, actinidaina, bromelaina, y separasa.
En realizaciones particulares, la proteasa es ftripsina, elastasa o leucozima. La proteasa también se puede
proporcionar en un extracto biolégico, un homogenado biolégico o una preparacion biologica. Si se desea, el
procedimiento comprende ademas la adicion de un inhibidor de proteasa a la combinacion del repertorio y la
proteasa después de que se complete la incubacion.

El péptido o polipéptido se puede recuperar basandose en la unién con cualquier ligando diana deseado, tal como
los ligandos diana desvelados en el presente documento (por ejemplo, el TNFR1). En realizaciones particulares, el
péptido o polipéptido se recuperan por seleccion.

En algunas realizaciones, el repertorio comprende un sistema de presentacion. Por ejemplo, el sistema de
presentacion puede ser presentacion en un bacteriéfago, presentacion en un ribosoma, compartimentacion en
emulsiéon y presentacion, presentacion en levaduras, presentacion de puromicina, presentacion bacteriana,
presentacion en plasmido, o presentacion covalente. Los sistemas de presentacion se unen a la funcién codificante
de un acido nucleico y las caracteristicas del péptido o polipéptido codificado por el acido nucleico. En realizaciones
particulares, el sistema de presentacion comprende paquetes genéticos replicables.

En algunas realizaciones, el sistema de presentacién comprende un bacteriéfago de presentacion. Por ejemplo, el
bacteriéfago puede ser fd, M13, lambda. MS2 o T7. En realizaciones particulares, el sistema de presentacion en
bacteriéfago es multivalente. En algunas realizaciones, el péptido o polipéptido se presenta como una proteina de
fusion plll.

En otras realizaciones, el procedimiento comprende ademas la amplificacién del acido nucleico que codifica un
péptido o polipéptido que tiene la actividad biolégica deseada. En realizaciones particulares, el acido nucleico se
amplifica por amplificacion de fago, cultivo celular o reaccion en cadena de la polimerasa.

En algunas realizaciones, el repertorio es un repertorio de dominios variables Unicos de inmunoglobulinas. En
realizaciones particulares, el dominio variable Unico de inmunoglobulina es un dominio variable de cadena pesada.
En realizaciones mas particulares, el dominio variable de cadena pesada es un dominio variable de cadena pesada
humano. En otras realizaciones, el dominio variable Gnico de inmunoglobulina es un dominio variable de cadena
ligera. En realizaciones particulares, el dominio variable de cadena ligera es un dominio variable de cadena ligera
humano.

En otro aspecto, en el presente documento se describe un procedimiento de produccién de un repertorio de péptido
o polipéptidos resistentes a proteasa. El procedimiento comprende proporcionar un repertorio de péptidos o
polipéptidos, combinar el repertorio de péptidos o polipéptidos y una proteasa bajo condiciones adecuadas para la
actividad proteasa, y recuperar una pluralidad de péptidos o polipéptidos que tiene la actividad bioldgica deseada, de
forma que se produce un repertorio de péptidos o polipéptidos resistentes a proteasa.

En algunas realizaciones, el repertorio y la proteasa se incuban durante un periodo de al menos aproximadamente
30 minutos. Por ejemplo, la proteasa utilizada en el procedimiento puede ser una o mas de las siguientes, serina
proteasa, cisteina proteasa, aspartato proteasa, tiol proteasas, metaloproteasa de la matriz, carboxipeptidasa (por
ejemplo, carboxipeptidasa A, carboxipeptidasa B), tripsina, quimiotripsina, pepsina, papaina, elastasa, leucozima,
pancreatina, trombina, catepsinas (por ejemplo, catepsina G), proteinasa (por ejemplo, proteinasa 1, proteinasa 2,
proteinasa 3), termolisina, quimosina, enteropeptidasa, caspasa (por ejemplo, caspasa 1, caspasa 2, caspasa 4,
caspasa 5, caspasa 9, caspasa 12, caspasa 13), calpaina, ficaina, clostripaina, actinidaina, bromelaina, y separasa.
En realizaciones particulares, la proteasa es ftripsina, elastasa o leucozima. La proteasa también se puede
proporcionar en un extracto biolégico, un homogenado biolégico o una preparacion biologica. Si se desea, el
procedimiento comprende ademas la adicion de un inhibidor de proteasa a la combinacion del repertorio y la
proteasa después de que se complete la incubacion.

En algunas realizaciones, se recuperan una pluralidad de péptidos o polipéptidos que tienen una actividad biolégica
deseada basandose en la actividad de unién. Por ejemplo, se puede recuperar una pluralidad de péptidos o
polipéptidos basandose en la union a un ligando genérico, tal como la proteina A, proteina G o proteina L. La
actividad de unién también puede ser la unién especifica de un ligando diana, tal como un ligando diana descrito en
el presente documento. En realizaciones particulares, se recupera una pluralidad de péptidos o polipéptidos que
tienen la actividad bioldgica deseada por seleccion.

En algunas realizaciones, el repertorio comprende un sistema de presentacion. Por ejemplo, el sistema de
presentacion puede ser presentacion en un bacteriéfago, presentacion en un ribosoma, compartimentacion en
emulsiéon y presentacion, presentacion en levaduras, presentacion de puromicina, presentacion bacteriana,
presentacion en plasmido, o presentacion covalente. Los sistemas de presentacion se unen a la funcion codificante
de un acido nucleico y las caracteristicas del péptido o polipéptido codificado por el acido nucleico. En realizaciones
particulares, el sistema de presentacion comprende paquetes genéticos replicables.
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En algunas realizaciones, el sistema de presentacién comprende un bacteriéfago de presentacion. Por ejemplo, el
bacteriéfago puede ser fd, M13, lambda. MS2 o T7. En realizaciones particulares, el sistema de presentacion en
bacteriéfago es multivalente. En algunas realizaciones, el péptido o polipéptido se presenta como una proteina de
fusion plll.

En otras realizaciones, el procedimiento comprende ademas la amplificacién del acido nucleico que codifica un
péptido o polipéptido que tiene la actividad biolégica deseada. En realizaciones particulares, el acido nucleico se
amplifica por amplificacion de fago, cultivo celular o reaccion en cadena de la polimerasa.

En algunas realizaciones, el repertorio es un repertorio de dominios variables Unicos de inmunoglobulinas. En
realizaciones particulares, el dominio variable Unico de inmunoglobulina es un dominio variable de cadena pesada.
En realizaciones mas particulares, el dominio variable de cadena pesada es un dominio variable de cadena pesada
humano. En otras realizaciones, el dominio variable Gnico de inmunoglobulina es un dominio variable de cadena
ligera. En realizaciones particulares, el dominio variable de cadena ligera es un dominio variable de cadena ligera
humano.

En otro aspecto, en el presente documento se describe un procedimiento para seleccionar un polipéptido resistente
a proteasa que comprende un dominio variable Unico de inmunoglobulina (dAb) que se une a un ligando diana (por
ejemplo, el TNFR1) a partir de un repertorio. En una realizacién, el procedimiento comprende proporcionar un
sistema de presentacion en fago que comprende un repertorio de polipéptidos que comprende un dominio variable
Unico de inmunoglobulina, combinar el sistema de presentacion en fago y una proteasa que se selecciona del grupo
que consiste en elastasa, leucozima vy tripsina, bajo condiciones adecuadas para la actividad proteasa, y recuperar
un fago que presenta un polipéptido que comprende un dominio variable Unico de inmunoglobulina que se une al
ligando diana.

En algunas realizaciones, la proteasa se utiliza a 100 pg/ml, y el sistema de presentacion en fago y la proteasa
combinados se cultivan a aproximadamente a 37 °C durante una noche.

En algunas realizaciones, el fago que presenta un polipéptido que comprende un dominio variable Unico de
inmunoglobulina que se une al ligando diana se recupera uniéndose a dicha diana. En otras realizaciones, el fago
que presenta un polipéptido que comprende un dominio variable Gnico de inmunoglobulina que se une al ligando
diana se recupera por seleccion.

También se describe un péptido o polipéptido resistente a proteasa aislado que se puede seleccionar o se
selecciona por procedimientos que se describen en el presente documento. En una realizacion particular, se
proporciona un dominio variable Gnico de inmunoglobulina resistente a proteasa (por ejemplo, tripsina, elastasa,
leucozima) aislado (por ejemplo, un dominio variable de cadena pesada de un anticuerpo humano, un dominio
variable de cadena ligera de anticuerpo humano) que se puede seleccionar o se selecciona por los procedimientos
descritos en el presente documento.

Se describe ademas en el presente documento un acido nucleico aislado o recombinante que codifica un péptido o
polipéptido resistente a proteasa (por ejemplo, un dominio variable Unico de inmunoglobulina resistente a tripsina,
elastasa, o leucozima) que se puede seleccionar o se selecciona por los procedimientos descritos en el presente
documento, y a los vectores (por ejemplo, vectores de expresion) y células huésped que comprenden los acidos
nucleicos.

Se describe ademas en el presente documento un péptido o polipéptido resistente a proteasa (por ejemplo, un
dominio variable Unico de inmunoglobulina resistente a tripsina, elastasa, o leucozima) que se puede seleccionar o
se selecciona por los procedimientos descritos en el presente documento, que comprende el mantenimiento de una
célula huésped que contienen un acido nucleico recombinante que codifica el péptido o polipéptido resistente a
proteasa bajo condiciones adecuadas para la expresion, produciéndose de esta manera un péptido o polipéptido
resistente a proteasa.

Se describe ademas en el presente documento un péptido o polipéptido resistente a proteasa (por ejemplo, un
dominio variable Unico de inmunoglobulina resistente a tripsina, elastasa, o leucozima) que se puede seleccionar o
se selecciona por los procedimientos descritos en el presente documento para su uso en medicina (por ejemplo,
para terapia o diagndstico). Se describe ademas en el presente documento el uso de un péptido o polipéptido
resistente a proteasa (por ejemplo, un dominio variable Unico de inmunoglobulina resistente a tripsina, elastasa, o
leucozima) que se puede seleccionar o se selecciona por los procedimientos descritos en el presente documento
para la fabricacién de un medicamento para tratar una enfermedad. Se describe ademas en el presente documento
un péptido o polipéptido resistente a proteasa (por ejemplo, un dominio variable Unico de inmunoglobulina resistente
a tripsina, elastasa, o leucozima) que se puede seleccionar o se selecciona por los procedimientos descritos en el
presente documento para su uso en el tratamiento de una enfermedad.

Se describe ademas en el presente documento un kit de diagnéstico para determinar si esta presente el TNFR1 en
una muestra o cuanto TNFR1 esta presente en una muestra, que comprende un polipéptido, dominio variable de
inmunoglobulina (dAb) o antagonista de la invencién e instrucciones para su uso (por ejemplo, para determinar la
presencia y/o cantidad de TNFR1 en la muestra). En algunas realizaciones, el kit comprende ademas uno o mas
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agentes auxiliares, tales como un tampén adecuado o un agente de deteccion adecuado (por ejemplo, un anticuerpo
marcado que se puede detectar o un fragmento de unién al antigeno del mismo que se une al polipéptido o dAb de
la invencion o a un resto asociado o conjugado a él.

La divulgacion también se refiere a un dispositivo que comprende una superficie sélida en la que se inmoviliza un
polipéptido, antagonista o dAb de la invencion tal que el polipéptido o dAb inmovilizado se une al TNFR1. Se puede
utilizar cualquier superficie solida adecuada en la que se pueda inmovilizar un anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno del mismo, por ejemplo, cristal, plastico, carbohidratos (por ejemplo, perlas de agarosa). Se se desea el
soporte puede contener o maodificarse para que contenga grupos funcionales que se deseen para facilitar la
inmovilizacion. El dispositivo, y/o el soporte, pueden tener cualquier forma adecuada, por ejemplo, una lamina,
bastoncillo, tira, placa, portaobjetos, perla, aglomerado, disco, gel, tubo, esfera, placa o plato, y similares. En
algunas realizaciones, el dispositivo es una varilla.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 es una ilustracion del sitio de clonacion multiple pDOM13 (aka pDOMS33), que se utilizé para preparar
un repertorio de fagos de presentacion.

La FIG. 2 muestra varios geles Tricina Novex al 10-20% en proceso con muestras de diferentes puntos de tiempo
de dAb que se incubaron con tripsina a 40 ug/ml a 30 °C. Las muestras se tomaron inmediatamente antes de la
adicion de tripsina y luego en una hora, tres horas y 24 horas tras la adicion de tripsina. Las proteinas se tifieron
con 1 x SureBlue. Los geles ilustran que ambos DOM15-10 y DOM15-26-501 estaban digeridos
significativamente durante las tres primeras horas de incubacion con tripsina. La digestion de DOM15-26, DOM4-
130-54 y DOM1h-131-511 solo se volvia aparente tras 24 horas de incubacién con tripsina.

La FIG. 3 es una ilustracion de las secuencias de aminoacidos de DOM1h-131-511 y 24 variantes seleccionadas.
Los aminoacidos que se diferencian de la secuencia parental en los clones seleccionados se resaltan (los que
son idénticos estan marcados con puntos). Los bucles que corresponden a CDR1, CDR2 y CDRS3 estan
encuadrados.

La FIG. 4 es una ilustracion de las secuencias de aminoacidos de DOM4-130-54 y 27 variantes seleccionadas.
Los aminoacidos que se diferencian de la secuencia parental en los clones seleccionados estan resaltados (lo
que son idénticos estan marcados con puntos). Los bucles que corresponden a CDR1, CDR2 y CDR3 estan
encuadrados.

La FIG. 5 es una ilustracién de las secuencias de aminoacidos de DOM15-26-555 y 21 variantes seleccionadas.
Los aminoacidos que se diferencian de la secuencia parental en los clones seleccionados estan resaltados (lo
que son idénticos estan marcados con puntos). Los bucles que corresponden a CDR1, CDR2 y CDR3 estan
encuadrados.

La FIG. 6 es una ilustracién de las secuencias de aminoacidos de DOM15-10 y 16 variantes seleccionadas. Los
aminoacidos que se diferencian de la secuencia parental en los clones seleccionados estan resaltados (lo que
son idénticos estan marcados con puntos). Los bucles que corresponden a CDR1, CDR2 y CDRS3 estan
encuadrados.

Las FIG. 7A-7D son los rastros BIAcore que muestran la unién de los dAb DOM1h-131-511 (FIG. 7A) y tres
variantes de dAb, DOM1h-131-203 (FIG. 7B), DOM1h-131-204 (FIG. 7C) y DOM1h-131-206 (FIG. 7D), al TNFR1
inmovilizado tras la incubacion con diferentes concentraciones de tripsina (que varian de 0 a 100 ug/ml) durante
una noche a 37 °C. Los resultados muestran que las tres variantes son mas resistentes que el parental a la
proteolisis a altas concentraciones de tripsina (100 ug/ml).

Las FIG. 8A-8C son los rastros de BlAcore que muestran la uniéon de los dAb DOM1h-131-511 (FIG. 8A),
DOM1h-131-202 (FIG. 8B) y DOM1h-131-206 (FIG. 8C) al TNFR1 inmovilizado tras la incubacién con elastasa y
leucozima durante una noche. Los dAb mostraban un aumento de resistencia a la proteolisis en comparacién con
el parental contra ambas elastasa y leucozima.

La FIG. 9 muestra dos geles Bis-Tris Novex 4-12% en proceso con muestras de los dAb DOM1h-131-511,
DOM1h-131-203, DOM1h-131-204, DOM1h-131-206, DOM1h-131-54, DOM1h-131-201, y DOM1h-131-202
antes de la incubacion con tripsina y muestras tras la incubacion con 100 pug/ml de tripsina durante 1 hora, 3
horas y 24 horas.

Las FIG. 10A-10C son rastros BlAcore que muestran la unién de DOM4-130-54 (FIG. 10A), DOM4-130-201 (FIG.
10B) y DOM4-130-202 (FIG. 10C) a la proteina de fusion IL-1R1 inmovilizada, tras la incubacién con diferentes
concentraciones de tripsina (que varian de 0 a 100 pg/ml) durante una noche a 37 °C. Los resultados muestran
que ambas variantes son mas resistentes que su parental a la proteolisis a altas concentraciones de tripsina (100

pug/ml).
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Las FIG. 11A-11C son rastros BlAcore que muestran la unién de DOM4-130-54 (FIG. 11A), DOM4-130-201 (FIG.
11B) y DOM4-130-202 (FIG. 11C) a la proteina de fusion IL-1R1 inmovilizada, tras la incubacién con elastasa y
leucozima durante una noche. Los dAb mostraban un aumento de la resistencia a la proteolisis en comparacion
con el parental contra ambas proteasas ensayadas.

La FIG. 12 es una ilustracion de la secuencia de aminoacidos de DOM15-26-555 y 6 variantes. Los aminoacidos
que se diferencias de la secuencia parental en los clones seleccionados estan resaltados (los que son idénticos
estan marcados con puntos).

Las FIG. 13Ay 13B son rastros BlAcore que muestran la unién del dAb parental, DOM15-26-555 (FIG. 13A) vy la
variante mas resistente a proteasa, DOM15-26-593 (FIG. 13B) al VEGF inmovilizado. El parental y la variante se
compararon en el BlAcore para la uniéon con el hVEGF a la concentracion de dAb de 100 nM tras la incubacion
con tripsina a una concentracién de 200 ug/ml. La reaccion se llevé a cabo durante tres horas o 24 horas a 37
°C. Los resultados muestran que la variante es mas resistente que el parental a la proteolisis tras 24 horas de
tratamiento con tripsina.

La FIG. 14 es un grafico que muestra los efectos del tratamiento con tripsina sobre el hVEGF unido a las
variantes de DOM 15-26-555. Los resultados muestran claramente que todas las variantes son mas resistentes
que el parental (DOM15-26-555) a la proteolisis tras 24 horas de tratamiento con tripsina.

La FIG. 15 muestra dos geles Tricina Novex al 10-20% que se cargaron con 15 pg de muestras de DOM15-10 y
DOM15-10-11. Las muestras se tomaron inmediatamente antes de la adicién de tripsina, y luego a la hora, tres
horas y 24 horas después de la adicion de tripsina. Las proteinas se tifieron con SureBlue (1x). Los resultados
muestran que la actividad de unién que se aprecia en el estudio BlAcore refleja directamente la integridad de la
proteina.

La FIG. 16 es unailustracion de la secuencia de aminoacidos de DOM15-10 y una variante, DOM15-10-11. Los
aminoacidos que se diferencian de la secuencia parental en la variante estan resaltados (los que son idénticos
estan marcados con puntos).

Las FIG. 17Ay 17B son rastros BlAcore que muestran la union del parental, DOM15-10 (FIG. 17A) y la variante,
DOM15-10-11 (FIG. 17B), al VEGF inmovilizado. El parental y la variante se compararon con el BlAcore en
cuanto a la uniéon de hVEGF al dAb con una concentracién de 100 nM después de la incubacién con tripsina a
una concentracion de 200 ug/ml. La reaccion se llevo a cabo durante una hora, tres horas y 24 horas a 37 °C.
Los resultados muestran que la variante es mas resistente que el parental a la proteolisis tras 24 horas de
tratamiento con tripsina.

La FIG. 18 muestra dos geles Tricina Novex 10-20% que se han cargado con 15 pg de muestras de DOM15-10 y
DOM15-10-11. Las muestras se tomaron inmediatamente antes de la adicién de tripsina, y luego a la hora, tres
horas y 24 horas tras la adicion de tripsina. Las proteinas se tifieron con SureBlue (1x). Los resultados muestran
que la actividad de unién que se aprecia en el estudio BlAcore refleja directamente la integridad de la proteina.

Las FIG. 19A-19L ilustran las secuencias de nucleétidos de varios acidos nucleicos que codifican los dAb que
son variantes de DOM1h-131-511 o DOM4-130-54. Las secuencias de nucleotidos codifican las secuencias de
aminoacidos que se presentan en la FIG. 3 y la FIG. 4, respectivamente.

Las FIG. 20A-20E ilustran las secuencias de nucleétidos de varios acidos nucleicos que codifican los dAb que
son variantes de DOM15-26-555 o DOM15-10. Las secuencias de nucledtidos codifican las secuencias de
aminoacidos que se presentan en las FIG. 5 y FIG 6, respectivamente.

La FIG. 21 muestra un mapa de vector del pDOM 38.

La FIG. 22 muestra un proceso en gel sobre Labchip de las proteinas DOM10-53-474 y DOM15-26-593 tratadas
con tripsina con una relacién 25:1 dAb:tripsina a 30 °C durante diferentes puntos de tiempo. Las flechas
muestran la proteina de longitud completa.

La FIG. 23 es el rastro de una cromatografia de exclusion por tamafio que muestra el alto nivel de pureza que se
obtiene en cada muestra después de la purificacién por cromatografia MMC seguida por intercambio iénico. El
UV se controlé a 225 nm y la columna se ejecuté en 1x PBS con 10% de etanol (v/v). El porcentaje de
monomeros se calculd por integracion del area del pico con correccion de la linea base.

La FIG. 24 muestra los datos de estabilidad de proteasa para DOM1h-131-511, DOM1h-131-202 y DOM1h-131-
206.

La FIG. 25 es una SEC que ilustra los datos de estabilidad en 14 dias de DOM1h-131-202, DOM1h-131-206 y
DOM1h-131-511 en tampdn Britton-Robinson a 37 y 50 °C. La concentracién para todos los dAb era 1 mg/ml. Se
utilizé la SEC para determinar si habia ocurrido algin cambio en la proteina durante el proceso térmico y la
cantidad de monémero que se queda en la solucion con respecto a la muestra en el tiempo = 0 (TO).
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Las FIG. 26A a | muestran los rastros de la SEC que muestran el efecto del proceso térmico (37 y 50 °C) sobre el
DOM1h-131-511 (A a C), -202 (D a F) y -206 (G a I). También se muestra el porcentaje de mondémero que
permanece en la solucién en un punto de tiempo determinado con respecto al T = 0.

La FIG. 27 Muestra los analisis IEF de DOM1h-131-202, DOM1h-131-206 y DOM1h-131-511 alas 24 h,48 hy 7
y 14 dias de proceso térmico. Las muestras se habian incubado o a 37 o a 50 °C en tampdn Britton-Robinson.

La FIG. 28 es el RBA de TNFR-1 que muestra el efecto de 14 dias de incubacién de DOMIh-131-202, DOM1h-
131-206 y DOM1h-131-511 a 50 °C. Se asumia que la concentracion de proteinas era 1 mg/ml. También se
muestra un control negativo dAb (VH simulado) que no se une al antigeno.

La FIG. 29 ilustra los efectos del almacenamiento A: DOM1h-131-202, B: DOM1h-131-206 y C: DOM1h-131-511
a ~ 100 mg/ml durante 7 dias en tampodn Britton-Robinson a +4 °C. Se control6 el UV a 280 nm.

La FIG. 30 muestra los datos del ensayo de nebulizador de DOM1h-131-202, DOM1h-131-206 y DOM |h-131-
511 en el Pari E-flow y LC+. La concentracion de proteina era de 5 mg/ml en tampdn Britton-Robinson.

La FIG. 31 ilustra los cambios en el porcentaje relativo en concentraciones de monémero durante la nebulizacion
de DOM1h-131-202, DOMIh-131-206 y DOM1h-131-511 en tampon de Britton-Robinson a 5 mg/ml.

La FIG. 32 muestra los rastros de la SEC de DOM1h-131-206 y DOM1h-131-511 en tampodn Britton-Robinson
tras la nebulizacion con el Pari LC+.

La FIG. 33 muestra los rastros de la SEC de DOM1h-131-206 durante el proceso de nebulizacion durante 1 hora
a 40 mg/ml en PBS. La proteina tanto en la cubeta del nebulizador y el aerosol tiene una alta resistencia a los
efectos de cizalladura y proceso térmico que puede experimentar el dAb durante la nebulizacion.

La FIG. 34 muestra las curvas de velocidad de sedimentacién para cada una de las tres proteinas candidatas
(DOM1h-131-206 y DOM1h-131-511 y DOM1h-131-202). El pico bimodal que se observa para la muestra con la
concentracion mas baja de DOM1h-131-206 es un artefacto que se debe a una fuga de la célula en este caso.

La FIG. 35 muestra el efecto del tampdn y el dispositivo sobre el tamafio de las gotas de GSK1995056A
(DOM1h-131-511).

La FIG. 36 es la estabilidad del GSK1995056A (DOM1h-131-511) después de la nebulizacion en varios
dispositivos evaluados por la formacién de un dimero como se mide por SEC.

La FIG. 37 muestra el ensayo del nebulizador de GSK1922567A (202), GSK1995057A (206) y GSK1995056A
(511) en el Pari E-flow y LC+. A) ensayo en tampén de Britton-Robinson, B) ensayo en tampén PEG
1000/sacarosa.

La FIG. 38 representa una curva de dosis de TNF-a en el ensayo de union al receptor TNFR-1 humano. Cada
muestra se ensayo6 cuatro veces.

La FIG. 39 muestra la inhibicion por GSK1922567A (DOM1h-131-202), GSK1995057A (DOM1h-131-206) y
GSK1995056A (DOM1h-131-511) en el ensayo de unién al receptor TNFR-1 humano. Cada muestra se ensay6
cuatro veces.

La FIG. 40 ilustra la potencia de los dAb DOM15-26 y DOM15-26-593 en el VEGF RBA.

La FIG. 41 muestra la farmacocinética de DMS1529 (DOM 15-26-593) y DMS1545 (DOM15-26-501) tras la
administracion de una dosis en embolada Unica i.v. a ratas a 5 mg/ml.

La FIG. 42A muestra el analisis SEC-MALLs (cromatografia de exclusién por tamafo-dispersion de luz laser
multi-angulo) de la fusion DMS 1529 Fc (fusion DOM 15-26-593 Fc) que confirma las propiedades monoméricas.
Se muestran dos lotes diferentes que demuestran propiedades similares con respecto al indice de refraccion (es
decir, la concentracion, lineas interrumpidas) y la dispersion de luz (lineas continuas). La linea marcada con la
flecha significa el calculo de la masa molecular.

La FIG. 42B muestra el analisis AUC (ultracentrifugacion analitica) de la fusion DMS 1529 Fc (fusion DOM 15-26-
593 Fc) que confirma las propiedades monoméricas. Se ensayd un lote de material a tres concentraciones
diferentes, que se aproximan a 0,2, 0,5 y 1,0 mg/ml en tampdn PBS. El analisis de la tasa de sedimentacion
confirmaba una masa molecular de aproximadamente 80 kDa.

La FIG. 43 muestra los rastros DSC de DMS1529 (DOM15-26-593) y DOM15-26-501.

La FIG. 44 es un ELISA de union VEGF para DMS 1529 (DOM 15-26-593) antes y después de 10 ciclos de
congelacion-descongelacion en dos lotes diferentes de material.
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La FIG. 45 muestra la consistencia del perfii SEC de DOM 15-26-593 antes y después de 10 ciclos de
congelacion-descongelacion.

La FIG. 46 ilustra los resultados de un estudio de estabilidad acelerada de la fusion DMS 1529 Fc (fusion DOM
15-26-593 Fc); demostrando el ELISA de unién que la actividad tras 7 dias de incubacion a la temperatura que
se muestra.

La FIG. 47A muestra la estabilidad de DMS 1529 (DOM 15-26-593) en Cynomolgus humano tras 14 y 15 dias de
incubacion a 37 °C.

La FIG. 47B muestra la estabilidad de DMS 1529 (DOM 15-26-593) en suero humano tras 14 y 15 dias de
incubacion a 37 °C.

La FIG. 48 muestra la potencia de los dAb DOM15-26 y DOM15-26-593 como fusiones con Fc (DMS 1564 y
1529, respectivamente) en el VEGF RBA.

La FIG. 49 ilustra la inhibicion de la proliferacion de células HUVEC por la fusion DMS 1529 Fc (fusion DOM 15-
26-593 Fc).

La FIG. 50 es el mapa del vector pDom33.

La FIG. 51 representa las secuencias (de aminoacidos y nucleétidos) de los dAb que se unen a la albumina
sérica.

Descripcion detallada de la invenciéon

A menos de que se indique otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos que se utilizan en el presente
documento tienen el mismo significado que entiende cominmente un experto habituado en la técnica (por ejemplo,
en cultivo celular, genética molecular, quimica de acido nucleico, técnicas de hibridacion y bioquimica). Se utilizan
técnicas de referencia para los procedimientos moleculares, genéticos y bioquimicos (véase en general, Sambrook y
col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2d 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.) y
procedimientos quimicos.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “antagonista del receptor del factor de necrosis tumoral 1
(TNFR-1)" o “ antagonista anti-TNFR-1" o similares se refiere a un agente (por ejemplo, una molécula, un
compuesto) que se une al TNFR-1 y puede inhibir una (es decir, una o mas) de las funciones del TNFR-1. Por
ejemplo, una antagonista del TNFR-1 puede inhibir la uniéon del TNFa al TNFR-1 y/o inhibir la transduccion de la
sefial mediada por medio de TNFR-1. En consecuencia, se pueden inhibir los procesos mediados por TNFR-1 y las
respuestas celulares (por ejemplo, muerte celular inducida por el TNFa en un ensayo de toxicidad de referencia en
L929) con un antagonista del TNFR-1.

Como se utiliza en el presente documento, “péptido” se refiere a aproximadamente dos a aproximadamente 50
aminoacidos que estan unidos en conjunto por enlaces peptidicos.

Como se utiliza en el presente documento, “polipéptido” se refiere a al menos aproximadamente dos a
aproximadamente 50 aminoacidos que estan unidos en conjunto por enlaces peptidicos. Los polipéptidos en general
comprenden una estructura terciaria y plegamiento en dominios funcionales.

Como se utiliza en el presente documento, un péptido o polipéptido (por ejemplo un dominio de anticuerpo (dAb))
que es “resistente a la degradacion por proteasa”’ no se degrada sustancialmente por una proteasa cuando se
incuba con la proteasa bajo condiciones adecuadas para la actividad de la proteasa. Un polipéptido (por ejemplo, un
dAb) no se degrada sustancialmente, cuando se degrada no mas de aproximadamente un 25%, no mas de
aproximadamente un 20%, no mas de aproximadamente un 15%, no mas de aproximadamente un 14%, no mas de
aproximadamente un 13%, no mas de aproximadamente un 12%, no mas de aproximadamente un 11%, no mas de
aproximadamente un 10%, no mas de aproximadamente un 9%, no mas de aproximadamente un 8%, no mas de
aproximadamente un 7%, no mas de aproximadamente un 6%, no mas de aproximadamente un 5%, no mas de
aproximadamente un 4%, no mas de aproximadamente un 3%, no mas de aproximadamente un 2%, no mas de
aproximadamente un 1%, o sustancialmente nada de la proteina por la proteasa tras la incubacion con la proteasa
durante aproximadamente una hora a una temperatura adecuada para la actividad de la proteasa. Por ejemplo a 37
a 50 grados C. La degradacion de la proteina se puede evaluar utilizando cualquier procedimiento adecuado, por
ejemplo, por SDS-PAGE o por un ensayo funcional (por ejemplo, unién al ligando) como se describe en el presente
documento.

Como se utiliza en el presente documento, “sistema de presentacion” se refiere a un sistema en el que una coleccién
de polipéptidos o péptidos son accesibles para la seleccion basada en una caracteristica deseada, tal como una
caracteristica fisica, quimica o funcional. El sistema de presentacién puede ser un repertorio adecuado de
polipéptidos o péptidos (por ejemplo, en una solucion, inmovilizados en un soporte adecuado). El sistema de
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presentacion puede ser también un sistema que emplea un sistema de expresion celular (por ejemplo, la expresion
de una biblioteca de acidos nucleicos en, por ejemplo, células transformadas, infectadas, transfectadas o
transducidas y presentan los polipéptidos codificados en la superficie de las células) o un sistema de expresion
acelular (por ejemplo, compartimentacién en emulsion y presentacion). Los sistemas de presentacion ejemplares
unen la funcién codificante de un acido nucleico y las caracteristicas fisicas, quimicas y/o funcionales de un
polipéptido o péptido codificado por el acido nucleico. Cuando se emplea tal sistema de presentacion, se pueden
seleccionar los polipéptidos o péptidos que tienen caracteristicas fisicas, quimicas y/o funcionales deseadas y se
puede facilmente aislar o recuperar un acido nucleico que codifica el polipéptido o péptido seleccionado. Se conocen
en la técnica varios sistemas de presentacion que unen la funcién codificante de un acido nucleico y las
caracteristicas fisicas, quimicas y/o funcionales de un polipéptido o péptido, por ejemplo, la presentacién en
bacteriéfago (fago de presentacion, por ejemplo fagémido de presentacion), presentacion en ribosoma,
compartimentaciéon en emulsiéon y presentacion, presentacion en levaduras, presentacion en puromicina,
presentacion bacteriana, presentacion en plasmido, presentacion covalente y similares. (Véase, por ejemplo, el
documento EP 0436597 (Dyax), Patente de EE. UU. N° 6.172.197 (McCafferty y col.), Patente de EE. UU. N°
6.489.103 (Griffiths y col.)).

Como se utiliza en el presente documento, “repertorio” se refiere a una coleccién de polipéptidos o péptidos que se
caracterizan por una diversidad de secuencia de aminoacidos . Los miembros individuales de un repertorio pueden
tener caracteristicas comunes, tales como caracteristicas estructurales comunes (por ejemplo, una estructura central
comun) y/o caracteristicas funcionales comunes (por ejemplo, la capacidad de unién a un ligando comun (por
ejemplo un ligando genérico o un ligando diana, TNFR-1)),

Como se utiliza en el presente documento, “funcional” describe un polipéptido o péptido que tiene una actividad
bioldgica; tal como una actividad de unién especifica. Por ejemplo, la expresion “polipéptido funcional” incluye un
anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo que se une a un antigeno diana por medio de su sitio de
union al antigeno.

Como se utiliza en el presente documento, “ligando genérico” se refiere a un ligando que se une a una parte
sustancial de (por ejemplo, sustancialmente todos) los miembros funcionales de un repertorio determinado. Un
ligando genérico (por ejemplo, un ligando genérico comun) puede unirse a muchos miembros de un determinado
repertorio incluso con los miembros que pueden no tener una especificidad de uniéon con un ligando diana comun.
En general, la presencia de un sitio de unién al ligando genérico en un polipéptido (como se indica por la capacidad
de unirse a un ligando genérico) indica que el polipéptido esta plegado correctamente y es funcional. Los ejemplos
adecuados de ligandos genéricos incluyen los superantigenos, anticuerpos que se unen a un epitopo que se
expresa en una parte sustancial de los miembros funcionales de un repertorio, y similares.

“Superantigeno” es un término de la técnica que se refiere a ligandos genéricos que interactuan con miembros de la
superfamilia de las inmunoglobulinas en un sitio que es distinto de los sitios de unién a ligandos diana de estas
proteinas. Las enterotoxinas estafilocdcicas son ejemplos de superantigenos que interactian con los receptores de
los linfocitos T. Los superantigenos que se unen a los anticuerpos incluyen la Proteina G, que se une a la region
constante de la IgG (Bjorck y Kronvall, J. Immunol., 133:969 (1984)); la Protein A que se une a la regién constante
de 1gG y dominios VH (Forsgren y Sjoquist, J. Immunol., 97:822 (1966)); y la Proteina L que se une a los dominios
VL (Bjorck, J, Immunol., 140:1194 (1988)).

Como se utiliza en el presente documento, “ligando diana” se refiere a un ligando que se une especificamente o
selectivamente a un polipéptido o péptido. Por ejemplo, cuando el polipéptido es un anticuerpo o fragmento de unién
al antigeno del mismo, el ligando diana puede ser cualquier antigeno o epitopo que se desee. La union al antigeno
diana depende de que el polipéptido o péptido sea funcional.

Como se utiliza en el presente documento se refiere a una IgG, IgM, IgA, IgD o IgE o un fragmento (tal como un Fab,
F(ab’)2, Fv, Fv unido por enlaces disulfuro, scFv, anticuerpo multiespecifico de conformacioén cerrada, scFv unido por
enlaces disulfuro, diacuerpo) tanto si se derivan de cualquier especie que produce naturalmente un anticuerpo, o
creados por tecnologia de ADN recombinante; como si se aislan del suero, linfocitos B, hibridomas, transfectomas,
levaduras o bacterias.

Como se utiliza en el presente documento, “formato de anticuerpo” se refiere a cualquier estructura polipeptidica en
la que se pueden incorporar uno o mas dominios variables de anticuerpo de forma que le confiere la especificidad de
union para el antigeno en la estructura. Se conoce en la técnica una variedad de formatos de anticuerpo adecuados,
tales como, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, aficuerpos humanos, anticuerpos de cadena simple,
anticuerpo biespecificos, cadenas pesadas de anticuerpo, cadenas ligeras de anticuerpos, homodimeros y
heterodimeros de cadenas pesadas y/o cadenas ligeras de anticuerpo, fragmentos de unién al antigeno de
cualquiera de los anteriores (por ejemplo, un fragmento Fv (por ejemplo un Fv de cadena sencilla (scFv), un Fv
unido por enlaces disulfuro), un fragmento Fab, un fragmento Fab’, un fragmento F(ab’);), un dominio variable unico
de anticuerpo (por ejemplo, un dAb, V4, Vun, VL) y versiones modificadas de cualquiera de los anteriores (por
ejemplo modificados por union covalente o polietilenglicol u otro polimero adecuado o una Vyy humanizado).

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 546 943 T3

La frase “dominio variable unico de inmunoglobulina” se refiere a un dominio variable de anticuerpo (Vu, Vur, Vi) que
se unen especificamente a un antigeno o epitopo independientemente de otras regiones o dominios V. Un dominio
variable unico de inmunoglobulina puede estar presente en un formato (por ejemplo, homo o heteromultimero) con
otras regiones variables o dominios variables en que las otras regiones o dominios no se necesitan para la union al
antigeno por el dominio variable de inmunoglobulina (es decir, en que el dominio variable Gnico de inmunoglobulina
se une al antigeno independientemente de los dominios variables adicionales). Un “dominio de anticuerpo” o “dAb”
es lo mismo que un “dominio variable Unico de inmunoglobulina” como se utiliza la expresién en el presente
documento. Un “Unico dominio variable de inmunoglobulina” es lo mismo que un “dominio variable unico de
inmunoglobulina” como la expresion que se utiliza en el presente documento. Un “dominio Unico variable de
anticuerpo” o un “dominio variable Unico de anticuerpo” es lo mismo que un “dominio variable Unico de
inmunoglobulina” como la expresion que se utiliza en el presente documento. Un dominio variable Unico de
inmunoglobulina es en una realizacion un dominio variable de anticuerpo humano, pero también incluye dominios
variables uUnicos de anticuerpo de otras especies tales como roedores (por ejemplo, como se desvela en el
documento WO 00/29004), tiburén nodriza y dAb Vuy de Camélido. Los Vyy de Camélido son polipéptidos con un
dominio variable Unico de inmunoglobulina que se derivan de especies que incluyen al camello, llama, alpaca,
dromedario, y guanaco, que producen cadenas pesadas de anticuerpo naturalmente carentes de cadenas ligeras. El
VuH puede ser humanizado.

Un “dominio” es una estructura de proteina plegada que tiene una estructura terciaria independiente del resto de la
proteina. En general, los dominios son responsables de propiedades funcionales independientes de las proteinas, y
en muchos casos se pueden afadir, retirar o transferir a otras proteinas sin pérdida de la funciéon de la proteina
restante y/o del domino. Un “dominio variable Unico de anticuerpo” es un dominio polipeptidico plegado que
comprende secuencias caracteristicas de los dominios variables de anticuerpo. Por lo tanto, incluye dominios
variables de anticuerpo completos y dominios variables modificados, por ejemplo en los que se han remplazado uno
0 mas bucles por secuencias que nos caracteristicas de dominios variables de anticuerpo, o dominios variables de
anticuerpo que se han truncado o que comprenden extensiones en los extremos N o C, asi como fragmentos
plegados de los dominios variables que mantienen al menos la actividad de unién y la especificidad del dominio de
longitud completa.

El término “biblioteca” se refiere a una mezcla de polipéptidos o acidos nucleicos heterogéneos. La biblioteca esta
compuesta de miembros, cada uno de los cuales tiene una Unica secuencia de polipéptido o de acido nucleico. En
este extremo, “biblioteca” es sinénimo de “repertorio”. Las diferencias de secuencia entre los miembros de la
biblioteca son las responsables de la diversidad presente en la biblioteca. La biblioteca puede tener forma de una
mezcla simple de polipéptidos o acidos nucleicos, o puede tener forma de organismos o células, por ejemplo,
bacterias, virus, células animales o vegetales y similares, que se transforman con una biblioteca de acidos nucleicos.
En una realizacion, cada organismo o célula individual contiene solo uno o un numero limitado de miembros de la
biblioteca. En una realizacion, 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, por lo tanto, una biblioteca puede
tomar la forma de una poblaciéon de organismos huésped, conteniendo cada organismo una o mas copias de un
vector de expresion que contiene un Unico miembro de la biblioteca en forma de acido nucleico que se puede
expresar para producir su correspondiente miembro polipeptidico. Por lo tanto, la poblacién de organismos huésped
tiene el potencial de codificar un gran repertorio de distintos polipéptidos.

Un “armazoén universal” es una Unica secuencia de armazoén de anticuerpo que corresponde a las regiones de un
anticuerpo conservado en la secuencia como define Kabat ("Sequences of Proteins of Immunological Interest", US
Department of Health y Human Services) o los que corresponden al repertorio de inmunoglobulinas de la linea
germinal humana o la estructura como la definida por Chothia y Lesk, (1987) J. Mol. Biol. 196:910-917. Las
bibliotecas y repertorios pueden utilizar un Unico armazén, o un grupo de tales armazones, lo que se descubierto que
permite la derivacién de virtualmente cualquier especificidad de unién por medio solamente de la variaciéon en las
regiones hipervariables.

Como se utiliza en el presente documento, el término “dosis” se refiere a la cantidad de ligando que se administra a
un sujeto al mismo tiempo (dosis unitaria), o en dos 0 mas administraciones en un intervalo de tiempo determinado.
Por ejemplo, la dosis puede referirse a la cantidad de ligando (por ejemplo, el ligando que comprende el dominio
variable Unico de inmunoglobulina que se une al antigeno diana) que se administra a un sujeto en el curso de un dia
(24 horas) (dosis diaria), dos dias, una semana, dos semanas, tres semanas 0 uno o mas meses (por ejemplo, por
una unica administracion, o por dos o mas administraciones). El intervalo entre dosis puede ser cualquier cantidad
de tiempo que se desee.

El término “semivida”, se refiere al tiempo que se tarda para que se reduzca la concentracion del ligando en el suero
(por ejemplo, dAb, polipéptido o antagonista) un 50%, in vivo, por ejemplo debido a la degradacion del ligando y/o
aclaramiento o secuestro del ligando por mecanismos naturales. Los ligandos de la invencion se pueden estabilizar
in vivo y aumentarse su semivida uniéndolos a moléculas que resisten la degradacion y/o el aclaramiento o
secuestro. Tipicamente, tales moléculas son proteinas de origen natural que por si mismas tienen una larga
semivida in vivo. La semivida de un ligando aumenta si su actividad funcional persiste, in vivo, durante un periodo
mas largo que un ligando similar que no es especifico de la molécula que aumenta la semivida. Por ejemplo, un
ligando especifico para la seroalbumina (HSA) y una molécula diana se comparan con el mismo ligando en el que no
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esta presente la especificidad por HSA, que no se une a la HSA pero se une a otra molécula. Por ejemplo, se puede
unir a una tercera diana en la célula. Tipicamente, la semivida aumenta un 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. De manera
alternativa, o ademas, son posibles aumentos en el intervalo de hasta 30x, 40x, 50x, 60x; 70x, 80x, 100x, 150x de la
semivida.

Como se utiliza en el presente documento, “tamafio hidrodinamico” se refiere al tamafo aparente de una molécula
(por ejemplo, una molécula de proteina, ligando) basandose en la difusién de la molécula por medio de una solucion
acuosa. La difusién, o movimiento de una proteina a través de la solucién se puede procesar para derivar un tamafio
aparente de la proteina, en que el tamafo se da por el “radio de Stokes” o “radio hidrodinamico” de la particula de
proteina. El “tamafo hidrodinamico” de una proteina depende de tanto la masa como la forma (conformacion), tal
que dos proteinas que tienen la misma masa molecular puede tener diferentes tamafnos hidrodinamicos basandose
en la conformacion total de la proteina.

Como se denomina en el presente documento, el término “compite” significa que la union de una primera diana a su
dominio de unién a la diana afin se inhibe en presencia de un segundo domino de unién que es especifico para
dicha diana afin. Por ejemplo, la union se puede inhibir estéricamente, por ejemplo, por bloqueo fisico de un dominio
de unién o por alteracion de la estructura o ambiente de un dominio de unién tal que su afinidad o avidez por una
diana se reduce. Véase el documento W02006038027 para los detalles de cémo llevar a cabo experimentos con
ELISA de competicion y BiaCore de competicion para determinar la competicion entre el primer y segundo dominios
de union.

Los calculos de “homologia” o “identidad” o “similitud” entre dos secuencias (los términos se utilizan de manera
intercambiable en el presente documento) se lleva a cabo de la siguiente manera. Las secuencias se alinean con
fines de comparacion 6ptima (por ejemplo, los huecos se pueden introducir en una o ambas de una primera y
segunda secuencias de aminoacido o acido nucleico para el alineamiento éptimo y las secuencias no homologas se
pueden ignorar con fines de comparacioén). En una realizacion, la longitud de una secuencia de referencia alineada
con fines de comparacién es al menos un 30%, o al menos un 40%, o al menos un 50%, o al menos un 60%, o al
menos un 70%, 80%, 90%, 100% de la longitud de la secuencia de referencia. Se comparan entonces los restos de
aminoacido o nucleétidos en las correspondientes posiciones de aminoacidos o posiciones de nucleétidos. Cuando
una posicién en la primera secuencia esta ocupada por el mismo resto de aminoacido o nucleétido que en la
posicion correspondiente de la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicién (como se
utiliza en el presente documento “homologia” de aminoacidos o acidos nucleicos es equivalente a “identidad” de
aminoacidos o acidos nucleicos). El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcién del nimero de
posiciones idénticas compartidas por las secuencias, teniendo en cuenta el nimero de huecos, y la longitud de cada
hueco, que se necesitan introducir para el alineamiento 6ptimo de las dos secuencias. Los alineamientos de
secuencias de aminoacidos y nucledtidos y la homologia, similitud o identidad, como se define en el presente
documento se pueden preparar y determinar utilizando el algoritmo BLAST 2 Sequences, utilizando los parametros
por defecto (Tatusova, T. A. y col., FEMS Microbiol Lett, 174:187-188 (1999)).

PROCEDIMIENTOS DE SELECCION

La invencion en una realizacion se refiere a polipéptidos y dAb que se seleccionan por un procedimiento de
seleccion de péptidos y polipéptidos resistentes a la proteasa que tienen una actividad biolégica deseada. Se utilizan
dos presiones selectivas en el procedimiento para producir un proceso eficaz para seleccionar polipéptidos que son
altamente estables y resistentes a la degeneracion por proteasas, y que tienen la actividad biolégica deseada. Como
se describe en el presente documento, los péptidos y polipéptidos resistentes a proteasas mantiene la actividad
bioldgica. Por el contrario, los péptidos y polipéptidos sensibles a las proteasas son escindidos o digeridos por la
proteasa en los procedimientos descritos en el presente documento, y por lo tanto, pierden su actividad bioldgica. En
consecuencia, los péptidos o polipéptidos resistentes a las proteasas se seleccionan generalmente basandose en su
actividad bioldgica, tal como la actividad de union.

Los procedimientos descritos en el presente documento proporcionan varias ventajas. Por ejemplo, como se desvela
y se ejemplifica en el presente documento, los dominios variables, antagonistas, péptidos o polipéptidos que se
seleccionan por resistencia a la degradacion proteolitica por una proteasa (por ejemplo, tripsina), también son
resistentes a la degradacion por otras proteasas (por ejemplo, elastasa, leucozima). En una realizacion, la
resistencia a proteasas se correlaciona con una alta temperatura de fusion (Tm) del péptido o polipéptido. Las
temperaturas de fusion mas altas son indicativas de dominios variables, antagonistas, péptidos y polipéptidos mas
estables. La resistencia a la degradacion por proteasas también se correlaciona en una realizacién con una alta
afinidad de unién a ligandos diana. Por lo tanto, los procedimientos descritos en el presente documento
proporcionan una forma eficaz de seleccionar, aislar y/o recuperar dominios variables, antagonistas, péptidos,
polipéptidos que tienen una actividad bioldgica y que son muy adecuados para usos terapéuticos y/o diagnosticos in
vivo debido a que son resistentes a proteasas y estables. En una realizacion la resistencia a proteasas se
correlaciona con un PK mejorado, por ejemplo una mejora por encima de un dominio variable, antagonista, péptido o
polipéptido que no es resistente a proteasas. Un PK mejorado puede ser un AUC (area bajo la curva) y/o una
semivida mejorados. En una realizacion, la resistencia a proteasas se correlaciona con una estabilidad mejorada del
dominio variable, antagonista, péptido o polipéptido a la cizalladura o el proceso térmico y/o una propension reducida
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a agregarse durante la nebulizacién, por ejemplo, una mejora por encima de un dominio variable, antagonista,
péptido o polipéptido que no es resistente a las proteasas. En una realizacion la resistencia a las proteasas se
correlaciona con una estabilidad de almacenamiento mejorada, por ejemplo, una mejora por encima de un dominio
variable, antagonista, péptido o polipéptido que no es resistente a las proteasas. En un aspecto, se proporcionan
una, dos, tres, cuatro o todas las ventajas, siendo las ventajas la resistencia a la degradacion por proteasas, mayor
Tm vy alta afinidad de union a un ligando diana.

En un aspecto, se proporciona un procedimiento para seleccionar, aislar y/o recuperar un péptido o polipéptido de
una biblioteca o un repertorio de péptidos o polipéptidos (por ejemplo, un sistema de presentacion) que es resistente
a la degradacion por una proteasa (por ejemplo, una o mas proteasas). En una realizacion, el procedimiento es un
procedimiento para seleccionar, aislar y/o recuperar un polipéptido de una biblioteca o repertorio de péptidos y
polipéptidos (por ejemplo, un sistema de presentacion) que es resistente a la degradacién por una proteasa (por
ejemplo, una o mas proteasas). En general, el procedimiento comprende proporcionar una biblioteca o repertorio de
péptidos o polipéptidos, combinar la biblioteca o repertorio con una proteasa (por ejemplo, tripsina, elastasa,
leucozima, pancreatina, esputo) bajo condiciones adecuadas para la actividad de la proteasa, y seleccionar, aislar
y/o recuperar un péptido o polipéptido que es resistente a la degradacién por la proteasa y tiene una actividad
bioldgica deseada. Los péptidos o polipéptidos que se degradan por una proteasa generalmente tienen una actividad
biolégica reducida o pierden su actividad biolégica debido a la actividad de la proteasa. En consecuencia, los
péptidos o polipéptidos que son resistentes a la degradacion por proteasas se puede seleccionar, aislar y/o
recuperar utilizando el procedimiento basado en su actividad bioldgica, tal como la actividad de unién (por ejemplo,
la unién a un ligando general, la union a un ligando especifico, la unién a un sustrato), actividad catalitica u otra
actividad bioldgica.

La biblioteca o repertorio de péptidos o polipéptidos se combina con una proteasa (por ejemplo, una o mas
proteasas) bajo condiciones adecuadas para la actividad proteolitica de la proteasa. Las condiciones que son
adecuadas para la actividad proteolitica de la proteasa, y las preparaciones biolégicas o mezclas que contienen
actividad proteolitica, se conocen bien en la técnica o las puede determinar facilmente un experto habituado en la
técnica. Si se desea, las condiciones adecuadas se pueden identificar u optimizar, por ejemplo, evaluando la
actividad de proteasa bajo un intervalo de condiciones de pH, concentraciones de proteasa, temperaturas y/o
variando la cantidad de tiempo en que se permite reaccionar a la biblioteca o repertorio y la proteasa. Por ejemplo,
en algunas realizaciones, la relacion (con una base mol/mol) de proteasa, por ejemplo, tripsina, respecto al péptido o
polipéptido (por ejemplo, un dominio variable) es 800 a 80.000 (por ejemplo, de 8.000 a 80.000) proteasa: péptido o
polipéptido; o cuando se utilizan 10 microgramos/ml de proteasa, la relacion es de 800 a 80.000 proteasa: péptido o
polipéptido; o cuando se utilizan 100 microgramos/ml de proteasa, la relacién es de 8.000 a 80.000 proteasa: péptido
o polipéptido. En una realizacién la relacion (en una base de peso/peso, por ejemplo microgramo/microgramo) de
proteasa (por ejemplo, tripsina) respecto al péptido o polipéptido (por ejemplo, un dominio variable) es de 1.600 a
160.000 (por ejemplo, de 16.000 a 160.000) proteasa: péptido o polipéptido por ejemplo cuando se utilizan 10
microgramos/ml, la relacion es de 1.600 a 160.000 proteasa: péptido o polipéptido; o cuando se utilizan100
microgramos/ml de proteasa, la relacion es de 16.000 a 160.000 proteasa: péptido o polipéptido. En una realizacion,
la proteasa que se utiliza a una concentracion de al menos 100 o 1000 microgramos/ml y la relacion proteasa:
péptido (en una base mol/mol) de proteasa, por ejemplo tripsina, respecto al péptido o polipéptido (por ejemplo, un
dominio variable) es de 8.000 a 80.000 proteasa: péptido o polipéptido. En una realizacion, la proteasa se utiliza a
una concentracion de al menos 10 microgramos/ml y la relacién proteasa: péptido (en una base mol/mol) de
proteasa, por ejemplo tripsina, respecto al péptido o polipéptido (por ejemplo, un dominio variable) es 800 a 80.000
proteasa: péptido o polipéptido. En una realizacion, la relacién (en una bese peso/peso, por ejemplo
microgramo/microgramo) de proteasa (por ejemplo, tripsina) respecto al péptido o polipéptido (por ejemplo, un
dominio variable) es 1600 a 160.000 proteasa: péptido o polipéptido por ejemplo cuando C es de 10
microgramos/ml; o cuando C o C’ es de 100 microgramos/ml, la relacion es de 16.000 a 160.000 proteasa: péptido o
polipéptido. En una realizacion, la concentracion (c o ¢’) es al menos de 100 a 1000 microgramos/ml de proteasa.
Para ensayar un péptido o polipéptido individual o aislado (por ejemplo, un dominio variable de inmunoglobulina), por
ejemplo uno que ya se ha aislado de un repertorio o biblioteca, se puede afadir una proteasa a una soluciéon de
péptido o polipéptido en un tampon adecuado (por ejemplo, PBS) para producir una solucién péptido o
polipéptido/proteasa, tal como una solucion de al menos aproximadamente un 0,01% (p/p) proteasa/péptido o
polipéptido, de aproximadamente un 0,01% a aproximadamente un 5% (p/p) proteasa/péptido o polipéptido, de
aproximadamente un 0,05% a aproximadamente un 5% (p/p) proteasa/péptido o polipéptido, aproximadamente de
un 0,1% a aproximadamente un 5% (p/p) proteasa/péptido o polipéptido, de aproximadamente un 0,5% a
aproximadamente un 5% (p/p) proteasa/péptido o polipéptido, de aproximadamente un 1% a aproximadamente un
5% (p/p) proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente un 0,01% (p/p) proteasa/péptido o polipéptido,
al menos aproximadamente un 0,02% (p/p) proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente un 0,03%
(p/p) proteasal/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente un 0,04% (p/p) proteasa/péptido o polipéptido, al
menos aproximadamente un 0,05% (p/p) proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente un 0,06% (p/p)
proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente un 0,07% (p/p) proteasa/péptido o polipéptido, al menos
aproximadamente un 0,08% (p/p) proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente un 0,09% (p/p)
proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente un 0,1% (p/p) proteasa/péptido o polipéptido, al menos
aproximadamente un 0,2% (p/p) proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente un 0,3% (p/p)
proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente un 0,4% (p/p) proteasa/péptido o polipéptido, al menos
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aproximadamente un 0,5% (p/p) proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente un 0,6% (p/p)
proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente un 0,7% (p/p) proteasa/péptido o polipéptido, al menos
aproximadamente un 0,8% (p/p) proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente un 0,9% (p/p)
proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente un 1% (p/p) proteasa/péptido o polipéptido, al menos
aproximadamente un 2% (p/p) proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente un 3% (p/p)
proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente un 4% (p/p) proteasa/péptido o polipéptido, o
aproximadamente un 5% (p/p) proteasa/péptido o polipéptido. La mezcla se puede incubar a una temperatura
adecuada para la actividad de proteasa (por ejemplo, temperatura ambiente, aproximadamente 37 °C) y las
muestras se pueden tomar a intervalos de tiempo (por ejemplo, a 1 hora, 2 horas, 3 horas, etc.). Las muestras se
pueden analizar en cuanto a la degradacion proteica utilizando cualquier procedimiento adecuado, tal como analisis
SDS-PAGE o unién de ligandos, y los resultados se pueden utilizar para establecer un curso de tiempo de
degradacion.

Se puede utilizar cualquier proteasa o proteasas que se deseen en los procedimientos descritos en el presente
documento. Por ejemplo, se pueden utilizar una proteasa Unica, cualquier combinacion deseada de diferentes
proteasas, o cualquier preparacion bioldgica, extracto biolégico, u homogenado bioldégico que contiene actividad
proteolitica. No es necesario que la se conozca identidad de la proteasa o proteasas que se utilizan. Ejemplos
adecuados de proteasas que se pueden utilizar solas o en cualquier combinacion deseada incluyen serina proteasa,
cisteina proteasa, aspartato proteasa, tiol proteasas, metaloproteasa de la matriz, carboxipeptidasa (por ejemplo,
carboxipeptidasa A, carboxipeptidasa B), tripsina, quimiotripsina, pepsina, papaina, elastasa, leucozima,
pancreatina, trombina, catepsinas (por ejemplo, catepsina G), proteinasa (por ejemplo, proteinasa 1, proteinasa 2,
proteinasa 3), termolisina, quimosina, enteropeptidasa, caspasa (por ejemplo, caspasa 1, caspasa 2, caspasa 4,
caspasa 5, caspasa 9, caspasa 12, caspasa 13), calpaina, ficaina, clostripaina, actinidaina, bromelaina, y separasa.
En realizaciones particulares, la proteasa es ftripsina, elastasa o leucozima. La proteasa también se puede
proporcionar en un extracto bioldgico, un homogenado biolégico o una preparacion biolégica. En una realizacion, la
proteasa es una proteasa que se encuentra en el esputo, mucus (por ejemplo, mucus gastrico, mucus nasal, mucus
bronquial), lavado broncoalveolar, homogenado pulmonar, extracto pulmonar, extracto pancreatico, fluido gastrico,
saliva, lagrimas y similares. La proteasa se utiliza en una cantidad adecuada para que se produzca la degradacion
proteolitica. Por ejemplo, como se describe en el presente documento, la proteasa se puede utilizar a
aproximadamente un 0,01% a aproximadamente un 5% (p/p, proteasa/péptido o polipéptido). Cuando la proteasa se
combina con un sistema de presentacion que comprende el repertorio de péptidos o polipéptidos (por ejemplo, un
sistema de presentaciéon en fago), por ejemplo, la proteasa se puede utilizar a una concentracion de
aproximadamente 10 pug/ml a aproximadamente 3 mg/ml, aproximadamente 10 pg/ml, aproximadamente 20 ug/ml,
aproximadamente 30 pg/ml, aproximadamente 40 pg/ml, aproximadamente 50 pg/ml, aproximadamente 60 pg/ml,
aproximadamente 70 pg/ml, aproximadamente 80 pg/ml, aproximadamente 90 ug/ml, aproximadamente 100 ug/ml,
aproximadamente 200 pg/ml, aproximadamente 300 pg/ml, aproximadamente 400 pg/ml, aproximadamente 500
png/ml, aproximadamente 600 pg/ml, aproximadamente 700 pg/ml, aproximadamente 800 pg/ml, aproximadamente
900 pug/ml, aproximadamente 1000 pg/ml, aproximadamente 1,5 mg/ml, aproximadamente 2 mg/ml,
aproximadamente 2,5 mg/ml o aproximadamente 3 mg/ml.

La proteasa se incuba con la coleccion de péptidos o polipéptidos (biblioteca o repertorio) a una temperatura que es
adecuada para la actividad de la proteasa. Por ejemplo, la proteasa y la coleccidon de péptidos o polipéptidos se
puede incubar a una temperatura de 20°C a aproximadamente 40°C (por ejemplo, a temperatura ambiente,
aproximadamente 20°C, aproximadamente 21°C, aproximadamente 22°C, aproximadamente 23°C,
aproximadamente 24°C, aproximadamente 25°C, aproximadamente 26°C, aproximadamente 27°C,
aproximadamente 28°C, aproximadamente 29°C, aproximadamente 30°C, aproximadamente 31°C,
aproximadamente 32°C, aproximadamente 33°C, aproximadamente 34°C, aproximadamente 35°C,
aproximadamente 36°C, aproximadamente 37°C, aproximadamente 38°C, aproximadamente 39°C,
aproximadamente 40°C). La proteasa y la coleccion de péptidos y polipéptidos se incuban juntos durante un periodo
de tiempo suficiente para que se produzca la degradacion proteolitica. Por ejemplo, la coleccion de péptidos o
polipéptidos se puede incubar junto con la proteasa durante 30 minutos a aproximadamente 24 o aproximadamente
48 horas. En algunos ejemplos, la coleccion de péptidos o polipéptidos se incuba junto con la proteasa durante una
noche, o durante aproximadamente 30 minutos, aproximadamente 1 hora, aproximadamente 1,5 horas,
aproximadamente 2 horas, aproximadamente 3 horas, aproximadamente 4 horas, aproximadamente 5 horas,
aproximadamente 6 horas, aproximadamente 7 horas, aproximadamente 8 horas, aproximadamente 9 horas,
aproximadamente 10 horas, aproximadamente 11 horas, aproximadamente 12 horas, aproximadamente 13 horas,
aproximadamente 14 horas, aproximadamente 15 horas, aproximadamente 16 horas, aproximadamente 17 horas,
aproximadamente 18 horas, aproximadamente 19 horas, aproximadamente 20 horas, aproximadamente 21 horas,
aproximadamente 22 horas, aproximadamente 23 horas, aproximadamente 24 horas, aproximadamente 48 horas, o
mas.

En general es deseable, al menos en las primeras rondas de seleccion (por ejemplo, cuando se utiliza un sistema de
presentacion), que la proteasa da como resultado una reduccion en la cantidad de clones que tiene la actividad
biolégica deseada que se selecciona por al menos un orden de magnitud, en comparacioén con las selecciones que
no incluyen la incubacion con proteasa. En ejemplos particulares, la cantidad de proteasa y las condiciones que se
utilizan en los procedimientos son suficientes para reducir el nUmero de clones recuperados por al menos un log (un
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factor de 10), al menos 2 log (un factor de 100), al menos aproximadamente 3 log (un factor de 1000) o al menos
aproximadamente 4 log (un factor de 10.000). Las cantidades adecuadas de proteasa y condiciones de incubacion
que dara como resultado la reduccion deseada de clones que se recuperan se pueden determinar utilizando
procedimientos y/o las directrices proporcionadas en el presente documento.

La proteasa y la coleccion de péptidos o polipéptidos se pueden combinar e incubar utilizando cualquier
procedimiento adecuado (por ejemplo, in vitro, in vivo, ex vivo). Por ejemplo, la proteasa y la coleccion de péptidos o
polipéptidos se pueden combinar en un envase adecuado y dejarlo en reposo, sacudirlo, agitarlo, girarlo o similar, a
una temperatura adecuada para la actividad de proteasa. Si se desea, la proteasa y la coleccion de péptidos o
polipéptidos se pueden combinar en un sistema in vivo o ex vivo, tal como introduciendo la coleccién de polipéptidos
(por ejemplo, una biblioteca o repertorio de fagos de presentacion) en un animal adecuado (por ejemplo, un raton), y
después de que haya pasado el tiempo suficiente para la actividad de proteasa, recuperar la coleccion de péptidos o
polipéptidos. En otro ejemplo, se perfunde un érgano o tejido con la coleccion de polipéptidos (por ejemplo, una
biblioteca o repertorio de fagos de presentacion), y después de que haya pasado el tiempo suficiente para la
actividad de proteasa, se recupera la coleccion de polipéptidos.

Después de la incubacion, se puede seleccionar un péptido o polipéptido resistente a proteasa basandose en una
actividad bioldgica deseada, tal como la actividad de union. Si se desea, se puede afiadir un inhibidor de la proteasa
antes de la seleccion. Se puede utilizar cualquier inhibidor de proteasa adecuado (o combinacion de dos o mas
inhibidores de proteasa) que no interfieran sustancialmente con el procedimiento de seleccion. Ejemplos de
inhibidores adecuados incluyen, a1-anti-tripsina, a2-macroglobulina, amastatina, antipaina, antitrombina I,
aprotinina, 4-(2-Aminoetil) hidrocloruro de fluoruro benzenosulfonilo (AEBSF), Fluoruro de (4-Amidino-Fenil)-Metano-
Sulfonilo (APMSF), bestatina, benzamidina, quimostatina, 3,4-Dicloroisocoumarina, fluorofosfato de diisopropilo
(DIFP), E-64, etilendiamina de acido tetraacético (EDTA), elastatina |, leupeptina, N-Etihnaleimida, fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF), pepstatina, 1,10-Fenantrolitie, fosforamidon, inhibidores de serina proteasa, N-tosil-L-
lisinaclorometil cetona (TLCK), Na-Tosil-Fe-clorometil cetona (TPCK) y similares. Ademas, muchas preparaciones
que contienen inhibidores de varias clases de proteasas estan disponibles comercialmente (por ejemplo, Inhibidor
completo de proteasa Roche Cocktail Tablets™ (Roche Diagnostics Corporation; Indianapolis, IN, EE. UU.), que
inhibe la quimotripsina, termolisina, papaina, pronasa, extracto pancreatico y tripsina).

Se puede seleccionar un péptido o polipéptido resistente a la proteasa utilizando un procedimiento de seleccion por
la actividad bioldgica, que permite que se distingan y seleccionen los péptidos y polipéptidos que tienen la actividad
biolégica deseada de los péptidos y polipéptidos que no tienen la actividad biolégica deseada. En general, los
péptidos o polipéptidos que se han digerido o escindido por la proteasa pierden su actividad biolégica, mientras que
los péptidos o polipéptidos resistentes a proteasa se mantienen funcionales. Por lo tanto, se pueden utilizar ensayos
adecuados de actividad bioldgica para seleccionar péptidos o polipéptidos resistentes a proteasas, Por ejemplo, se
puede evaluar una funcién de unién comun (por ejemplo, la unién a un ligando general, unién a un ligando
especifico, o unién a un sustrato) utilizando un ensayo de unién adecuado (por ejemplo, ELISA, ensayo de
seleccion). Por ejemplo, los polipéptidos que se unen a un ligando diana o un ligando genérico, tal como la proteina
A, proteina L, o un anticuerpo, se pueden seleccionar, aislar y/o recuperar por ensayo de seleccion o utilizando una
matriz de afinidad adecuada. El ensayo de seleccion se puede llevar a cabo afiadiendo una solucion de ligandos
(por ejemplo, ligando genérico, ligando diana) a un recipiente adecuado (por ejemplo, un tuvo, una placa de Petri) y
permitiendo que el ligando se deposite o revista las paredes del recipiente. El exceso de ligando se puede lavar y se
pueden afadir los polipéptidos (por ejemplo, una biblioteca de fagos de presentacion) al recipiente y se mantienen el
recipiente bajo condiciones adecuadas para que los polipéptidos se unan al ligando inmovilizado. El polipéptido que
no se une se puede lavar y se pueden recuperar los polipéptidos unidos utilizando cualquier procedimiento
adecuado, tal como el rascado o bajando el pH, por ejemplo.

Cuando se utiliza un sistema de presentacion en fagos, se puede ensayar la unién en un ELISA de fago. El ELISA
de fago se puede llevar a cabo de acuerdo con cualquier procedimiento adecuado. En un ejemplo, las poblaciones
de fagos que se produce en cada ronda de seleccion se pueden explorar en cuanto a su union al ligando diana
seleccionado o al ligando genérico por ELISA, para identificar el fago que presenta los péptidos o polipéptidos
resistentes a proteasa. Si se desea, los péptidos y polipéptidos solubles se pueden ensayar en cuanto a su union al
ligando diana o ligando genérico, por ejemplo por ELISA utilizando reactivos, por ejemplo, contra el marcador del
extremo N o C (véase por ejemplo, Winter y col. (1994) Ann. Rev. Immunology 12, 433-55 y las referencias citadas
en el presente documento). La diversidad del fago seleccionado también se puede evaluar por electroforesis en gel
de productos PCR (Marks y col. 1991, supra; Nissim y col. 1994 supra), hibridacién (Tomlinson y col., (1992) J. Mol.
Biol. 227, 776) o por secuenciacion del vector ADN.

Ademas de la especificidad por TNFR1, un antagonista o polipéptido (por ejemplo, un ligando especifico dual) que
comprende un polipéptido anti-TNFR1 resistente a la proteasa (por ejemplo, un domino variable Unico de anticuerpo)
puede tener una especificidad de union por un ligando genérico o cualquier ligando diana deseado, tal como
proteinas humanas o animales, que incluyen citoquinas, factores de crecimiento, receptores de citoquinas,
receptores de factores de crecimiento, enzimas (por ejemplo, proteasas), cofactores para enzimas, proteinas de
union al ADN, lipidos y carbohidratos.
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En algunas realizaciones, el péptido o polipéptido resistente a proteasa (por ejemplo, el dAb) o el antagonista se une
al TNFR1 en el tejido pulmonar. En una realizacion, el antagonista o polipéptido se une también a una diana mas en
el tejido pulmonar.

Cuando se utiliza un sistema de presentacion (por ejemplo, un sistema de presentacion que une la funcion
codificante de un acido nucleico y las caracteristicas funcionales del péptido o polipéptido codificado por el acido
nucleico) en los procedimientos descritos en el presente documento, puede ser ventajoso frecuentemente amplificar
o aumentar el niUmero de copias de los acidos nucleicos que codifican los péptidos o polipéptidos seleccionados.
Esto proporciona una forma eficaz para obtener cantidades suficientes de acidos nucleicos y/o péptidos o
polipéptidos para las rondas adicionales de seleccion, utilizando los procedimientos que se describen en el presente
documento u otros procedimientos adecuados, o por preparacion de repertorios adicionales (por ejemplo, repertorios
de maduracién de afinidad). Por lo tanto, en algunas realizaciones, los procedimientos comprenden la utilizacion de
un sistema de presentacion (por ejemplo, que une la funcién codificadora de un acido nucleico y las caracteristicas
funcionales del péptido o polipéptido codificado por el acido nucleico, tal como un fago de presentacion) y
comprenden ademas la amplificacion o aumento del nimero de copias de un acido nucleico que codifica un péptido
o polipéptido seleccionado. Los acidos nucleicos se pueden amplificar utilizando cualquiera de los procedimientos
adecuados, tal como por fago de amplificacion, cultivo celular o reaccion de la cadena de polimerasa.

Los procedimientos descritos en el presente documento se pueden utilizar como parte de un programa para aislar
los péptidos o polipéptidos resistentes a proteasa, por ejemplo, los dAb, que puede comprender, si se desea, otros
procedimientos de seleccidon adecuada. En estas situaciones, los procedimientos descritos en el presente
documento se pueden emplear en cualquier punto que se desee en el programa, tal como antes o después de
utilizarse otros procedimientos de seleccidon. Los procedimientos descritos en el presente documento se pueden
utilizar también para proporcionar dos o mas rondas de seleccion, como se describe y se ejemplifica en el presente
documento.

En un ejemplo, el procedimiento es para seleccionar un péptido o polipéptido, por ejemplo, un dAb, que es resistente
a la degradacion por elastasa, que comprende proporcionar una biblioteca o repertorio de péptidos o polipéptidos,
combinar la biblioteca o repertorio con elastasa (o una preparacion bioldgica, extracto u homogenado que
comprende elastasa) bajo condiciones adecuadas para la digestion proteolitica por elastasa, y seleccionar, aislar y/o
recuperar un péptido o polipéptido que es resistente a la degradacion por elastasa y tiene actividad de union por el
TNFR1.

En realizaciones particulares, se proporciona un procedimiento para la selecciéon de un dominio variable Unico de
inmunoglobulina (un dAb) que es resistente a la degradacién por elastasa y se une al TNFR1. En estas
realizaciones, se proporciona una biblioteca o repertorio que comprende dAb y se combina con elastasa (o una
preparacion bioldgica, extracto u homogenado que comprende elastasa) bajo condiciones adecuadas para la
digestion proteolitica por elastasa. Se seleccionan los dAb resistentes a la elastasa que se unen especificamente al
TNFR1. Por ejemplo, el dAb resistente a la elastasa no se degrada sustancialmente cuando se incuba a 37 °C en
una solucion al 0,04% (p/p) de elastasa durante un periodo de al menos aproximadamente 2 horas. En una
realizacion, el dAb resistente a la elastasa no se degrada sustancialmente cuando se incuba a 37 °C en una solucion
de 0,04% (p/p) de elastasa durante un periodo de al menos aproximadamente 12 horas. En una realizacion, el dAb
resistente a la elastasa no se degrada sustancialmente cuando se incuba a 37 °C en una solucién al 0,04% (p/p) de
elastasa durante un periodo de al menos aproximadamente 24 horas, al menos aproximadamente 36 horas, o al
menos aproximadamente 48 horas.

En una realizacion, se proporciona un procedimiento para seleccionar un dominio variable unico de inmunoglobulina
(un dAb) que es resistente a la degradacion por elastasa y se une al TNFR1. El procedimiento comprende
proporcionar un sistema de presentacion en fago que comprende un repertorio de polipéptidos que comprende un
dominio variable Unico de inmunoglobulina, combinar el sistema de presentacion en fago con elastasa
(aproximadamente 100 pg/ml) e incubar la mezcla a aproximadamente 37 °C, por ejemplo, durante una noche (por
ejemplo, aproximadamente 12-16 horas), y luego seleccionar el fago que presenta un dAb que se une
especificamente al TNFR1.

En un ejemplo, se proporciona un procedimiento para seleccionar un péptido o polipéptido (por ejemplo, un dAb) que
es resistente a la degradacion por leucozima, que comprende proporcionar una biblioteca o repertorio de péptidos o
polipéptidos, combinar la biblioteca o el repertorio con leucozima (o una preparacion bioldgica, extracto u
homogenado que comprende leucozima) bajo condiciones adecuadas para la digestion proteolitica por leucozima, y
seleccionar, aislar y/o recuperar un péptido o polipéptido que es resistente a la degradacion por leucozima y tiene
una actividad de unién especifica al TNFR1.

En realizaciones particulares, se proporciona un procedimiento para la selecciéon de un dominio variable Unico de
inmunoglobulina (un dAb) que es resistente a la degradacion por leucozima y se une al TNFR1. En estas
realizaciones, se proporciona una biblioteca o repertorio que comprende dAb y se combina con leucozima (o una
preparacion biolégica, extracto u homogenado que comprende leucozima) bajo condiciones adecuadas para la
digestion proteolitica por leucozima. Se seleccionan los dAb resistentes a la leucozima que se unen especificamente
al TNFR1. Por ejemplo, el dAb resistente a la leucozima no se degrada sustancialmente cuando se incuba a 37 °C
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en una solucién al 0,04% (p/p) de leucozima durante un periodo de al menos aproximadamente 2 horas. En una
realizacion, el dAb resistente a la leucozima no se degrada sustancialmente cuando se incuba a 37 °C en una
solucion de 0,04% (p/p) de leucozima durante un periodo de al menos aproximadamente 12 horas. En una
realizacion, el dAb resistente a la leucozima no se degrada sustancialmente cuando se incuba a 37 °C en una
solucion al 0,04% (p/p) de leucozima durante un periodo de al menos aproximadamente 24 horas, al menos
aproximadamente 36 horas, o al menos aproximadamente 48 horas.

En una realizacion, se proporciona un procedimiento para seleccionar un dominio variable unico de inmunoglobulina
(un dAb) que es resistente a la degradacion por leucozima y se une al TNFR1. El procedimiento comprende
proporcionar un sistema de presentacion en fago que comprende un repertorio de polipéptidos que comprende un
dominio variable Unico de inmunoglobulina, combinar el sistema de presentacion en fago con leucozima
(aproximadamente 100 pg/ml) e incubar la mezcla a aproximadamente 37 °C, por ejemplo, durante una noche (por
ejemplo, aproximadamente 12-16 horas), y luego seleccionar el fago que presenta un dAb que se une
especificamente al TNFR1.

En otro ejemplo, se proporciona un procedimiento para seleccionar un péptido o polipéptido (por ejemplo, un dAb)
que es resistente a la degradacion por tripsina, que comprende proporcionar una biblioteca o repertorio de péptidos
o polipéptidos, combinar la biblioteca o el repertorio con tripsina (0 una preparacion bioldgica, extracto u
homogenado que comprende tripsina) bajo condiciones adecuadas para la digestién proteolitica por tripsina, y
seleccionar, aislar y/o recuperar un péptido o polipéptido que es resistente a la degradacion por tripsina y tiene una
actividad de union especifica al TNFR1.

En realizaciones particulares, se proporciona un procedimiento para la selecciéon de un dominio variable Unico de
inmunoglobulina (un dAb) que es resistente a la degradacion por tripsina y se une al TNFR1. En estas realizaciones,
se proporciona una biblioteca o repertorio que comprende dAb y se combina con ftripsina (0 una preparacion
bioldgica, extracto u homogenado que comprende tripsina) bajo condiciones adecuadas para la digestion proteolitica
por tripsina. Se seleccionan los dAb resistentes a la tripsina que se unen especificamente al TNFR1. Por ejemplo, el
dAb resistente a la tripsina no se degrada sustancialmente cuando se incuba a 37 °C en una solucion al 0,04% (p/p)
de tripsina durante un periodo de al menos aproximadamente 2 horas. En una realizacién, el dAb resistente a la
tripsina no se degrada sustancialmente cuando se incuba a 37 °C en una solucién de 0,04% (p/p) de tripsina durante
un periodo de al menos aproximadamente 3 horas. En una realizacion, el dAb resistente a la tripsina no se degrada
sustancialmente cuando se incuba a 37 °C en una solucion al 0,04% (p/p) de tripsina durante un periodo de al
menos aproximadamente 4 horas, al menos aproximadamente 5 horas, al menos aproximadamente 6 horas, al
menos aproximadamente 7 horas, al menos aproximadamente 8 horas, al menos aproximadamente 9 horas, al
menos aproximadamente 10 horas, al menos aproximadamente 11 horas, o al menos aproximadamente 12 horas.

En una realizacién ejemplar, se proporciona un procedimiento para seleccionar un dominio variable uUnico de
inmunoglobulina (un dAb) que es resistente a la degradacion por tripsina y se une al TNFR1. El procedimiento
comprende proporcionar un sistema de presentacion en fago que comprende un repertorio de polipéptidos que
comprende un dominio variable Unico de inmunoglobulina, combinar el sistema de presentacion en fago con tripsina
(aproximadamente 100 pg/ml) e incubar la mezcla a aproximadamente 37 °C, por ejemplo, durante una noche (por
ejemplo, aproximadamente 12-16 horas), y luego seleccionar el fago que presenta un dAb que se une
especificamente al TNFR1.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para producir un repertorio de péptidos o polipéptidos resistentes
a proteasa (por ejemplo, dAb). El procedimiento comprende proporcionar un repertorio de péptidos o polipéptidos;
combinar el repertorio de péptidos o polipéptidos y una proteasa bajo condiciones adecuadas para la actividad de la
proteasa; y recuperar una pluralidad de péptidos o polipéptidos que se unen especificamente al TNFR1, en que se
produce un repertorio de péptidos o polipéptidos resistentes a proteasa. Las proteasas, sistemas de presentacion,
condiciones para la actividad proteasa, y los procedimientos para seleccionar péptidos o polipéptidos son adecuados
para su uso en el procedimiento que se describe en el presente documento con respecto a otros procedimientos.

En algunas realizaciones, se utiliza un sistema de presentacion (por ejemplo, un sistema de presentacion que une la
funcién codificante de un acido nucleico y las caracteristicas funcionales del péptido o polipéptido codificado por el
acido nucleico) que comprende un repertorio de péptidos o polipéptido, y el procedimiento comprende ademas la
amplificacién o aumento del nimero de copias de los acidos nucleicos que codifican la pluralidad de péptidos o
polipéptidos seleccionados. Los acidos nucleicos se pueden amplificar utilizando cualquier procedimiento adecuado,
tal como amplificacion por fago, cultivo celular o reacciéon en cadena de la polimerasa.

En una realizacién particular, se proporciona un procedimiento para producir un repertorio de polipéptidos
resistentes a la proteasa que comprende dAb anti-TNFR1. El procedimiento comprende proporcionar un repertorio
de polipéptidos que comprende dAb; combinar el repertorio de péptidos o polipéptidos y una proteasa (por ejemplo,
tripsina, elastasa, leucozima) bajo condiciones adecuadas para la actividad de la proteasa; y recuperar una
pluralidad de polipéptidos que comprenden dAb que tienen una especificidad de uniéon por el TNFR1. El
procedimiento puede utilizarse para producir un repertorio intacto, o un repertorio que esta predispuesto hacia una
especificidad de unién que se desee, tal como un repertorio de maduracién de afinidad basado en un dAb parental
que tiene una especificidad de unién por el TNFR1.
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Sistemas de presentacion de polipéptidos

En una realizacion, el repertorio o biblioteca de péptidos o polipéptidos que se proporciona para su uso en los
procedimientos descritos en el presente documento comprenden un sistema de presentacion adecuado. El sistema
de presentacion puede resistir la degradacion por proteasa (por ejemplo, una proteasa unica o una combinacion de
proteasas, y cualquier extracto bioldgico, homogenado o preparacion que contenga actividad proteolitica (por
ejemplo, esputo, mucus (por ejemplo, mucus gastrico, mucus nasal, mucus bronquial), lavado broncoalveolar,
homogenado de pulmén, extracto de pulmodn, extracto pancreatico, fluido gastrico, saliva, lagrimas y similares). El
sistema de presentacion y la unidon entre el sistema de presentacion y el polipéptido presentado es en una
realizaciéon al menos tan resistente a la proteasa como el mas estable de los los péptidos o polipéptidos del
repertorio. Esto permite que un acido nucleico que codifica un polipéptido presentado seleccionado se aisle y/o
amplifique facilmente.

En un ejemplo, un péptido o polipéptido resistente a proteasa, por ejemplo un dAb, se puede seleccionar, aislar y/o
recuperar de un repertorio de péptidos o polipéptidos que esta en una solucién, o que esta covalente o no
covalentemente unida a una superficie adecuada, tal como un plastico o cristal (por ejemplo, una placa microtiter,
una matriz de polipéptido tal como una micromatriz). Por ejemplo, se puede utilizar una matriz de péptidos en una
superficie de manera que aloje cada miembro distinto de la biblioteca (por ejemplo, una secuencia peptidica Unica)
en una localizacion separada, predefinida en la matriz. La identidad de cada miembro de la biblioteca en tal matriz se
puede determinar por su localizaciéon espacial en la matriz. Las localizaciones en la matriz en las que se producen
interacciones de unién entre un ligando diana, por ejemplo, y los miembros reactivos de la biblioteca se puede
determinar, identificando de esta manera las secuencias de los miembros reactivos basandose en la localizacion
espacial. (Véase, por ejemplo, Patente de EE. UU. N° 5.143.854, documentos WO 90/15070 y WO 92/10092).

En una realizacion, los procedimientos emplean un sistema de presentaciéon que une la funcién codificante de un
acido nucleico y las caracteristicas fisicas, quimicas y funcionales del polipéptido codificado por el acido nucleico.
Tal sistema de presentacion puede comprender una pluralidad de paquetes genéticos replicables, tal como un
bacteriéfago, o células (bacterias). En una realizacion, el sistema de presentacion comprende una biblioteca, tal
como una biblioteca de bacteriéfagos de presentacion.

Se han descrito varios sistemas de presentacion por bacteriéfago adecuados (por ejemplo, sistemas de presentacion
monovalente o de presentacion multivalente). (Véase, por ejemplo, Griffiths y col., Patente de EE. UU. N° 6.555.313
B1; Johnson y col., Patente de EE. UU. N° 5.733.743; McCafferty y col., Patente de EE. UU. N° 5.969.108; Mulligan-
Kehoe, Patente de EE. UU. N° 5.702.892; Winter, G. y col., Annu. Rev. Immunol. 12:433-455 (1994); Soumillion, P. y
col., Appl. Biochem. Biotechnol. 47(2-3):175-189 (1994); Castagnoli, L. y col., Comb. Chem. High Throughput
Screen, 4(2):121-133 (2001)). Los péptidos o polipéptidos que se presentan en un sistema de presentacion por
bacteri6fago se puede presentar sobre cualquier bacteriéfago adecuado, tal como un fago filamentoso (por ejemplo,
fd, M13, F1), un fago litico (por ejemplo, T4, T7, lambda), o un fago ARN (por ejemplo, MS2), por ejemplo.

En general, se produce o se proporciona una biblioteca de fagos que presenta un repertorio de péptidos o
polipéptidos del fago, como proteinas de fusién con una proteina de cubierta del fago adecuada (por ejemplo, la
proteina fd plll). La proteina de fusién puede presentar los péptidos o polipéptidos en la punta de la proteina de la
cubierta del fago, o si se desea en una posicion interna. Por ejemplo, el péptido o polipéptido que se presenta se
puede presentar en una posicion que esta en el extremo amino del dominio 1 de plll. (El extremo N del dominio 1 de
plll se denomina también N1). El polipéptido que se presenta puede fusionarse directamente a plll (por ejemplo, al
extremo N del dominio 1 de plll) o se fusiona a plll utilizando un engarce. Si se desea, la fusiéon puede comprender
ademas un marcador (por ejemplo, un epitopo myc, marcador His). Las bibliotecas que comprenden un repertorio de
péptidos o polipéptidos que se presentan como proteinas de fusién con una proteina de la envoltura del fago se
pueden producir utilizando cualquiera de los procedimientos adecuados, tal como introduciendo una biblioteca de
vectores fago o vectores fagémido que codifican los péptidos o polipéptidos presentados en una bacteria huésped, y
cultivando la bacteria resultante para producir el fago (por ejemplo, utilizando un fago auxiliar adecuado o
complementando el plasmido si se desea). La biblioteca de fagos se puede recuperar del cultivo utilizando cualquier
procedimiento adecuado, tal como precipitacion y centrifugacion.

El sistema de presentacion puede comprender un repertorio de péptidos y polipéptidos que contiene cualquier
cantidad que se desee de diversidad. Por ejemplo, el repertorio puede contener péptidos o polipéptidos que tienen
que tienen secuencias de aminoacidos que corresponden con los polipéptidos de origen natural que se expresan por
un organismo, grupo de organismos (por ejemplo, un repertorio de secuencias de dAb Vyy aisladas de un camélido),
tejido deseado o tipo celular deseado, o puede contener péptidos o polipéptidos que tienen secuencias de
aminoacidos aleatorias o aleatorizadas. Si se desea, los polipéptidos pueden compartir un centro comin o armazén.
Los polipéptidos en tal repertorio o biblioteca pueden comprender regiones definidas de secuencia de aminoacidos
aleatorias o aleatorizadas y regiones de secuencia de aminoacidos comunes. En ciertas realizaciones, todos o
sustancialmente todos los polipéptidos de un repertorio son de un tipo deseado, tal como una enzima deseada (por
ejemplo, una polimerasa) o un fragmento de unién al antigeno de anticuerpo deseado (por ejemplo, V4 humana o V.
humana). En realizaciones, el sistema de presentacién comprende un repertorio de polipéptidos en que cada
polipéptido comprende un dominio variable de anticuerpo. Por ejemplo, cada polipéptido en el repertorio puede
contener una Vy, una V. o un Fv (por ejemplo, un Fv de cadena sencilla).
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La diversidad de secuencia de aminoacidos se puede introducir en cualquier region deseada de un péptido o
polipéptido o armazén utilizando cualquier procedimiento adecuado. Por ejemplo, la diversidad de secuencia de
aminoacidos se puede introducir en una regién diana, tal como una region determinante de complementariedad de
un dominio variable de anticuerpo o un dominio hidréfobo, preparando un biblioteca de acidos nucleicos que
codifican los polipéptidos diversificados utilizando cualquiera de los procedimientos de mutagénesis adecuados (por
ejemplo, PCR de baja fidelidad, mutagénesis mediada por oligonucleétidos o dirigida al sitio, diversificacion
utilizando codones NNK) o cualquier otro procedimiento adecuado, si se desea, una region de un polipéptido que se
va a diversificar se puede aleatorizar.

El tamafo de los polipéptidos que integran el repertorio es sobre todo una cuestion de eleccion, y no se necesita un
tamafo de polipéptido uniforme. En una realizacién, los polipéptidos en el repertorio tienen al menos una estructura
terciaria (Que forma al menos un dominio).

Seleccion/Aislamiento/Recuperacion

Un péptido o polipéptido resistente a proteasa (por ejemplo, una poblacién de polipéptidos resistente a proteasa) se
puede seleccionar, aislar y/o recuperar de un repertorio o biblioteca (por ejemplo, en un sistema de presentacion)
utilizando cualquier procedimiento adecuado. En una realizacion, un polipéptido resistente a proteasa se selecciona
o aisla basandose en una caracteristica seleccionable (por ejemplo, una caracteristica fisica, una caracteristica
quimica, una caracteristica funcional). Las caracteristicas funcionales seleccionables adecuadas incluyen las
actividades bioldgicas de los péptidos o polipéptidos del repertorio, por ejemplo, la unién a un ligando genérico por
medio de un epitopo que se expresa en un péptido o polipéptido), y la actividad catalitica. (Véase, por ejemplo,
Tomlinson y col., documento WO 99/20749; documento WO 01/57065; documento WO 99/58655). En una
realizacion, la seleccion se basa en la unién especifica al TNFR1. En otra realizacion, la seleccion se basa en las
caracteristicas funcionales seleccionadas para producir un segundo repertorio en el que los miembros son
resistentes a la proteasa, seguido por la seleccion de un miembro del segundo repertorio que se une
especificamente al TNFR1.

En algunas realizaciones, el péptido o polipéptido resistente a proteasa se selecciona y/o aisla de una biblioteca o
repertorio de péptidos o polipéptidos en los que todos los péptidos o polipéptidos resistentes a la proteasa se
pueden seleccionar de una biblioteca o repertorio en los que sustancialmente todos lo péptidos o polipéptidos
resistentes a proteasa compartan una caracteristica seleccionable comun. Por ejemplo, el péptido o polipéptido
resistente a proteasa se puede seleccionar de una biblioteca o repertorio en el que sustancialmente todos los
péptidos o polipéptidos resistentes a proteasa se unen a un ligando genérico comun, que se une o estan unidos por)
un anticuerpo comun, o posee una actividad catalitica comun. Este tipo de seleccién es particularmente util para
preparar un repertorio de péptidos o polipéptidos resistentes a proteasa basandose en un péptido o polipéptido
parental que tiene la actividad biolégica deseada, por ejemplo, cuando se lleva a cabo la maduracién de afinidad de
un dominio variable Unico de inmunoglobulina.

La seleccion basandose en la unién a un ligando genérico comun da lugar a una coleccion o poblacién de péptidos o
polipéptidos que contienen todos o sustancialmente todos los péptidos o polipéptidos resistentes a proteasas que
componian la biblioteca o repertorio original. Por ejemplo, los péptidos o polipéptidos que se unen a un ligando diana
o a un ligando genérico, tal como la proteina A, proteina L o un anticuerpo, se pueden seleccionar, aislar y/o
recuperar por ensayo de seleccion o utilizando una matriz de afinidad adecuada. El ensayo de seleccion se puede
llevar a cabo afadiendo una solucion de ligando (por ejemplo, ligando genérico, ligando diana) en un recipiente
adecuado (por ejemplo, un tubo, una placa de Petri) y permitiendo que el ligando se deposite o recubra las paredes
del recipiente. El exceso de ligando se puede lavar y se pueden afiadir los péptidos o polipéptidos (por ejemplo, un
repertorio que se ha incubado con una proteasa) al recipiente y se mantiene el recipiente bajo condiciones
adecuadas para que los péptidos o polipéptidos se unan al ligando inmovilizado. Los péptidos o polipéptidos no
unidos se pueden lavar y se pueden recuperar los péptidos o polipéptidos unidos utilizando un procedimiento
adecuado, tal como rascado o bajando el pH, por ejemplo.

Las matrices de afinidad por el ligando adecuados en general contienen un soporte solido o perla (por ejemplo, de
agarosa) a los que se une un ligando covalente o no covalentemente. La matriz de afinidad se puede combinar con
péptidos o polipéptidos (por ejemplo un repertorio que se ha incubado con una proteasa) utilizando un sistema por
lotes, un proceso en columna o cualquier otro proceso adecuado bajo condiciones adecuadas para unir los péptidos
o polipéptidos al ligando en la matriz. Los péptidos o polipéptidos que no se unen a la matriz de afinidad se pueden
lavar y los péptidos o polipéptidos unidos se pueden eluir y recuperar utilizando cualquier procedimiento adecuado,
tal como elucion con un tampoén de pH bajo, con un agente desnaturalizante suave (por ejemplo, urea) o con un
péptido que compita por la unién con el ligando. En un ejemplo, se combina un ligando diana biotinilado con un
repertorio bajo condiciones adecuadas para que los péptidos o polipéptidos del repertorio se unan al ligando diana
(TNFR1). Los péptidos o polipéptidos unidos se recuperan utilizando avidina o estreptavidina inmovilizada (por
ejemplo, en una perla).

En algunas realizaciones, el ligando genérico es un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno del mismo. Los
anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno que se unen a las caracteristicas estructurales de péptidos o
polipéptidos que estan sustancialmente conservadas en los péptidos o polipéptidos de una biblioteca o repertorio
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son particularmente utiles como ligandos genéricos. Los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno adecuados
para su uso como ligandos para aislar, seleccionar y/o recuperar los péptidos o polipéptidos resistentes a la proteasa
pueden ser monoclonales o policlonales y se pueden preparar cualquier procedimiento adecuado.

BIBLIOTECAS/REPERTORIOS

En otros aspectos, se proporcionan repertorios de péptidos y polipéptidos resistentes a proteasa, bibliotecas que
codifican los péptidos y polipéptidos resistentes a proteasa, y procedimientos para producir tales bibliotecas y
repertorios.

Las bibliotecas que codifican y/o contienen péptidos y polipéptidos resistentes a proteasa se pueden preparar u
obtener utilizando cualquier procedimiento adecuado. La biblioteca se puede disefar para que codifique péptidos o
polipéptidos resistentes a proteasa basandose en un péptido o polipéptido de interés (por ejemplo, un péptido o
polipéptido anti-TNFR1 que se selecciona de una biblioteca) o se puede seleccionar de otra biblioteca utilizando los
procedimientos descritos en el presente documento. Por ejemplo, se puede preparar una biblioteca enriquecida en
polipéptidos resistentes a proteasa utilizando un sistema de presentacion de polipéptidos adecuado.

En un ejemplo, se combina una libreria de fagos de presentaciéon que comprende un repertorio de polipéptidos
presentados que comprenden dominios variables Unicos de inmunoglobulina (por ejemplo, V4, VK, VA) con una
proteasa bajo condiciones adecuadas para la actividad de la proteasa, como se describe en el presente documento.
Los polipéptidos resistentes a la proteasa se recuperan basandose en una actividad bioldgica deseada, tal como una
actividad de union (por ejemplo, de unién a un ligando genérico, de unién a un ligando diana) produciendo de esta
manera una biblioteca enriquecida en polipéptidos resistentes a proteasa. En una realizacién, la recuperacion se
basa en la union a ligandos genéricos para producir una biblioteca enriquecida seguido por la seleccion de un
miembro anti-TNFR1 de esa biblioteca basandose en la unién especifica al TNFR1.

En otro ejemplo, una biblioteca de fagos de presentacion que comprende un repertorio de polipéptidos presentados
que comprende dominios variables Unicos de inmunoglobulina (por ejemplo, V4, VK, VA) se explora primero para
identificar miembros del repertorio que tiene especificidad de unién por un antigeno diana deseado (TNFR1). Se
recupera una coleccion de polipéptidos que tienen la especificidad de unién deseada y la coleccién se combina con
una proteasa bajo condiciones adecuadas para la actividad proteolitica, como se describe en el presente
documento. Se recupera una coleccion de polipéptidos resistentes a la proteasa que tienen la especificidad de unién
por la diana deseada, produciendo una biblioteca enriquecida en polipéptidos resistentes a proteasa y con alta
afinidad. Como se describe en el presente documento en una realizacion, la resistencia a la proteasa en este
procedimiento de seleccién se correlaciona con la alta afinidad de unién.

Las bibliotecas que codifican un repertorio de un tipo de polipéptidos deseado se puede producir faciimente
utilizando cualquier procedimiento adecuado. Por ejemplo, se puede obtener una secuencia de acido nucleico que
codifique un tipo de polipéptido deseado (por ejemplo, una polimerasa, un dominio variable de inmunoglobulina) y se
puede preparar una coleccion de acidos nucleicos que contenga cada uno una o mas mutaciones, por ejemplo,
amplificando el acido nucleico utilizando un sistema de reaccién en cadena de la polimerasa propensa a errores
(PCR), por mutagénesis quimica (Deng y col., J. Biol. Chem., 269:9533 (1994)) o utilizando cepas bacterianas
mutadoras (Low y col., J. Mol. Biol., 260:359 (1996)).

En otras realizaciones, se pueden dirigir regiones particulares del acido nucleico para la diversificacion. Los
procedimientos para mutar posiciones seleccionadas también se conocen bien en la técnica e incluyen, por ejemplo,
el uso de oligonucleétidos mal emparejados u oligonucleotidos degenerados, con o sin el uso de PCR. Por ejemplo,
se han creado bibliotecas de anticuerpos sintéticos dirigiendo las mutaciones a los bucles de unién al antigeno. Las
regiones de anticuerpo aleatorias o semi-aleatorias H3 y L3 se han afiadido a los segmentos genéticos V de la linea
germinal de inmunoglobulinas para producir grandes bibliotecas con regiones de armazoén sin mutar (Hoogenboom y
Winter (1992) supra; Nissim y col. (1994) supra; Griffiths y col. (1994) supra; DeKruif y col. (1995) supra). Tal
diversificacion se ha extendido para incluir algunos o todos los otros bucles de unién al antigeno (Crameri y col.
(1996) Nature Med., 2:100; Riechmann y col. (1995) Bio/Technology, 13:475; Morphosys, documento WO 97/08320,
supra). En otras realizaciones, se pueden dirigir regiones particulares del acido nucleico para la diversificacion, por
ejemplo, por una estrategia PCR de dos etapas empleando el producto de la primera PCR como un “mega-cebador”.
(Véase, por ejemplo, Landt, O. y col., Gene 96:125-128 (1990)). La diversificacion dirigida se puede conseguir
también, por ejemplo, por SOE PCR. (Véase, por ejemplo, Horton, R.M. y col., Gene 77:61-68 (1989)).

La diversidad de secuencia en posiciones seleccionadas se puede conseguir alternado la secuencia codificante que
especifica la secuencia del polipéptido tal que se puedan incorporar varios aminoacidos posibles (por ejemplo, los 20
0 un subgrupo de los mismos) en esa posicion. Utilizando la nomenclatura IUPAC, el codon mas versatil es el NNK,
que codifica todos los aminoacidos asi como el codén de parada TAG. El codéon NNK se puede utilizar con el fin de
introducir la diversidad necesaria. También se utilizan otros codones con los que se consigue el mismo fin,
incluyendo el codon NNN, que dirige la produccion de codones de parada TGA y TAA adicionales. Tal estrategia
dirigida puede permitir que se explore el espacio de secuencia completo en un area diana.
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Las bibliotecas pueden comprender polipéptidos anticuerpos resistentes a proteasa que tengan una conformacion de
cadena principal conocida. (Véase, por ejemplo, Tomlinson y col., documento W0-99/20749).

Las bibliotecas se pueden preparar en un vector o plasmido adecuado. Como se utiliza en el presente documento,
vector se refiere a un elemento independiente que se utiliza para introducir un ADN heterélogo en las células para la
expresion y/o replicacion del mismo. Se puede utilizar cualquier vector adecuado, incluyendo plasmidos (por
ejemplo, plasmidos bacterianos), vectores viricos o bacteriéfagos, cromosomas artificiales y vectores episémicos.
Tales vectores se pueden utilizar para clonacion y mutagénesis simple, o un vector de expresion se puede utilizar
para dirigir la expresion de la biblioteca. Los vectores y plasmidos contienen habitualmente uno o mas sitios de
clonacién (por ejemplo, un poliengarce), un origen de replicacion y al menos un gen marcador indicador. Los
vectores de expresion pueden contener ademas elementos para dirigir la transcripcion y la traduccion de un
polipéptido, tal como un elemento amplificador, promotor, sefial de terminacién de la transcripcién, secuencias de
sefial, y similares. Estos elementos se pueden ordenar de tal manera que estén unidos operativamente a una
insercion clonada que codifica un polipéptido, tal que el polipéptido se expresa y se produce cuando tal vector de
expresion se mantiene bajo condiciones adecuadas para la expresion (por ejemplo, en una célula huésped
adecuada).

Los vectores de clonacion y expresion contienen en general secuencias de acido nucleico que hacen posible que el
vector se repliqgue en una o mas células huésped seleccionadas. Tipicamente, en los vectores de clonacion, esta
secuencia es la que hace posible que el vector se replique independientemente del ADN cromosémico del huésped
e incluye origenes de replicacion o secuencias que se replican autbnomamente. Tales secuencias se conocen para
una variedad de bacterias, levaduras y virus. El origen de replicacion del plasmido pBR322 es adecuado para la
mayoria de las bacterias Gram-negativas, el origen del plasmido de 2 micras es adecuado para levaduras, y varios
origenes viricos (por ejemplo, SV40, adenovirus) son utiles para clonar vectores de células de mamifero. En general,
el origen de la replicacion no es necesario para los vectores de expresion en mamiferos, a menos de que se utilicen
en células de mamifero capaces de replicar altos niveles de ADN, tal como las células COS.

Los vectores de clonacién o expresion pueden contener un gen de seleccion también denominado marcador
indicador. Tales genes marcadores codifican una proteina, necesaria para la supervivencia o crecimiento de las
células huésped transformadas que se cultivan en un medio de cultivo selectivo. Las células huésped no
transformadas con el vector que contienen el gen de seleccién por lo tanto, no sobreviviran en el medio de cultivo.
Los genes de seleccion tipicos codifican proteinas que confieren resistencia a antibidticos y otras toxinas, por
ejemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato o tetraciclina, deficiencias auxotréficas de complementos, o suministro
de nutrientes criticos no disponibles en los medios de cultivo.

Los vectores de expresion adecuados pueden contener varios componentes, por ejemplo, un origen de replicacion,
un gen marcador indicador, uno o0 mas elementos de control, tal como un elemento de control de la transcripcion (por
ejemplo, un promotor, amplificador, terminador) y/o una o mas sefales de traduccién, una secuencia de sefial o
secuencia directora, y similares. Los elementos de control de la expresion y una secuencia de sefial o directora, si
estan presentes, pueden proporcionarlas el vector u otra fuente. Por ejemplo, se pueden utilizar las secuencias de
control de la transcripcion y/o la traduccion de un acido nucleico clonado que codifica una cadena de anticuerpo para
la expresion directa.

Se puede proporcionar un promotor para la expresion en una célula huésped deseada. Los promotores pueden ser
constitutivos o inducibles. Por ejemplo, un promotor puede estar unido operativamente a un acido nucleico que
codifica un anticuerpo, una cadena de anticuerpo o una parte del mismo, tal que dirija la transcripcion del acido
nucleico. Hay disponible una variedad de promotores adecuados para procariotas (por ejemplo, los sistemas de
promotor B-lactamasa y lactosa, fosfatasa alcalina, sistema de promotor triptéfano (trp), lac, tac, promotores T7 para
E. coli) y eucariotas (por ejemplo, promotor temprano y tardio de virus 40 de simio, promotor de extremo largo
repetido del virus del sarcoma de Rous, promotor de citomegalovirus, promotor tardio de adenovirus, promotor EG-
1a).

Ademas, los vectores de expresion comprenden tipicamente un marcador indicador para seleccionar células
huésped que albergan el vector, y, en el caso de un vector de expresion replicable, un origen de replicacion. Los
genes que codifican productos que confieren la resistencia a farmacos o antibiéticos son marcadores indicadores
comunes Yy se pueden utilizar en células procariotas (por ejemplo, gen de B-lactamasa (resistencia a ampicilina), gen
Tet para la resistencia a tetraciclinas) y eucariotas (por ejemplo, genes de resistencia a la neomicina (G418 o
geneticina), gpt (acido micofendlico), ampicilina, o higromicina). Los genes marcadores de la dihidrofolato reductasa
permiten la seleccién con metotrexato en una variedad de huéspedes. Los genes que codifican el producto genético
de marcadores auxotréficos del huésped (por ejemplo, LEU2, URA3, HIS3) a menudo se utilizan como marcadores
indicadores en levaduras. El uso de vectores viricos (por ejemplo, baculovirus) o fagos, y vectores que son capaces
de integrarse en el genoma de la célula huésped, tal como vectores retroviricos, también se contempla.

Los vectores de expresion adecuados para la expresion en procariotas (por ejemplo, células bacterianas tales como
E. coli) o células de mamifero incluyen, por ejemplo, un vector pET (por ejemplo, pET-12a, pET-36, pET-37, pET-39,
pET-40, Novagen y otros), un vector fago (por ejemplo, pCANTAB 5 E, Pharmacia), pRIT2T (vector de fusién con
Protein A, Pharmacia), pCDM8, pCDNA1.1/amp, pcDNA3.1, pRc/RSV, pEF-1 (Invitrogen, Carlsbad, CA), pCMV-
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SCRIPT, pFB, pSG5, pXT1 (Stratagene, La Jolla, CA), pCDEF3 (Goldman, L.A., y col., Biotechniques, 21:1013-1015
(1996)), pSVSPORT (GibcoBRL, Rockville, MD), pEFBos (Mizushima, S., y col., Nucleic Acids Res.,18:5322 (1990))
y similares. Hay disponibles vectores de expresién que son adecuados para su uso en la expresion en varios
huéspedes, tal como células procariotas (E. coli), células de insecto (células S2 de Drosophila Schnieder, Sf9),
levaduras (P. methanolica, P. pastoris, S. cerevisiae) y células de mamifero (por ejemplo, células COS).

Ejemplos de vectores son vectores de expresion que hacen posible la expresidon de una secuencia de nucleotidos
que corresponden con un miembro de la biblioteca de polipéptidos. Por lo tanto, la seleccion con ligandos genéricos
y/o diana se puede llevar a cabo por propagacion por separado y expresion de un clon Unico que expresa el
miembro de la biblioteca de polipéptidos. Como se ha descrito anteriormente, el sistema de seleccion por
presentacion puede ser un bacteriéfago de presentacion. Por lo tanto, se pueden utilizar vectores fago y fagémido.
Un ejemplo de vectores son los vectores fagémidos que tienen un origen de replicacién de E. coli (para la replicacion
de doble cadena) y también un origen de replicacion del fago (para la produccion de un ADN de cadena sencilla). La
modificacion y expresion de tales vectores se conoce bien en la técnica (Hoogenboom y Winter (1992) supra; Nissim
y col. (1994) supra). En resumen, el vector puede contener un gen B-lactamasa para conferir la selectividad en el
fagémido y un promotor lac corriente arriba de un casete de expresioén que puede contener una secuencia directora
adecuada, un sitio de clonaciéon multiple, uno o mas marcadores peptidicos, uno o mas codones TAG de parada y la
proteina plll del fago. Por lo tanto, utilizando varias cepas supresoras o no supresoras de E. coli y con la adicién de
glucosa, isopropil-tio-p-D-galactosidasa (IPTG) o un fago auxiliar, tal como el VCS M13, el vector es capaz de
replicarse como un plasmido sin expresion, se producen grandes cantidades del miembro de la biblioteca de
polipéptidos solamente o producto de fago, algunos de los cuales contienen al menos una copia de la fusion
polipéptido-plll en su superficie.

Las bibliotecas y repertorios descritos en el presente documento pueden contener formatos de anticuerpo. Por
ejemplo, el polipéptido que esta contenido en las bibliotecas y repertorios puede ser un domino V4 o V. completo
separado, cualquiera de los cuales pueden estar modificados o no modificados. Se pueden producir faciimente
fragmentos scFv, asi como otros polipéptidos anticuerpos, utilizando cualquier procedimiento adecuadlo. Se
conocen en la técnica varios procedimientos adecuados de modificacion de anticuerpos. Por ejemplo, se puede
formar un scFv uniendo acidos nucleicos que codifican dos dominios variables con un oligonucleétido adecuado que
codifica un péptido engarce adecuado, tal como (Gly-Gly-Gly-Gly-Ser)s u otros péptidos engarces adecuados. El
engarce se une al extremo C de la primera regién V y el extremo N de la segunda regiéon V. Se pueden utilizar
técnicas similares para la construccion de otros formatos de anticuerpo, tales como fragmentos Fv, Fab y F(ab’),.
Para el formato de fragmentos Fab y F(ab’),, se pueden combinar los polipéptidos Vy y Vi con segmentos de la
region constante, que se puede aislar a partir de genes reordenados, genes C de la linea germinal o sintetizarse a
partir de los datos de la secuencia del anticuerpo. Una biblioteca o repertorio que se describe en el presente
documento puede ser una biblioteca o repertorio V4 0 V..

Los polipéptidos que comprenden un dominio variable resistente a proteasa puede comprender un sitio de unién al
ligando diana (TNFR1) y un sitio de unién a un ligando genérico. En ciertas realizaciones, el sitio de unién al ligando
genérico es un sitio de unidn a un superantigeno tal como la proteina A, la proteina L o la proteina G. Los dominios
variables se pueden basar en cualquier dominio variable deseado, por ejemplo un VH humano (por ejemplo, V4 1a,
Vu 1b, Vi 2, Vi 3, Vi 4, V4 5, Vi 6), un VA humano (por ejemplo, VAl, VAIL, VAl VAIV, VAV, VAVI o Vk1) o un Vk
humano (por ejemplo, Vk2, Vk3, Vx4, Vk5, Vk6, Vk7, Vk8, Vk9 o Vk10) o un Vyy de camélido, que opcionalmente
se ha humanizado.

ACIDOS NUCLEICOS, CELULAS HUESPED Y PROCEDIMIENTOS PARA PRODUCIR POLIPEPTIDOS
RESISTENTES A PROTEASAS

La invencion se refiere a los acidos nucleicos aislados y/o recombinantes que codifican péptidos o polipéptidos
resistentes a proteasa, por ejemplo, que se pueden seleccionar o se seleccionan por los procedimientos descritos en
el presente documento.

Los acidos nucleicos a los que se denomina en el presente documento “aislados” son acidos nucleicos que se han
separado de otro material (por ejemplo, otros acidos nucleicos tal como ADN gendmico, ADNc y/o ARN) en su
ambiente original (por ejemplo, en las células o en una mezcla de acidos nucleicos tal como una biblioteca). Un
acido nucleico aislado se puede aislar como parte de un vector (por ejemplo, un plasmido).

Los acidos nucleicos a los que se denomina en el presente documento “recombinantes” son acidos nucleicos que se
han producido por metodologia de ADN recombinante que dependen de la recombinacion artificial, tal como
clonacién en un vector o cromosoma utilizando, por ejemplo, enzimas de restriccion, recombinacion homaéloga, virus
y similares, y acidos nucleicos preparados utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La invencion también se refiere a una célula huésped recombinante que comprende un (uno o mas) acido nucleico
recombinante o construccién de expresion que comprende un acido nucleico que codifica un péptido o polipéptido
resistente a proteasa, por ejemplo, un péptido o polipéptido que se puede seleccionar o se selecciona por los
procedimientos descritos en el presente documento. También se proporciona un procedimiento para preparar un
péptido o polipéptido resistente a proteasa, que comprende el mantenimiento de una célula huésped de la invencién
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bajo condiciones adecuadas para la expresion de un péptido o polipéptido resistente a proteasa. El procedimiento
puede comprender ademas la etapa de aislamiento o recuperacion del péptido o polipéptido resistente a proteasa, si
asi se desea.

Por ejemplo, una molécula de acido nucleico (es decir una o mas moléculas de acido nucleico) que codifica un
péptido o polipéptido resistente a proteasa, o una construcciéon de expresion (es decir, una o mas construcciones)
que comprenden tal(es) molécula(s) de acido nucleico, se pueden introducir en una célula huésped adecuada para
crear una célula huésped recombinante utilizando cualquier procedimiento adecuado para la célula huésped
seleccionada (por ejemplo, transformacion, transfeccion, electroporacion, infeccién), tal que la(s) molécula(s) de
acido nucleico esta unida operativamente a uno o mas elementos de control de expresion (por ejemplo, en un vector,
en una construccion creada por procesos en la célula, integrado en el genoma de la célula huésped). La célula
huésped recombinante resultante se puede mantener bajo condiciones adecuadas para la expresion (por ejemplo,
en presencia de un inductor, en un animal adecuado, en medios de cultivo adecuados suplementados con sales,
factores de crecimiento, antibiéticos, suplementos nutricionales, etc., adecuados), de manera que se produce el
péptido o polipéptidos que se codifica. Si se desea, el péptido o polipéptido codificado se puede aislar o recuperar
(por ejemplo, a partir del animal, la célula huésped, el medio, la leche). Este proceso engloba la expresiéon en una
célula huésped de un animal transgénico (véase, por ejemplo, el documento WO 92/03918, GenPharm
International).

El péptido o polipéptido resistente a proteasa que se selecciona por el procedimiento descrito en el presente
documento se puede producir también en un sistema de expresion in vitro adecuado, por sintesis quimica o por
cualquier otro procedimiento adecuado. Por lo tanto, la presente invencién proporciona péptidos y polipéptidos
resistentes a proteasa.

POLIPEPTIDOS, dAb Y ANTAGONISTAS

Como se describe y ejemplifica en el presente documento, los dAb resistentes a proteasa de la invencidon se unen
generalmente a su ligando diana con alta afinidad. Por lo tanto, en otro aspecto, se proporciona un procedimiento
para seleccionar, aislar y/o recuperar un polipéptido o dAb de la invencién que se une el TNFR1 con alta afinidad. En
general, el procedimiento comprende proporcionar una biblioteca o repertorio de péptidos o polipéptidos (por
ejemplo, dAb), combinar la biblioteca o repertorio con una proteasa (por ejemplo, tripsina, elastasa, leucozima,
pancreatina, esputo) bajo condiciones adecuadas para la actividad de proteasa, y seleccionar, aislar y/o recuperar
un péptido o polipéptido que se une a un ligando (por ejemplo, un ligando diana). Debido a que la libreria o repertorio
se ha expuesto a una proteasa bajo condiciones en las que los péptidos o polipéptidos sensibles a la proteasa se
digeriran, la actividad de la proteasa puede eliminar los polipéptidos menos estables que tienen una afinidad de
union baja, y de esta manera se produce una coleccion de péptidos o polipéptidos con alta afinidad de unién. Por
ejemplo, el polipéptido o dAb de la invencién se puede unir al TNFR1 con una afinidad (Kp; Ko = Kos(kd)/Kon(ka)
como se determina por resonancia de plasmones superficiales) de un uM o mas fuerte, aproximadamente 500 nM a
aproximadamente 0,5 pM. Por ejemplo, el polipéptido o dAb de la invencidon se puede unir al TNFR1 con una
afinidad de aproximadamente 500 nM, aproximadamente 100 nM, aproximadamente 10 nM, aproximadamente 1 nM,
aproximadamente 500 pM, aproximadamente 100 pM, aproximadamente 10 pM o aproximadamente 0,5 pM. Aunque
sin quedar ligados por teoria alguna, se cree que los péptidos y polipéptidos que son resistentes a las proteasas
tienen una entropia mas baja y/o una energia de estabilizacion mas alta. Por lo tanto, la correlacion entre la
resistencia a la proteasa y la alta afinidad de union se puede relacionar con la compactibilidad y estabilidad de las
superficies de los péptidos y polipéptidos y dAb que se seleccionan con el procedimiento descrito en el presente
documento.

En una realizacion, el polipéptido, dAb o antagonista de la invencién inhibe la unidon del TNF alfa al receptor de TNF
alfa | (receptor p55) con una concentracion inhibidora 50 (C150) de o aproximadamente 500 nM a 50 pM, o 100 nM a
50 pM, o0 10 nM a 100 pM, o 1 nM a 100 pM; por ejemplo 50 nM o menos, o0 5 nM o menos, o 500 pM o menos, o
200 pM o menos, o 100 pM 0 menos.

En ciertas realizaciones, el polipéptido, dAb o antagonista se une especificamente al TNFR1, por ejemplo, el TNFR1
humano, y se disocia del TNFR1 humano con una constante de disociacion (Kp) de 300 nM a 1pM o 300 nM a 5 pM
o50nMa1pMo50nMab5pMo50nMa 20 pM o aproximadamente 10 pM o aproximadamente 15 pM o
aproximadamente 20 pM como se determina por resonancia de plasmones superficiales. En ciertas realizaciones, el
polipéptido, dAb o antagonista se une especificamente al TNFR1, por ejemplo, el TNFR1 humano, y se disocia del
TNFR1 humano con una tasa constante Kot de 5x10" s a1 x10” s' 0 1x10° s a 1x10” s 0 1x10* s" a 1x107 s°
'01x10° 5" a1x107 s" 0 1x10* s 0 1x10° s como se determina por resonancia de plasmones superficiales. En
ciertas realizaciones, el polipéptido, dAb o antagonista se une especificamente al TNFR1, por ejemplo, al TNFR1
humano, con una Kq, de 1x10°M's" a1 x10" M's' 0 1x10° M's" a 1x10° M's" o aproximadamente 1x10* M
0 aproximadamente 1x10° M's™. En una realizacion, el polipéptido, dAb o antagonista se une especificamente al
TNFRA1, por ejemplo al TNFR1 humano, y se disocia del TNFR1 humano con una constante de disociacion (Kp) y
una Ko como se define en el presente parrafo. En una realizacién, el polipéptido, dAb o antagonista se une
especificamente al TNFR1, por ejemplo, TNFR1 humano, y se disocia del TNFR1 humano con una constante de
disociacion (Kp) y una Kon como se define en el presente parrafo. En algunas realizaciones, el polipéptido o dAb se
une especificamente al TNFR1 (por ejemplo, al TNFR1 humano) con una Kp y/o una Ko y/o una Ko, como se dicta
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en el presente parrafo y comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos o aproximadamente al menos
un 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o un 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos
del DOMIh-131-206 (que se muestra en la figura 3).

El polipéptido, dAb o antagonista se puede expresar en E. coli o en especies de Pichia (por ejemplo, P. pastoris). En
una realizacion, el ligando o el monémero dAb se segrega en una cantidad de al menos aproximadamente 0,5 mg/I
cuando se expresa en E. coli o en especies de Pichia (por ejemplo, P. pastoris). Aunque los ligandos y monémeros
de dAb descritos en el presente documento pueden segregarse cuando se expresan en E. coli o especies de Pichia
(por ejemplo, P. pastoris), se pueden producir cualquier procedimiento adecuado, tal como por procedimientos
sintéticos quimicos o procedimientos biolégicos de produccion que no emplean E. coli ni especies de Pichia.

En algunas realizaciones, el polipéptido, dAb o antagonista no comprende un dominio variable de inmunoglobulina
de camélido, o uno o mas aminoacidos del armazén que son unicos de los dominios variables de inmunoglobulina
codificados por los segmentos genéticos de la linea germinal de anticuerpo de camélidos, por ejemplo, en la
posicion 108, 37, 44, 45 y/o 47.

Los antagonistas del TNFR1 de acuerdo con la invencion pueden ser monovalentes o multivalentes. En algunas
realizaciones, el antagonista es monovalente y contiene un sitio de union que interactia con el TNFR1, el sitio de
union lo proporciona un polipéptido o dAb de la invenciéon. Los antagonistas monovalentes se unen a un TNFR1 y
pueden no inducir unién cruzada o agrupamiento de TNFR1 en la superficie de las células lo que puede dar lugar a
la activacion del receptor y la transduccion de la sefal.

En otras realizaciones, el antagonista es multivalente. Los antagonistas multivalentes de TNFR1 pueden contener
dos 0 mas copias de un sitio de unién particular para el TNFR1 o contienen dos o mas sitios de union diferentes que
se unen al TNFR1, siendo al menos uno de los sitios de unién proporcionado por un polipéptido o dAb de la
invencion. Por ejemplo, como se describe en el presente documento el antagonista de TNFR1 puede ser un dimero,
trimero o multimero que comprende dos o mas copias de un polipéptido o dAb particular de la invenciéon que se une
al TNFR1, o dos 0 mas polipéptidos o dAb de la invencion diferentes que se unen al TNFR1. En una realizaciéon, un
antagonista multivalente de TNFR1 no agoniza sustancialmente con TNFR1 (actia como un agonista del TNFR1) en
un ensayo celular de referencia (es decir cuando esta presente en una concentracién de 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1
pM, 10 puM, 100 pM, 1000 uM o 5.000 uM, que resulta en no mas de aproximadamente el 5% de la actividad
mediada por TNFR1 inducida por el TNFa (100 pg/ml) en el ensayo).

En ciertas realizaciones, el antagonista multivalente de TNFR1 contiene dos o mas sitios para un epitopo o dominio
de TNFR1 deseado. Por ejemplo, el antagonista multivalente de TNFR1 puede comprender dos o mas sitios de
unién que se unen al mismo epitopo en el Dominio 1 del TNFR1.

En otras realizaciones, el antagonista multivalente de TNFR1 contiene dos o mas sitios de unién proporcionados por
los polipéptidos o dAb de la invencion que se unen a diferentes epitopos o dominios de TNFR1. En una realizacion,
tales antagonistas multivalentes no agonizan con TNFR1 cuando estan presentes en una concentracion de
aproximadamente 1 nM, o aproximadamente 10 nM, o aproximadamente 100 nM, o aproximadamente 1 uM, o
aproximadamente 10 uM, en un ensayo de toxicidad en L929 de referencia o un ensayo de IL-8 en HelLa de
referencia como se describe en el documento W0O2006038027.

Otros antagonistas de TNFR1 no inhiben la unién del TNFo al TNFR1. Tales ligandos (y antagonistas) pueden tener
utilidad como agentes de diagnodstico, debido a que se pueden utilizar para unirse y detectar, cuantificar o medir el
TNFR1 en una muestra y no competiran con el TNF en la muestra por la uniéon al TNFR1. En consecuencia, se
puede hacer una determinacion precisa de si o cuanto TNFR1 hay en la muestra.

En otras realizaciones, el polipéptido, dAb o antagonista se une especificamente al TNFR1 con una Kp descrita en el
presente documento e inhibe la mortalidad en un modelo de raton de choque séptico inducido por D-
galactosamina/LPS (es decir, evita la mortalidad o reduce la mortalidad en al menos aproximadamente un 10%, en
comparacion con un control adecuado). En una realizacion, el polipéptido, dAb o antagonista inhibe la mortalidad en
al menos aproximadamente un 25%, o en al menos aproximadamente un 50%, en comparacion con un control
adecuado en un modelo de ratdon de choque séptico inducido por D-galactosamina/LPS cuando se administra a
aproximadamente 5 mg/kg o mas, por ejemplo aproximadamente 1mg/kg.

En otras realizaciones, el polipéptido, dAb o antagonista se une al TNFR1 y antagoniza la actividad del TNFR1 en un
ensayo celular de referencia con una DNsy de < 100 nM, y a una concentracion de < 10 uM el dAb agoniza la
actividad del TNFR1 en < 5% en el ensayo.

En realizaciones particulares, el polipéptido, dAb o antagonista no agoniza sustancialmente al TNFR1 (actua como
agonista de TNFR1) en un ensayo celular de referencia (es decir cuando esta en una concentracion de 1 nM, 10 nM,
100 nM, 1 pM, 10 pM, 100 puM, 1000 uM o 5.000 pM, que resulta en no mas de aproximadamente el 5% de la
actividad mediada por TNFR1 inducida por el TNFa (100 pg/ml) en el ensayo).
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En ciertas realizaciones, el polipéptido, dAb o antagonista de la invencion son eficaces en modelos de enfermedades
inflamatorias cronicas cuando se administra una cantidad eficaz. En general una cantidad eficaz es
aproximadamente de 1 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg (por ejemplo, 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 modelos de enfermedad inflamatoria cronica (véase los descritos en el documento
WO02006038027) son reconocidos por los expertos en la técnica ya que prevén la eficacia terapéutica en seres
humanos.

En realizaciones particulares, el polipéptido, dAb o antagonista es eficaz en el modelo de referencia en ratén de
artritis inducida por colageno (véase el documento WO02006038027 para los detalles del modelo). Por ejemplo, la
administracion de una cantidad eficaz del polipéptido, dAb o antagonista puede reducir la puntuacion artritica media
de la suma de las cuatro patas en el modelo de referencia en raton de artritis inducida por colageno, 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 de un
polipéptido, dAb o antagonista puede retrasar la aparicion de sintomas de artritis en el modelo de referencia en raton
de artritis inducida por colageno, 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 polipéptido, dAb o antagonista puede resultar en una puntuacion artritica media de la suma de las
cuatro patas en el modelo de referencia en ratdén de artritis inducida por colageno 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, o aproximadamente 14 a aproximadamente 15.

En ofras realizaciones, el polipéptido, dAb o antagonista es eficaz en el modelo AARE de artritis en ratén (véase el
documento W02006038027 para detalles del modelo). Por ejemplo, administrando una cantidad eficaz del
polipéptido, dAb o antagonista se puede reducir la puntuacion artritica media en el modelo AARE de artritis en ratén,
por ejemplo, en aproximadamente 0,1 a aproximadamente 2,5, aproximadamente 0,5 a aproximadamente 2,5,
aproximadamente 1 a aproximadamente 2,5, aproximadamente 1,5 a aproximadamente 2,5, o aproximadamente 2 a
aproximadamente 2,5, en comparacion con un control adecuado. En otro ejemplo, la administracion de una cantidad
eficaz del polipéptido, dAb o antagonista puede retrasar la aparicion de los sintomas de artritis en el modelo AARE
de artritis en ratéon en, por ejemplo, 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 polipéptido, dAb
o antagonista puede dar como resultado una puntuacion artritica media en el modelo AARE de artritis en ratén de 0
a aproximadamente 0,5, aproximadamente 0,5 a aproximadamente 1, aproximadamente 1 a aproximadamente 1,5,
aproximadamente 1,5 a aproximadamente 2, o aproximadamente 2 a aproximadamente 2,5.

En otras realizaciones, el polipéptido, dAb o antagonista es eficaz en el modelo AARE de enfermedad inflamatoria
del intestino grueso (IBD) en ratén (véase el documento WO2006038027 para detalles sobre el modelo). Por
ejemplo, administrando una cantidad eficaz del polipéptido, dAb o antagonista se puede reducir la puntuaciéon media
de inflamacion aguda y/o crénica en el modelo AARE de IBD en ratén, por ejemplo, en aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 2,5, aproximadamente 0,5 a aproximadamente 2,5, aproximadamente 1 a aproximadamente 2,5,
aproximadamente 1,5 a aproximadamente 2,5, o aproximadamente 2 a aproximadamente 2,5, en comparacion con
un control adecuado. En otro ejemplo, la administracion de una cantidad eficaz del polipéptido, dAb o antagonista
puede retrasar la aparicion de los sintomas de IBD en el modelo AARE de IBD en ratén en, por ejemplo,
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 polipéptido, dAb o antagonista puede dar
como resultado una puntuacion artritica media en el modelo AARE de IBD en ratén de 0 a aproximadamente 0,5,
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 1, aproximadamente 1 a aproximadamente 1,5, aproximadamente 1,5 a
aproximadamente 2, o aproximadamente 2 a aproximadamente 2,5.

En otras realizaciones, el polipéptido, dAb o antagonista es eficaz en el modelo sulfato sédico dextrano (DSS) de
enfermedad inflamatoria del intestino grueso (IBD) inducida en raton (véase el documento WO2006038027 para
detalles sobre el modelo). Por ejemplo, administrando una cantidad eficaz del polipéptido, dAb o antagonista se
puede reducir la puntuacion media de gravedad en el modelo DSS de IBD en raton, por ejemplo, en
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 2,5, aproximadamente 0,5 a aproximadamente 2,5, aproximadamente 1 a
aproximadamente 2,5, aproximadamente 1,5 a aproximadamente 2,5, o aproximadamente 2 a aproximadamente
2,5, en comparacion con un control adecuado. En otro ejemplo, la administracion de una cantidad eficaz del
polipéptido, dAb o antagonista puede retrasar la aparicion de los sintomas de IBD en el modelo DSS de IBD en ratén
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en, por ejemplo, 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 polipéptido, dAb o antagonista puede dar
como resultado una puntuacién media de gravedad en el modelo DSS de IBD en ratén de 0 a aproximadamente 0,5,
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 1, aproximadamente 1 a aproximadamente 1,5, aproximadamente 1,5 a
aproximadamente 2, o aproximadamente 2 a aproximadamente 2,5.

En realizaciones particulares, el polipéptido, dAb o antagonista es eficaz en el modelo de humo de tabaco en raton
de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD) (véase el documento W0O2006038027 y el documento
WO02007049017 para detalles del modelo). Por ejemplo, la administracion de una cantidad eficaz del ligando puede
reducir o retrasar la aparicién de los sintomas de COPD, en comparacién con un control adecuado.

Estan disponibles sistemas de modelos animales que se pueden utilizar para explorar la eficacia de los antagonistas
del TNFR1 (por ejemplo, ligandos, anticuerpos o proteinas de union de los mismos) para proteger contra o para
tratar la enfermedad. Los procedimientos para ensayar el lupus eritematoso sistémico (LES) en ratones susceptibles
se conocen en la técnica (Knight y col. (1978) J. Exp. Med., 147: 1653; Reinersten y col. (1978) New Eng. J. Med.,
299: 515). La miastenia gravis (MG) se ensaya en ratones SJL/J hembra induciendo la enfermedad con proteina
AchR soluble de otras especies (Lindstrom y col. (1988) Adv. Immunol., 42: 233). La artritis se induce en una estirpe
susceptible de ratdon por inyeccion de colageno tipo Il (Stuart y col. (1984) Ann. Rev. Immunol., 42: 233). Se ha
descrito un modelo por el que se induce un adyuvante de artritis en ratas susceptibles por inyeccion de proteina de
choque térmico micobacteriana (Van Eden y col. (1988) Nature, 331: 171). La tiroiditis se induce en ratones por la
administracion de tiroglobulina como se ha descrito (Maron y col. (1980) J. Exp. Med., 152: 1115). La diabetes
mellitus insulino dependiente (IDDM) se produce naturalmente o puede inducirse en ciertas estirpes de raton tal
como las que describen Kanasawa y col. (1984) Diabetologia, 27: 113. El EAE en ratén y rata sirve como modelo
para la MS humana. En este modelo, la enfermedad desmielinizante se induce por la administracién de proteina
basica de mielina (véase Paterson (1986) Textbook of Immunopathology, Mischer y col., eds., Grune y Stratton, New
York, pp. 179-213; McFarlin y col. (1973) Science, 179: 478: y Satoh y col. (1987) J. Immunol., 138: 179).

En general, los presentes ligandos (por ejemplo, antagonistas) se utilizaran en su forma purificada junto con
vehiculos farmacolégicamente apropiados. Tipicamente, estos vehiculos incluyen soluciones acuosas o
alcoholicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, cualquiera que incluya medios salinos y/o tamponados. Los
vehiculos parenterales incluyen solucion de cloruro sédico, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro sédico y lactato de
Ringer. Se pueden escoger adyuvantes aceptables fisiolégicamente adecuados, si fuera necesario para mantener un
complejo de polipéptidos en suspension, de entre espesantes tal como la carboximetilcelulosa, polivinilpirrolidona,
gelatina y alginatos.

Los vehiculos intravenosos incluyen fluidos y reconstituyentes de nutrientes y reconstituyentes de electrolitos, tal
como los que se basan en dextrosa de Ringer. También puede haber presentes conservantes y otros aditivos, tales
como antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y gases inertes (Mack (1982) Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 162 Edicion). Se pueden utilizar una variedad de formulaciones adecuadas, incluyendo formulaciones de
liberacién extendida.

Los ligandos (por ejemplo, los antagonistas) de la presente invencién se pueden utilizar como composiciones que se
administran por separado, o en conjuncién con otros agentes. Estos pueden incluir varios farmacos inmunoterapicos,
tales como ciclosporina, metotrexato, adriamicina o cisplatino, e inmunotoxina. Las composiciones farmacéuticas
pueden incluir “cécteles” de varios agentes citotdxicos u otros agentes en conjuncién con los ligandos de la presente
invencion, o incluso combinaciones de ligandos de acuerdo con la presente invencién que tienen diferentes
especificidades, tales como ligandos que se seleccionan diferentes antigenos diana o epitopos, estén o no
agrupados antes de la administracion.

La via de administracion de las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencion puede ser cualquiera de
las que conocen comunmente los expertos habituados en la técnica. Como terapia, incluyendo sin limitacién la
inmunoterapia, los ligandos seleccionados de la invencion se pueden administrar a cualquier paciente de acuerdo
con las técnicas de referencia.

La administracion puede ser por cualquier modo apropiado, que incluye la via parenteral, intravenosa, intramuscular,
intraperitoneal, transdérmica, via pulmonar, o también, adecuadamente, por infusién directa con un catéter. La
dosificacion y frecuencia de administracion dependera de la edad, sexo y estado del paciente, administracion
concurrente de otros farmacos, contraindicaciones y otros parametros a tener en cuenta por el médico. La
administracion puede ser local (por ejemplo, suministro local del pulmén por administracion pulmonar, por ejemplo,
administracion intranasal) o sistémica como esté indicado.

Los ligandos de la presente invencion se pueden liofilizar para almacenarlos y reconstituirlos en un vehiculo
adecuado antes de su uso. Esta técnica ha demostrado que es eficaz con inmunoglobulinas convencionales y se
pueden emplear técnicas de liofilizacion y reconstitucion que se conocen en la técnica. Los expertos en la técnica
apreciaran que la liofilizacion y reconstitucion puede dar lugar a varios grados de pérdida de actividad (por ejemplo,
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las inmunoglobulinas convencionales, los anticuerpos IgM tienden a tener una mayor pérdida de actividad que los
anticuerpos IgG) y que los niveles de utilizacion se tienen que ajustar al alza para compensar.

Las composiciones que contienen los presentes ligandos (por ejemplo, antagonistas) o un coctel de los mismos se
pueden administrar para tratamientos profilacticos y/o terapéuticos. En ciertas aplicaciones terapéuticas, una
cantidad adecuada para conseguir al menos una inhibicion parcial, supresion, modulacion, destruccion, o algun otro
parametro medible, de una poblacién de células seleccionadas se define como una “dosis terapéuticamente eficaz”.
Las cantidades que se necesitan para conseguir esta dosificacion dependera de la gravedad de la enfermedad y el
estado general del propio sistema inmunitario del paciente, pero en general varia desde 0,005 a 5,0 mg de ligando,
por ejemplo un dAb o antagonista por kilogramo de peso corporal, siendo las dosis de 0,05 a 2,0 mg/kg/dosis las
mas utilizadas. Para las aplicaciones profilacticas, se pueden administrar las composiciones que contienen los
presentes ligandos o cocteles de los mismos en dosificaciones similares o ligeramente mas bajas, para evitar, inhibir
o retrasar la aparicion de la enfermedad (por ejemplo, para una sostener una remision o inactividad, o para prevenir
una fase aguda). El clinico experto sera capaz de determinar el intervalo de dosificacion apropiado para tratar,
suprimir o prevenir la enfermedad. Cuando un ligando de TNFR1 (por ejemplo, un antagonista) se administra para
tratar, suprimir o prevenir una enfermedad inflamatoria crénica, se puede administrar hasta cuatro veces al dia, dos
veces por semana, una vez 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 ug/kg a aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 10 ug/kg
a aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 10 pg/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 realizaciones particulares, el ligando de TNFR1 (por ejemplo, el antagonista) se
administra para tratar, suprimir o prevenir una enfermedad inflamatoria crénica una vez cada dos semanas o una vez
al mes a una dosis de aproximadamente 10 pg/kg a aproximadamente 10 mg/kg (por ejemplo, aproximadamente 10
ng/kg, aproximadamente 100 pg/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).

El tratamiento o terapia que se lleva a cabo utilizando las composiciones descritas en el presente documento se
considera “eficaz” si se reducen uno o mas sintomas (por ejemplo, en al menos un 10% o al menos un punto en una
escala de evaluacion clinica), con respecto a tales sintomas presentes antes del tratamiento, respecto a tales
sintomas en un individuo (ser humano o modelo animal) que no se trate con tal composicion u otro control
adecuado. Los sintomas variaran obviamente dependiendo de la enfermedad o trastorno al que se dirige, pero
puede medirlo un médico o técnico experto habituado. Tales sintomas se pueden medir, por ejemplo, controlando el
nivel de uno o mas indicadores bioquimicos de la enfermedad o trastorno (por ejemplo, niveles de una enzima o
metabolito correlacionado con la enfermedad, nimero de células afectadas, etc.), controlando las manifestaciones
fisicas (por ejemplo, inflamacién, tamafio tumoral, etc.), o por una escala de evaluacion clinica aceptada, por
ejemplo, la escala de estado de discapacidad expandida (para la esclerosis multiple), el cuestionario de enfermedad
inflamatoria del intestino grueso de Irvine (evaluaciéon de 32 puntos que evalla la calidad de vida con respecto a la
funcién del intestino grueso, sintomas sistémicos, funcion social y estado emocional - la puntuacién varia de 32 a
224, indicando las puntuaciones mas altas una mejor calidad de vida), la escala de calidad de vida en artritis
reumatoide, u otra escala de evaluacién clinica aceptada como se conoce en el campo. Una reduccién sostenida
(por ejemplo, un dia o0 mas, o mas larga) de los sintomas de la enfermedad o trastorno en al menos un 10% o en
uno o mas puntos de una escala clinica determinada es indicativa de un tratamiento “eficaz’. De manera similar, la
profilaxis que se lleva a cabo utilizando una composicién como se describe en el presente documento es “eficaz” si
se retrasa, reduce o abole la apariciéon o gravedad de uno o mas sintomas con respecto a tales sintomas en un
individuo similar (ser humano o modelo animal) que no se trata con la composicion.

Una composicion que contiene un ligando (por ejemplo, un antagonista) o céctel de los mismos de acuerdo con la
presente invencion se puede utilizar en grupos profilacticos y terapéuticos para ayudar en la alteracion, inactivacion,
destruccién o eliminacién de una poblacién diana seleccionada en un mamifero. Ademas, los repertorios
seleccionados de polipéptidos que se describen en el presente documento se pueden utilizar extracorpéreamente, o
in vitro selectivamente para destruir, vaciar o eliminar eficaz mente de otra manera una poblacién celular diana de
una coleccion heterogénea de células. Se puede combinar la sangre de un mamifero de manera extracorpérea con
los ligandos de manera que se destruyan o se eliminen de otra manera las células no deseadas de la sangre para
devolverla al mamifero de acuerdo con técnicas de referencia.

Una composicidon que contiene un ligando (por ejemplo, un antagonista) de acuerdo con la presente invencion se
puede utilizar en grupos profilacticos y terapéuticos para ayudar en la alteracion, inactivacion, destruccion o
eliminacién de una poblacién celular diana seleccionada en un mamifero.
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Los ligandos (por ejemplo, los antagonistas anti-TNFR1, monémeros de dAb) se pueden administrar y/o formular
junto con uno o mas agentes terapéuticos adicionales o agentes activos. Cuando un ligando (por ejemplo, un dAb)
se administra con un agente terapéutico adicional, el ligando se puede administrar antes, simultdneamente con o
posteriormente a la administracion del agente adicional. En general, el ligando y el agente adicional se administran
en una manera que proporciona un solapamiento del efecto terapéutico.

En una realizacion, la invencion es un polipéptido, dAb o antagonista de TNFR1 de acuerdo con la invencion para su
uso en el tratamiento, supresién o prevencion de una enfermedad inflamatoria crénica.

En una realizacion, la invencion es un polipéptido, dAb o antagonista de TNFR1 de acuerdo con la invencion para su
uso en el tratamiento, supresion o prevencion de la artritis (por ejemplo, artritis reumatoide, artritis reumatoide
juvenil, espondilitis anquilosante, artritis psoriasica).

En otra realizacion, la invencion es un polipéptido, dAb o antagonista de TNFR1 de acuerdo con la invencion para su
uso en el tratamiento, supresion o prevencién de la psoriasis.

En otra realizacion, la invencion es un polipéptido, dAb o antagonista de TNFR1 de acuerdo con la invencion para su
uso en el tratamiento, supresion o prevencion de una enfermedad inflamatoria del intestino grueso (por ejemplo,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa).

En otra realizacion, la invencion es un polipéptido, dAb o antagonista de TNFR1 de acuerdo con la invencion para su
uso en el tratamiento, supresion o prevencion de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (por ejemplo,
bronquitis cronica, bronquitis obstructiva cronica, enfisema).

En otra realizacion, la invencion es un polipéptido, dAb o antagonista de TNFR1 de acuerdo con la invencion para su
uso en el tratamiento, supresion o prevencion de la neumonia (por ejemplo, neumonia bacteriana, tal como la
neumonia estafilococica).

La invencién proporciona usos para tratar, suprimir o prevenir otras enfermedades pulmonares ademas de la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica y la neumonia. Las otras enfermedades pulmonares que se pueden tratar,
suprimir o prevenir de acuerdo con la invencion incluyen, por ejemplo, fibrosis quisticas y asma (por ejemplo asma
resistente a esteroides). Por lo tanto, en otra realizacion, la invenciéon en un polipéptido, dAb o antagonista de
TNFR1 de acuerdo con la invencién para su uso en el tratamiento, supresién o prevenciéon de una enfermedad
pulmonar (por ejemplo, fibrosis quisticas, asma).

En realizaciones particulares, un antagonista del TNFR1 se administra por medio de suministro pulmonar, tal como
por inhalacion (por ejemplo, intrabronquial, inhalaciéon intranasal u oral, gotas intranasales) o por suministro
sistémico (por ejemplo, parenteral, intravenoso, intramuscular, intraperitoneal, subcutaneo).

En otra realizacion, la divulgacion es un polipéptido, dAb o antagonista de TNFR1 de acuerdo con la invencion para
su uso en el tratamiento, supresién o prevencién del choque séptico.

En un aspecto mas de la invencién, se proporciona una composicion que comprende un polipéptido, dAb o
antagonista de TNFR1 de acuerdo con la invencion y un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente
aceptable.

Ademas, la presente divulgacion proporciona un polipéptido, dAb o antagonista del TNFR1 o una composicion de
acuerdo con la presente invencion para su uso en el tratamiento de una enfermedad. En una realizacién la
enfermedad es el cancer o una enfermedad inflamatoria, por ejemplo, artritis reumatoide, asma o enfermedad de
Crohn.

FORMATOS

El aumento de la semivida es util en aplicaciones de inmunoglobulinas in vivo, especialmente para los anticuerpos y
mas especialmente para los fragmentos de anticuerpo de pequefio tamafo. Tales fragmentos Fv, Fv unidos por
enlaces disulfuro, Fab, scFv, dAb) sufren un aclaramiento rapido en el cuerpo; por lo tanto, aunque son capaces de
alcanzar la mayoria de las partes del cuerpo rapidamente, y se producen rapidamente y son faciles de manipular,
sus aplicaciones in vivo estan limitadas solamente por su breve persistencia in vivo. Una realizacién de la invencién
resuelve este problema proporcionando un aumento de la semivida de los ligandos in vivo y en consecuencia
tiempos mas largos de persistencia en el cuerpo de la actividad funcional del ligando.

Los procedimientos para los analisis farmacocinéticos y la determinacion de la semivida son familiares para los
expertos en la técnica. Se pueden encontrar los detalles en Kenneth, A y col: Chemical Stability of Pharmaceuticals:
A Handbook for Pharmacists y en Peters y col, Pharmacokinete analysis: A Practical Approach (1996). También se
hace referencia a "Pharmacokinetics”, M Gibaldi & D Perron, published by Marcel Dekker, 2nd Rev. ex edicion
(1982), que describe los parametros farmacocinéticos tales como las semividas t alfa y t beta y el area bajo la curva
(AUC).
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Las semividas (t1/2 alfa y t1/2 beta) y el AUC se pueden determinar a partir de una curva de la concentracion del
ligando en el suero contra el tiempo. Se puede utilizar el paquete de analisis WinNonlin (disponible en Pharsight
Corp., Mountain View, CA94040, USA), por ejemplo, para modelar la curva. En una primer fase (la fase alfa) el
ligando se somete principalmente a la distribucion en el paciente, con alguna eliminacion. Una segunda fase (la fase
beta) es la fase terminal cuando el ligando se ha distribuido y la concentracién en el suero disminuye segun se va
aclarando el ligando 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, en una realizacion, la presente invencion proporciona un ligando o una
composicion que comprende un ligando de acuerdo con la invencion que tiene una semivida ta en el intervalo de 15
minutos o0 mas. En una realizacion el limite inferior del intervalo es de 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 horas, 3
horas, 4 horas, 5 horas, 6 horas, 7 horas, 10 horas, 11 horas o 12 horas. Ademas, o de manera alternativa, un
ligando o composicion de acuerdo con la invencion tendra una semivida ta. en el intervalo de hasta 12 horas
incluidas. En una realizacioén, el limite superior del intervalo es 11, 10, 9 ,8 , 7, 6 o 5 horas. Un ejemplo de un
intervalo adecuado es de 1 a 6 horas, 2 a 5 horas o 3 a 4 horas.

En una realizacion, la presente invencion proporciona un ligando (polipéptido, dAb o antagonista) o una composicion
que comprende un ligando de acuerdo con la invencion que tiene una semivida tp en el intervalo de 2,5 horas o mas.
En una realizacion, el limite inferior del intervalo es de 3 horas, 4 horas, 5 horas, 6 horas, 7 horas, 10 horas, 11
horas, o0 12 horas. Ademas o de manera alternativa, un ligando o composicion de acuerdo con la invencion tiene una
semivida tf en el intervalo de hasta 21 dias incluidos. En una realizacion, el limite superior del intervalo es de 12
horas, 24 horas, 2 dias, 3 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias o 20 dias. En una realizacién, un ligando o composicion de
acuerdo con la invencion tendra una semivida tB en el intervalo de 12 a 60 horas. En una realizacion mas, estara en
un intervalo de 12 a 48 horas. En una realizacién mas, estara en el intervalo de 12 a 26 horas.

Ademas, o alternativamente a los criterios anteriores, la presente invencion proporciona un ligando o una
composicion que comprende un ligando de acuerdo con la invencion que tiene un valor AUC (area bajo la curva) en
el intervalo de 1 mg.min/ml o mas. En una realizacion, el limite inferior del intervalo es 5, 10, 15, 20, 30, 100, 200 o
300 mg.min/ml. Ademas, en una realizacion, el limite superior del intervalo es 500, 400, 300, 200, 150, 100, 75 0 50
mg.min/ml. En una realizaciéon un ligando de acuerdo con la invencién tendra un AUC en el intervalo que se
selecciona de entre el grupo que consiste en el siguiente: 15 a 150 mg.min/ml, 15 a 100 mg.min/ml; y 15 a 50
mg.min/ml.

Los polipéptidos y dAb de la invencion y los antagonistas comprenden los que se pueden formatear para que tengan
un mayor tamafo hidrodinamico, por ejemplo, uniéndose a un grupo PEG, albumina sérica, transferrina, receptor de
transferrina o al menos la parte de unién a la transferrina del mismo, una regién Fc de anticuerpo, o por conjugacion
con un dominio de anticuerpo. Por ejemplo, los polipéptidos, dAb y antagonistas se formatean mas grandes como un
fragmento de unién al antigeno de un anticuerpo o como un anticuerpo (por ejemplo, se formatean como un Fab,
Fab’, F(ab), F(ab’),, IgG, scFv).

El tamafio hidrodinamico de los ligandos (por ejemplo, monémeros y multimeros de dAb) de la invencion se puede
determinar utilizando procedimientos que se conocen bien en la técnica. Por ejemplo, se puede utilizar la
cromatografia por filtracion en gel para determinar el tamario hidrodinamico de un ligando. Las matrices de filtracion
en gel adecuadas para determinar los tamafios hidrodinamicos de los ligandos tal como las matrices de agarosa
reticuladas, se conocen bien y estan disponibles faciimente.

El tamafo de un formato de ligando (por ejemplo, el tamafio de un resto PEG unido a un monémero de dAb), se
puede variar dependiendo de la aplicacién que se desee. Por ejemplo, cuando se pretende que el ligando deje la
circulacién y entre el los tejidos periféricos, es deseable mantener un tamafo hidrodinamico bajo del ligando para
facilitar la extravasacion desde la corriente sanguinea. De manera alternativa, cuando se desea que el ligando
permanezca en la circulacion sistémica durante un periodo de tiempo mas largo el tamafio del ligando se tiene que
aumentar, por ejemplo formateandolo como una proteina tipo Ig.

Extension de la semivida dirigiendo a un antigeno o epitopo que aumenta la semivida in vivo

El tamafio hidrodinamico de un ligando y su semivida en el suero también se puede aumentar conjugando o
asociando un polipéptido, dAb o antagonista de unién al TNFR1 de la invencién a un dominio de unién (por ejemplo,
un anticuerpo o fragmento de anticuerpo) que une un antigeno o epitopo que aumenta la semivida in vivo, como se
describe en el presente documento. Por ejemplo, el agente de union al TNFR1 (por ejemplo, un polipéptido) se
puede conjugar o unir a un anticuerpo anti-seroalbimina o un anticuerpo anti-receptor Fc neonatal o a un fragmento
de anticuerpo, por ejemplo un dAb, Fab, Fab’, o scFv anti-SA o anti-receptor Fc neonatal, o a un aficuerpo anti-SA o
un aficuerpo del receptor Fc neonatal o a un avimero anti-SA, o a un dominio de unién anti-SA que comprende un
armazon que se selecciona de entre, pero preferentemente no limitado al grupo que consisten en CTLA-4, lipocalina,
SpA, un aficuerpo, un avimero, GroEl y fibronectina (véase el documento PCT/GB2008/000453 presentado el 8 de
febrero de 2008 que desvela estos dominios de unién). La conjugacion se refiere a una composicién que comprende
un polipéptido, dAb o antagonista de la invencién que esta enlazado (covalente o no covalentemente) a un dominio
de unién que se une a la albumina sérica.
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Los polipéptidos adecuados que aumentan la semivida en el suero in vivo incluyen, por ejemplo, las proteinas de
fusion agentes neurofarmacéuticos del ligando especifico del receptor de transferrina (véase la Patente de EE. UU.
N° 5.977.307), el receptor celular endotelial capilar, transferrina, receptor de transferrina (por ejemplo, el receptor de
transferrina soluble), insulina, receptor del factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF 1), receptor del factor de
crecimiento tipo insulina 2 (IGF 2) , receptor de insulina, factor X de coagulaciéon sanguinea, a1-antitripsina y HNF
1a. Los polipéptidos adecuados que aumentan la semivida en el suero incluyen también la glucoproteina alfa-1
(orosomucoide; AAQ), antiquimiotripsina alfa-1 (ACT), microglobulina alfa-1 (proteina HC; AIM), antitrombina Il (AT
1), apolipoproteina A-1 (Apo A-1), apolipoproteina B (Apo B), ceruloplasmina (Cp), componente complemento C3
(C3), componente complemento C4 (C4), inhibidor de esterasa C1 (C1 INH), proteina C-reactiva (CRP), ferritina
(FER), hemopexina (HPX), lipoproteina (a) (Lp(a)), proteina de unién a manosa (MBP), mioglobina (Myo),
prealbumina (transtiretina; PAL), proteina de unién al retinol (RBP), y factor reumatoide (RF).

Las proteinas adecuadas de la matriz extracelular incluyen, por ejemplo, colagenos, lamininas, integrinas y
fibronectina. Los colagenos son las proteinas mas importantes de la matriz extracelular. Se conocen actualmente
aproximadamente 15 tipos de moléculas de colageno, que se encuentran en diferentes partes del cuerpo, por
ejemplo, el colageno tipo | (que supone el 90% del colageno del cuerpo) se encuentra en hueso, piel, tendones,
ligamentos, cérnea, érganos internos o el colageno tipo Il que se encuentra en el cartilago, discos vertebrales,
notocorda, y humor vitreo del ojo.

Las proteinas adecuadas de la sangre incluyen, por ejemplo, las proteinas del plasma (por ejemplo, fibrina, a-2
macroglobulina, albimina sérica, fibrinégeno (por ejemplo, fibrinbgeno A, fibrindgeno B), proteina amiloide A sérica,
haptoglobulina, profilina, ubiquitina, uteroglobulina, y B-2-microglobulina), enzimas e inhibidores de enzimas (por
ejemplo, plasminégeno, lisozima, cistatina C, alfa-1-antitripsina e inhibidor de la tripsina pancreatica), proteinas del
sistema inmunitario, tal como proteinas inmunoglobulinas (por ejemplo, IgA, IgD, IgE, IgG, IgM, cadenas ligeras de
inmunoglobulina (kappa/lambda)), proteinas de transporte (por ejemplo, proteina de unién al retinol, o-1
microglobulina), defensinas (por ejemplo, beta-defensina 1, defensina de neutréfilos 1, defensina de neutréfilos 2 y
defensina de neutrdfilos 3) y similares.

Las proteinas adecuadas que se encuentran en la barrera hematoencefalica o en el tejido neuronal incluyen, por
ejemplo, el receptor de melanocortina, mielina, transportador de ascorbato y similares.

Los polipéptidos adecuados que aumentan la semivida en el suero in vivo también incluyen proteinas que se
localizan en el rifion (por ejemplo, policistina, colageno tipo IV, transportador K1 de anién organico, antigeno de
Heymann), proteinas localizadas en el higado (por ejemplo, alcohol deshidrogenasa, G250), proteinas localizadas
en el pulmén (por ejemplo, componente secretor, que se une a la IgA), proteinas localizadas en el corazén (por
ejemplo, HSP 27, que se asocia con cardiomiopatia dilatada), proteinas localizadas en la piel (por ejemplo,
queratina), proteinas especificas del hueso tales como proteinas morfogénicas (BMP), que son un subgrupo de la
superfamilia de proteinas del factor  transformante del crecimiento que han demostrado una actividad osteogénica
(por ejemplo, BMP-2, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7, BMP-8), proteinas especificas de tumores (por ejemplo,
antigeno trofoblastico, receptor herceptina, receptor estrogénico, catepsinas (por ejemplo, catepsina B, que se
puede encontrar en el higado y bazo)).

Las proteinas especificas de enfermedad adecuadas incluyen, por ejemplo, antigenos que se expresan solo en
linfocitos T activados, que incluyen LAG-3 (gen de activacion de linfocitos), ligando de osteoprotegerina (OPGL;
véase Nature 402, 304-309 (1999)), OX40 (un miembro de la familia del receptor de TNF, que se expresa en
linfocitos T activados y especificamente regulado positivamente en las células que producen virus de leucemia tipo |
(HTLV-1) de linfocitos T humanos; véase Immunol. 165 (1):263-70 (2000)). Las proteinas especificas de enfermedad
adecuadas incluyen, por ejemplo, metaloproteasas (asociadas con artritis/canceres) que incluyen CG6512 de
Drosophila, paraplegina humana, FtsH humana, AFG3L2 humana, ftsH murina; y factores de crecimiento
angiogénico, que incluyen factor de crecimiento de fibroblastos acido (FGF-1) factor de crecimiento de fibroblastos
basico (FGF-2), factor de crecimiento endotelial vascular/factor de permeabilidad vascular (VEGF/VPF), factor
transformante del crecimiento-a (TGF ), factor de necrosis tumoral (TNF-a), angiogenina, interleucina-3 (IL-3),
interleucina-8 (IL-8), factor de crecimiento endotelial derivado de plaquetas (PD-ECGF), factor de crecimiento
placentario (P1GF), midkina del factor de crecimiento derivado de plaquetas - BB (PDGF), y fractalquina.

Los polipéptidos adecuados que aumentan la semivida in vivo también incluyen las proteinas de presion tales como
las proteinas de choque térmico (HSP). Las HSP se encuentran normalmente intracelularmente. Cuando se
encuentran extracelularmente, es un indicador de que la célula ha muerto y ha vertido sus contenidos. Cuando se
produce esta muerte celular no programada (necrosis) como resultado de un traumatismo, enfermedad o lesion, las
HSP extracelulares desencadenan una respuesta del sistema inmunitario. La unién a HSP extracelulares puede dar
como resultado la localizacién de las composiciones de la invencion en el sitio de la enfermedad.

Las proteinas adecuadas que estan implicadas en el transporte de Fc incluyen, por ejemplo, el receptor de Brambell
(también conocido como FcRB). Este receptor Fc tiene dos funciones, ambas de las cuales son potencialmente
utiles para el suministro. Las funciones son (1) transporte de IgG de la madre al hijo a través de la placenta (2)
proteccion de la degradacion de IgG prolongando de esta manera su semivida en el suero. Se cree que el receptor
recicla las IgG de los endosomas. (Véase, Holliger y col, Nat Biotechnol 15(7):632-6 (1997)).
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dAb que se unen a la albumina sérica

La invencion en una realizacion proporciona un polipéptido o antagonista (por ejemplo, ligandos especificos duales
que comprenden un dAb anti-TNFR1 (un primer dAb)) que se une al TNFR1 y un segundo dAb que se une a la
albumina sérica (SA), el segundo dAb se une a la SA con una Kp como se determina por resonancia de plasmones
superficialesde 1 nM a1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30,,40, 50, 60, 70, 100, 200, 300, 400 o 500 uM (es decir, x10°a5x 10
4),ode 100nMa10uM,01a5uyMode3a70nMode 10nM a1, 2, 3,4 o5 uM. Por ejemplo 30 a 70 nM como se
determina por resonancia de plasmones superficiales. En una realizacion, el primer dAb (o un monémero de dAb) se
une a la SA (por ejemplo, HSA) con una Kp como se determina por resonancia de plasmones superficiales de
aproximadamente 1, 50, 70, 100, 150, 200, 300 nM o 1, 2 o 3 uM. En una realizacién, para un ligando especifico
dual que comprende un primer dAb anti-SA y un segundo dAb para TNFR1, la afinidad (por ejemplo, la Kp y/o Ko
como se mide por resonancia de plasmones superficiales, por ejemplo utilizando BiaCore) del segundo dAb para
esta diana es desde 1 a 100000 veces (por ejemplo, de 100 a 100000, o 1000 a 100000, o 10000 a 100000 veces)
la afinidad del primer dAb por la SA. En una realizacion, la albumina sérica es albimina sérica humana (HSA). Por
ejemplo, el primer dAb se une a la SA con una afinidad de aproximadamente 10 uM, mientras que el segundo dAb
se une a su diana con una afinidad de 100 pM. En una realizacion, la albumina sérica es albumina sérica humana
(HSA). En una realizacion, el primer dAb se une a la SA (por ejemplo, HSA) con una Kp de aproximadamente 50, por
ejemplo 70, 100, 150 o 200 nM. Los detales de los ligandos especificos duales se encuentran en los documentos
WO003002609, WO04003019 y WO04058821.

Los ligandos de la invencion pueden comprender en una realizacion un dAb que se une a la albumina sérica (SA)
con una Kp como se determina por resonancia de plasmones superficiales de 1 nM a 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 100, 200, 300, 400 o 500 uM (es decir, x 10%a5x 104), 0100nMa10uM,01a5uMo3a70nMo 10 nM
a1,2, 3,405 uM. Por ejemplo 30 a 70 nM como se determina por resonancia de plasmones superficiales. En una
realizacion, el primer dAb ( o un monémero de dAb) se une a la SA (por ejemplo, la HSA) con una Kp como se
determina por resonancia de plasmones superficiales de aproximadamente 1, 50, 70, 100, 150, 200, 300nM o 1,20
3 uM. En una realizacion, el primer y segundo dAb estan unidos por un engarce, por ejemplo un engarce de 1 a 4
aminoacidos o de 1 a 3 aminoacidos, o mayor de 3 aminoacidos o mayor de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15 0 20 aminoacidos.
En una realizacion, se utiliza un engarce mas largo (mas de 3 aminoacidos) para aumentar la potencia (Kp de uno o
ambos dAb en el antagonista).

En realizaciones particulares de los ligandos y antagonistas, el dAb se une a la albumina sérica y compite por la
unioén a la albumina con un dAb que se selecciona de entre el grupo que consiste en

MSA-16, MSA-26 (Véase el documento WO04003019 para desvelar estas secuencias),

DOM7m-16 (SEC ID N° 473), DOM7m-12 (SEC ID N° 474), DOM7m-26 (SEC ID N° 475), DOM7r-1 (SEC ID N° 476),
DOM7r-3 (SEC ID N° 477), DOM7r-4 (SEC ID N° 478), DOM7r-5 (SEC ID N° 479), DOM7r-7 (SEC ID N° 480),
DOM7r-8 (SEC ID N° 481), DOM7h-2 (SEC ID N° 482), DOM7h-3 (SEC ID N° 483), DOM7h-4 (SEC ID N° 484),
DOM7h-6 (SEC ID N° 485), DOM7h-1 (SEC ID N° 486), DOM7h-7 (SEC ID N° 487), DOM7h-22 (SEC ID N° 489),
DOM7h-23 (SEC ID N° 490), DOM7h-24 (SEC ID N° 491), DOM7h-25 (SEC ID N° 492), DOM7h-26 (SEC ID N° 493),
DOM7h-21 (SEC ID N° 494), DOM7h-27 (SEC ID N° 495), DOM7h-8 (SEC ID N° 496), DOM7r-13 (SEC ID N° 497),
DOM7r-14 (SEC ID N° 498), DOM7r-15 (SEC ID N° 499), DOM7t-16 (SEC ID N° 500), DOM7r-17 (SEC ID N° 501),
DOM7r-18 (SEC ID N° 502), DOM7r-19 (SEC ID N° 503), DOM7r-20 (SEC ID N° 504), DOM7r-21 (SEC ID N° 505),
DOM7r-22 (SEC ID N° 506), DOM7r-23 (SEC ID N° 507), DOM7r-24 (SEC ID N° 508), DOM7r-25 (SEC ID N° 509),
DOM7r-26 (SEC ID N° 510), DOM7r-27 (SEC ID N° 511), DOM7r-28 (SEC ID N° 512), DOM7r-29 (SEC ID N° 513),
DOM7r-30 (SEC ID N° 514), DOM7r-31 (SEC ID N° 515), DOM7r-32 (SEC ID N° 516), DOM7r-33 (SEC ID N° 517)
(Véase el documento WO2007080392 para desvelar estas secuencias; los nimeros de SEC ID de este parrafo son
los que aparecen en el documento WO2007080392),

dAb8, dAb 10, dAb36, dAb7r20, dAb7r21, dAb7r22, dAb7r23, dAb7r24, dAb7r25, dAb7r26, dAb7r27, dAb7r28,
dAb7r29, dAb7r30, dAb7r31, dAb7r32, dAb7r33, dAb7h21, dAb7h22, dAb7h23, Ab7h24, Ab7h25, Ab7h26, dAb7h27,
dAb7h30, dAb7h31, dAb2, dAb4, dAb7, dAb11, dAb12, dAb13, dAb15, dAb16, dAb17, dAb18, dAb19, dAb21,
dAb22, dAb23, dAb24, dAb25, dAb26, dAb27, dAb30, dAb31, dAb33, dAb34, dAb35, dAb38, dAb41, dAb46, dAb47,
dAb52, dAb53, dAb54, dAb55, dAb56, dAb7m12, dAb7m16, dAb7m26, dAb7r1, dAb7r3, dAb7r4, dAb7r5, dAb7r7,
dAb7r8, dAb7r13, dAb7r14, dAb7r15, dAb7r16, dAb7r17, dAb7r18, dAb7r19, dAb7h1, dAb7h2, dAb7h6, dAb7h7,
dAb7h8, dAb7h9, dAb7h10, dAb7h11, dAb7h12, dAb7h13, dAb7h14, dAb7p1, y dAb7p2 (véase el documento
PCT/GB2008/000453 presentado el 8 de febrero de 2008 para desvelar estas secuencias). Estas secuencias
también se presentan en la figura 51.

En ciertas realizaciones, el dAb se une a la albumina sérica humana y comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos aproximadamente un 80%, o al menos
aproximadamente un 85%, o al menos aproximadamente un 90%, o al menos aproximadamente un 95%, o al menos
aproximadamente un 96%, o al menos aproximadamente un 97%, o al menos aproximadamente un 98%, o al menos
aproximadamente un 99% con la secuencia de aminoacidos de un dAb que se selecciona de entre el grupo que
consiste en

MSA-16, MSA-26,

DOM7m-16 (SEC ID N° 473), DOM7m-12 (SEC ID N° 474), DOM7m-26 (SEC ID N° 475), DOM7r-1 (SEC ID N° 476),
DOM7r-3 (SEC ID N° 477), DOM7r-4 (SEC ID N° 478), DOM7r-5 (SEC ID N° 479), DOM7r-7 (SEC ID N° 480),
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DOM7r-8 (SEC ID N° 481), DOM7h-2 (SEC ID N° 482), DOM7h-3 (SEC ID N° 483), DOM7h-4 (SEC ID N° 484),
DOM7h-6 (SEC ID N° 485), DOM7h-1 (SEC ID N° 486), DOM7h-7 (SEC ID N° 487), DOM7h-22 (SEC ID N° 489),
DOM7h-23 (SEC ID N° 490), DOM7h-24 (SEC ID N° 491), DOM7h-25 (SEC ID N° 492), DOM7h-26 (SEC ID N° 493),
DOM7h-21 (SEC ID N° 494), DOM7h-27 (SEC ID N° 495), DOM7h-8 (SEC ID N° 496), DOM7r-13 (SEC ID N° 497),
DOM7r-14 (SEC ID N° 498), DOM7r-15 (SEC ID N° 499), DOM7r-16 (SEC ID N° 500), DOM7r-17 (SEC ID N° 501),
DOM7r-18 (SEC ID N° 502), DOM7r-19 (SEC ID N° 503), DOM7r-20 (SEC ID N° 504), DOM7r-21 (SEC ID N° 505),
DOM7r-22 (SEC ID N° 506), DOM7r-23 (SEC ID N° 507), DOM7r-24 (SEC ID N° 508), DOM7r-25 (SEC ID N° 509),
DOM7r-26 (SEC ID N° 510), DOM7r-27 (SEC ID N° 511), DOM7r-28 (SEC ID N° 512), DOM7r-29 (SEC ID N° 513),
DOM7r-30 (SEC ID N° 514), DOM7r-31 (SEC ID N° 515), DOM7r-32 (SEC ID N° 516), DOM7r-33 (SEC ID N° 517)
(los numeros de SEC ID de este parrafo son los que aparecen en el documento WO2007080392),

dAb8, dAb 10, dAb36, dAb7r20, dAb7r21, dAb7r22, dAb7r23, dAb7r24, dAb7r25, dAb7r26, dAb7r27, dAb7r28,
dAb7r29, dAb7r30, dAb7r31, dAb7r32, dAb7r33, dAb7h21, dAb7h22, dAb7h23, Ab7h24, Ab7h25, Ab7h26, dAb7h27,
dAb7h30, dAb7h31, dAb2, dAb4, dAb7, dAb11, dAb12, dAb13, dAb15, dAb16, dAb17, dAb18, dAb19, dAb21,
dAb22, dAb23, dAb24, dAb25, dAb26, dAb27, dAb30, dAb31, dAb33, dAb34, dAb35, dAb38, dAb41, dAb46, dAb47,
dAb52, dAb53, dAb54, dAb55, dAb56, dAb7m12, dAb7m16, dAb7m26, dAb7r1, dAb7r3, dAb7r4, dAb7r5, dAb7r7,
dAb7r8, dAb7r13, dAb7r14, dAb7r15, dAb7r16, dAb7r17, dAb7r18, dAb7r19, dAb7h1, dAb7h2, dAb7h6, dAb7h7,
dAb7h8, dAb7h9, dAb7h10, dAb7h11, dAb7h12, dAb7h13, dAb7h14, dAb7p1, y dAb7p2.

Por ejemplo, el dAb que se une a la albumina sérica humana puede comprender una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos aproximadamente un 90%, o al menos
aproximadamente un 95%, o al menos aproximadamente un 96%, o al menos aproximadamente un 97%, o al menos
aproximadamente un 98%, o al menos aproximadamente un 99% con DOM7h-2 (SEC ID N° 482), DOM7h-3 (SEC
ID N° 483), DOM7h-4 (SEC ID N° 484), DOM7h-6 (SEC ID N° 485), DOM7h-1 (SEC ID N° 486), DOM7h-7 (SEC ID
N° 487), DOM7h-8 (SEC ID N° 496), DOM7r-13 (SEC ID N° 497), DOM7r-14 (SEC ID N° 498), DOM7h-22 (SEC ID
N° 489), DOM7h-23 (SEC ID N° 490), DOM7h-24 (SEC ID N° 491), DOM7h-25 (SEC ID N° 492), DOM7h-26 (SEC ID
N° 493), DOM7h-21 (SEC ID N° 494), DOM7h-27 (SEC ID N° 495) (los numeros de SEC ID de este parrafo son los
que aparecen en el documento W0O2007080392),

dAb8, dAb 10, dAb36, dAb7h21, dAb7h22, dAb7h23, Ab7h24, Ab7h25, Ab7h26, dAb7h27, dAb7h30, dAb7h31,
dAb2, dAb4, dAb7, dAb11, dAb12, dAb13, dAb15, dAb16, dAb17, dAb18, dAb19, dAb21, dAb22, dAb23, dAb24,
dAb25, dAb26, dAb27, dAb30, dAb31, dAb33, dAb34, dAb35, dAb38, dAb41, dAb46, dAb47, dAb52, dAb53, dAb54,
dAb55, dAb56, dAb7h1, dAb7h2, dAb7h6, dAb7h7, dAb7h8, dAb7h9, dAb7h10, dAb7h11, dAb7h12, dAb7h13 y
dAb7h14.

En ciertas realizaciones, el dAb se une a la albumina sérica humana y comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos aproximadamente un 80%, o al menos
aproximadamente un 85%, o al menos aproximadamente un 90%, o al menos aproximadamente un 95%, o al menos
aproximadamente un 96%, o al menos aproximadamente un 97%, o al menos aproximadamente un 98%, o al menos
aproximadamente un 99% con la secuencia de aminoacidos de un dAb que se selecciona de entre el grupo que
consiste en

DOM7h-2 (SEC ID N° 482), DOM7h-6 (SEC ID N° 485), DOM7h-1 (SEC ID N° 486), DOM7h-7 (SEC ID N° 487),
DOM7h-8 (SEC ID N° 496), DOM7h-22 (SEC ID N° 489), DOM7h-23 (SEC ID N° 490), DOM7h-24 (SEC ID N° 491),
DOM7h-25 (SEC ID N° 492), DOM7h-26 (SEC ID N° 493), DOM7h-21 (SEC ID N° 494), DOM7h-27 (SEC ID N° 495)
(los numeros de SEC ID de este parrafo son los que aparecen en el documento W02007080392),

dAb7h21, dAb7h22, dAb7h23, Ab7h24, Ab7h25, Ab7h26, dAb7h27, dAb7h30, dAb7h31, dAb2, dAb4, dAb7, dAb38,
dAb41, dAb7h1, dAb7h2, dAb7h6, dAb7h7, dAb7h8, dAb7h9, dAb7h10, dAb7h11, dAb7h12, dAb7h13 y dAb7h14.

En realizaciones mas particulares, el dAb es un dAb Vk que se une a la albumina sérica humana y tiene una
secuencia de aminoacidos que se selecciona de entre el grupo que consiste en

DOM7h-2 (SEC ID N° 482), DOM7h-6 (SEC ID N° 485), DOM7h-1 (SEC ID N° 486), DOM7h-7 (SEC ID N° 487),
DOM7h-8 (SEC ID N° 496) (los numeros de SEC ID de este parrafo son los que aparecen en el documento
WO02007080392),

dAb2, dAb4, dAb7, dAb38, dAb41, dAb54, dAb7h1, dAb7h2, dAb7h6, dAb7h7, dAb7h8, dAb7h9, dAb7h10, dAb7h11,
dAb7h12, dAb7h13 y dAb7h14.

En realizaciones mas particulares, el dAb es una dAb V4 que se une a la albumina sérica humana y tiene una
secuencia de aminoacidos que se selecciona de entre dAb7h30 y dAb7h31.

En realizaciones mas particulares, el dAb es dAb7h11 o dAb7h14.

En ofras realizaciones, el dAb, ligando o antagonista se une a la albiumina sérica humana y comprende una, dos o
tres CDR de cualquiera de las secuencias de aminoacidos anteriores, por ejemplo, una, dos o tres de las CDR de
dAb7h11 o dAb7h14.

La Vun de camélido que se une a la albumina sérica incluye los que se desvelan en el documento WO 2004/041862
(Ablynx N.V.) y en el documento WO2007080392, tal como la Secuencia A (SEC ID N° 518), Secuencia B (SEC ID
N° 519), Secuencia C (SEC ID N° 520) Secuencia D (SEC ID N° 521), Secuencia E (SEC ID N° 522), Secuencia F
(SEC ID N° 523), Secuencia G (SEC ID N° 524), Secuencia H (SEC ID N° 525), Secuencia | (SEC ID N° 526),
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Secuencia J (SEC ID N° 527), Secuencia K (SEC ID N° 528), Secuencia L (SEC ID N° 529), Secuencia M (SEC ID
N° 530), Secuencia N (SEC ID N° 531), Secuencia O (SEC ID N° 532), Secuencia P (SEC ID N° 533), Secuencia Q
(SEC ID N° 534), estos nimeros de secuencia corresponden a las que se citan en el documento WO2007080392 o o
el documento WO 2004/041862 (Ablynx N.V.). En ciertas realizaciones, la Vyy de camélido se une a la albumina
sérica humana y comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de aminoacidos
de al menos aproximadamente un 80%, o al menos aproximadamente un 85%, o al menos aproximadamente un
90%, o al menos aproximadamente un 95%, o al menos aproximadamente un 96%, o al menos aproximadamente un
97%, o al menos aproximadamente un 98%, o al menos aproximadamente un 99% con el ALB 1 desvelados en el
documento W0O2007080392 o cualquiera de las SEC ID N°° 518-534, estos nimeros de secuencia corresponden a
los citados en el documento W02007080392 o el documento WO 2004/041862.

En algunas realizaciones, el ligando o antagonista comprende un dAb anti-seroalbumina que compite con cualquiera
de los dAb anti-seroalbumina que se desvelan en el presente documento por su unién a la albumina sérica (por
ejemplo, albumina sérica humana).

En una realizacion alternativa, el antagonista o ligando comprende un resto de unién especifico para el TNFR1 (por
ejemplo, un TNFR1 humano), en que el resto comprende secuencias no de inmunoglobulinas como se describe en
la solicitud co-pendiente PCT/GB2008/000453 presentada el 8 de febrero de 2008, la divulgacion de estos restos de
union, sus procedimientos de produccion y seleccion (por ejemplo, a partir de distintas bibliotecas).

Conjugacion a un resto de extension de la semivida (por ejemplo, albumina)

En una realizacion, un (uno o mas) restos de extension de la semivida (por ejemplo, albdmina, transferrina y
fragmentos analogos de los mismos) se conjuga o asocia con el polipéptido de unién al TNFR1, dAb o antagonista
de la invencion. Ejemplos de albumina, fragmentos de albumina o variantes de albumina para su uso en un formato
de union al TNFR1 se describen en el documento WO 2005077042. En particular, se pueden utilizar los siguientes
albumina, fragmentos de albumina o variantes de albumina en la presente invencion:

e SEC ID N° 1 (como se desvela en el documento WO 2005077042);

e Fragmento o variante de albumina que comprende o consiste en los aminoacidos 1-387 de la SEC ID N° 1 del
documento WO 2005077042;

e Albumina, o fragmento o variante de la misma, que comprende la secuencia de aminoacidos que se selecciona
de entre el grupo que consiste en: (a) los aminoacidos 54 a 61 de la SEC ID N° 1 del documento WO
2005077042; (b) los aminoacidos 76 a 89 de la SEC ID N° 1 del documento WO 2005077042; (c ) los
aminoacidos 92 a 100 de la SEC ID N° 1 del documento WO 2005077042; (d) los aminoacidos 170 a 176 de la
SEC ID N° 1 del documento WO 2005077042; (e ) los aminoacidos 247 a 252 de la SEC ID N° 1 del documento
WO 2005077042; (f) los aminoacidos 266 a 277 de la SEC ID N° 1 del documento WO 2005077042; (g) los
aminoacidos 280 a 288 de la SEC ID N° 1 del documento WO 2005077042; (h) los aminoacidos 362 a 368 de la
SEC ID N° 1 del documento WO 2005077042; (i) los aminoacidos 439 a 447 de la SEC ID N° 1 del documento
WO 2005077042; (j) los aminoacidos 462 a 475 de la SEC ID N° 1 del documento WO 2005077042; (k) los
aminoacidos 478 a 486 de la SEC ID N° 1 del documento WO 2005077042; y (I) los aminoacidos 560 a 566 de la
SEC ID N° 1 del documento WO 2005077042.

Mas ejemplos de albumina, fragmentos y analogos adecuados para su uso en un formato de unién al TNFR1 se
describen en el documento WO 03076567. En particular, se pueden utilizar los siguientes albumina, fragmentos o
variantes en la presente invencion:

e Albumina sérica humana como se describe en el documento WO 03076567, por ejemplo, en la figura 3;

e Albumina sérica humana (HA) que consiste en una cadena sencilla no glucosilada de polipéptido de 585
aminoacidos con una féormula de peso molecular de 66.500. Véase, Meloun, y col., FEBS Letters 58:136 (1975);
Behrens, y col., Fed. Proc. 34:591 (1975); Lawn, y col., Nucleic Acids Research 9:6102-6114 (1981); Minghetti, y
col., J. Riol. Chem. 261:6747 (1986));

e Una variante polimoérfica o analogo o fragmento de albumina como se describe en Weitkamp, y col., 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 1-369 y 1-419;

e Un fragmento o variante de albimina como se describe en el documento EP 399666, por ejemplo HA (1-177) y
HA (1-200) y fragmentos entre HA (1-X), donde X es cualquier nimero entre 178 y 199.

Cuando un (uno o mas) restos de extension de la semivida (por ejemplo, albumina, transferrina y fragmentos y
analogos de los mismos) se utilizan para formatear los polipéptidos, dAb y antagonistas de unién al TNFR1 de la
invencion, se puede conjugar utilizando cualquier procedimiento adecuado, tal como , por fusién directa con el resto
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de unioén al TNFR1 (por ejemplo, el dAb anti-TNFR1), por ejemplo, utilizando una construccion Unica de nucledtidos
que codifica una proteina de fusion, en que la proteina de fusién se codifica como una cadena sencilla de polipéptido
con un resto de extensién de la semivida localizado hacia el extremo N o C del resto de unién al TNFR1. De manera
alternativa, la conjugaciéon se puede conseguir utilizando un engarce peptidico entre los restos, por ejemplo un
engarce peptidico como se describe en el documento WO 03076567 o el documento WO 2004003019 (estas
divulgaciones del engarce pueden proporcionar ejemplos para su uso en la presente invencion). Tipicamente, un
polipéptido que aumenta su semivida en el suero in vivo es un polipéptido que se produce naturalmente in vivo y que
resiste la degradacion o retirada por los mecanismos endogenos que eliminan material no deseado del organismo
(por ejemplo, humano). Por ejemplo, un polipéptido que aumenta su semivida en el suero in vivo se puede
seleccionar de entre proteinas de la matriz extracelular, proteinas que se encuentran en la sangre, proteinas que se
encuentran en la barrera hematoencefalica o tejido neuronal, proteinas que se localizan en el rifién, higado, pulmén,
corazon, piel o hueso, proteinas de presion, proteinas especificas de enfermedades, o proteinas implicadas en el
transporte de Fc.

En realizaciones descritas a lo largo de la presente divulgacion, en vez de utilizar un “dAb” anti-TNFR1 en un
antagonista o ligando de la invencién, se contemplan que el experto a que se dirige puede utilizar un polipéptido o
dominio que comprende una o mas de las 3 CDR de un dAb de la invencién que se unen al TNFR1 (por ejemplo, las
CDR injertadas en un armazon o esqueleto de proteina adecuado, por ejemplo, un aficuerpo, un armazén SpA, un
dominio del receptor LDL clase A o un dominio EGF). La divulgacion como un todo se construye en consecuencia
para proporcionar la divulgacion de antagonistas que utilizan tales dominios en lugar del dAb. A este respecto, véase
el documento PCT/GB2008/000453 presentado el 8 de febrero de 2008.

En una realizacion, por lo tanto, un antagonista de la invencién comprende un dominio variable Unico de
inmunoglobulina o un dominio de anticuerpo (dAb) que tiene una especificidad de unién por el TNFR1 o las regiones
determinantes de complementariedad de tal dAb en un formato adecuado. El antagonista puede ser un polipéptido
que consiste en tal dAb, o consiste esencialmente en tal dAb. El antagonista puede ser un polipéptido que
comprende un dAb (o las CDR de un dAb) en un formato adecuado, tal como un formato de anticuerpo (por ejemplo,
un formato tipo IgG, scFv, Fab, Fab’, F(ab’)z), o un ligando especifico dual que comprende un dAb que se une al
TNFR1 y un segundo dAb que se une a otra proteina antigeno o epitopo diana (por ejemplo, albumina sérica).

Los polipéptidos, dAb y antagonistas de acuerdo con la invencién se puede formatear como una variedad de
formatos de anticuerpo adecuados que se conocen en la técnica, tales como, formatos 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
cadenas pesadas y/o ligeras de anticuerpo, fragmentos de union al antigeno de uno cualquiera de los anteriores (por
ejemplo, un fragmento Fv (por ejemplo un Fv de cadena sencilla (scFv), un Fv unido por enlaces disulfuro), un
fragmento Fab, un fragmento Fab’, un fragmento F(ab’)z), un dominio variable Unico (por ejemplo, Vi, Vi), un dAb, y
versiones modificadas de cualquiera de los anteriores (por ejemplo, que se modifican por unién covalente a
polialquilenglicol (por ejemplo, polietilén glicol, polipropilenglicol, polibutilenglicol) u otro polimero adecuado).

En algunas realizaciones, la invencion proporciona un ligando (por ejemplo, un antagonista anti-TNFR1) que tiene un
formato tipo 1gG. Tales formatos tienen la estructura convencional de cuatro cadenas de una molécula de IgG (dos
cadenas pesadas y dos cadenas ligeras), en la que se han remplazado una o mas de las regiones variables (V4 y/o
V) por un dAb de la invencion. En una realizacién, cada una de las regiones variables (2 regiones Vy y 2 regiones
V) se remplazan por un dAb o dominio variable Unico, al menos uno de los cuales en un dAb anti-TNFR1 de
acuerdo con la invencion. Los dAb o los dominios variables Unicos que se incluyen en un formato tipo IgG pueden
tener la misma especificidad. En algunas realizaciones, el formato tipo IgG es tetravalente y puede tener una (solo
anti-TNFR1), dos (por ejemplo, anti-TNFR1 y anti-SA), tres o cuatro especificidades. Por ejemplo, el formato tipo IgG
puede ser monoespecifico y contener 4 dAb que tienen la misma especificidad; biespecifico y comprender 3 dAb que
tienen la misma especificidad y otro dAb que tiene una especificidad diferente; biespecifico y comprender dos dAb
que tienen la misma especificidad y dos dAb 1u3 tienen 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 especificidad diferente del primero, segundo y tercer dAb; o tetraespecifico y comprender
cuatro dAb que cada uno tiene una especificidad diferente. Se pueden preparar fragmentos de unién al antigeno de
los formatos tipo IgG (por ejemplo, Fab, F(ab’),, Fab’, Fv, scFv). En una realizacion, los formatos tipo IgG o
fragmentos de union de los mismos no se unen de manera cruzada con TNFR1, por ejemplo, el formato puede ser
monovalente para TNFR1. Si se desea funcién de citotoxicidad por activacion del complemento o celular
dependiente de anticuerpo (ADCC), el ligando puede ser un formato tipo IgG1. Si se desea, el formato tipo IgG
puede comprender una regién constante mutada (variante de la regiéon constante de cadena pesada de I1gG) para
minimizar la union a los receptores Fc y/o la capacidad de fijar el complemento. (Véase, por ejemplo, Winter y col,
GB 2.209.757 B; Morrison y col., documento WO 89/07142; Morgan y col., WO 94/29351, 22 de diciembre de 1994).

Los ligandos de la invencion (polipéptidos, dAb y antagonistas) se pueden formatear como una proteina de fusion
que contiene un primer dominio variable Unico de inmunoglobulina que se fusiona directamente a un segundo
dominio variable Unico de inmunoglobulina. Si se desea, tal formato puede comprender ademas un resto de
extension de la semivida. Por ejemplo, el ligando puede comprender un primer dominio variable Unico de
inmunoglobulina que se fusiona directamente a un segundo dominio variable Unico de inmunoglobulina que se
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fusiona directamente a un dominio variable Unico de inmunoglobulina que se une a albumina sérica.

En general la orientacion de los dominios del polipéptido que tienen un sitio de unién que se une especificamente a
una diana, y si el ligando comprende un engarce, es un tema de eleccién de disefio. Sin embargo, algunas
orientaciones, con o sin engarces, pueden proporcionar mejores caracteristicas de unién que otras orientaciones.
Todas las orientaciones (por ejemplo, dAb-engarce-dAb2; dAb2-engarce-dAb1) que estan englobadas en la
invencion son ligandos que contienen una orientacion que proporciona las caracteristicas de union deseada que se
puede identificar facilmente por exploracion.

Los polipéptidos y dAb de acuerdo con la invencion, incluyendo monémeros, dimeros y trimeros de dAb que se
pueden unir a una region Fc de anticuerpo, que comprende uno o ambos dominios Cxy2 y Cn3, y opcionalmente una
region bisagra. Por ejemplo, se pueden utilizar vectores que codifican ligandos unidos como una secuencia de
nucledtido sencilla a una region Fc para preparar tales polipéptidos.

La invencidon proporciona ademas dimeros, trimeros y polimeros de los monémeros de dAb mencionados
anteriormente.

SECUENCIAS CON CODON OPTIMIZADO

Como se ha descrito anteriormente, las realizaciones de la invencién proporcionan secuencias de nucleétidos con
codon optimizado que codifican polipéptidos y dominios variables de la invencion. Como se muestra en la ilustracion
posterior, se pueden producir secuencias con codon optimizado con una identidad de aproximadamente el 70% que
codifican el mismo dominio variable (en este caso la secuencia de aminoacidos del dominio variable es idéntico a
DOM1h-131-206). En este caso, las secuencias se optimizaron por expresion en Pichia pastoris (secuencias con
codon optimizado 1-3) o E. coli (secuencias con codon optimizado 4 y 5).

Los inventores llevaron a cabo el calculo teniendo en cuenta la degeneracion del codigo genético y se maximizo el
numero de cambios de nucledtido en cada coddn degenerado codificado por la secuencia de nucledtidos de
DOM1h-131-206 como se muestra en la figura 19 y una secuencia de nucleétidos tedrica que sigue codificando un
dominio variable que es idéntica a DOM1h-131-206. El calculo revelaba que la secuencia tedrica tiene solamente
una identidad del 57% con la secuencia de nucle6tidos de DOM1h-131-206 como se muestra en la figura 19.

Secuencia con coddn optimizado 1

Secuencia de ADN

gaggttcaattgttggaatccggtggtggattggttcaacctggtggttctttgagattgtcctgtgctg
cttceggttttactttegetcacgagactatggtttgggttagacaggcteccaggtaaaggattggaatyg
ggtttcccacattccaccagétggtcaagatccattctacgctgactccgttaagggaagattcactatc
tccagégacaactccaagaacactttgtacttgcagatgaactccttgagagctgaggatactgctgttt
'écéactgtgctttgttgcéaaagagaggaccttggtttgattactggggacagggaactttggttactgt
ttcttce )

Secuencia de AA correspondiente

evqllesggglvgpggslrlscaasgftfahetmvwvrqgapgkglewvshippdggdpfyadsvkgrfti
srdnskntlylgmnslraedtavyhcallpkrgpwfdywgggtlvtvss

e |dentidad de secuencia de nucleétidos del 74,1% respecto a la secuencia WT

Domlh-131-206 con codoén optimizado
Domlh-131-206 WT

Consenso

Domlh-131-206 con codoén optimizado
Domlh-131-206 WT
Consenso

(51)

101

Domlh-131-206 con coddn optimizado (101)
Domlh-131-206 WT (101)

Consenso (101) T

151 : : 200

Domlh-131-206 con coddn optimizado (151)
Domlh-131-206 WT (151) G3 feletid
Consenso (151) ATTCC CC GATGSTCA GATCC TTCTACGC GACTCCST AASGGS G
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(continuacion)

201

Domlh-131-206 con coddn optimizado (201)
Domlh-131-206 WT (201) T : a
Consenso (201) TTCAD ATCOTCC G GACAA

251 393

0P

Domlh-131-206 con coddn optimizado (251)
Domlh-131-206 WT (251) #inacH : b i _
Consenso (251) AC C TG G 6C GAGGA AC GC GT TA CACTGTGC TG T CC

350

Domlh-131-206 con coddn optimizado (301)
Domlh-131-206 WT (301)

Consenso (351)

Secuencia con codén optimizado 2

Secuencia de ADN

gagaadagagaggttcaattgcttgaatctggaggaggtttggtccagecaggagggtcecttcgactaa
gttgtgctgccagtgggtttacgtttgctcatgaaactatggtatgggtccgacaggcacctggtaaagg
tcttgaatgggtttcacatatccctccagacggtcaagacccattttacgctgattccgtgaaaggcaga
tttacaatttcacgagataattctaaaaacaccttgtacttacaaatgaactcattgagagectgaggaca
ctgcagtttatcactgcgctttactaccaaaacgtggaccttggtttgattattggggccaaqgtacgtt
agtgactgttagttct

5 Secuencia de AA correspondiente

ekrevgllesggglvgpggslrlscaasgftfahetmvwvrqapgkglewvshippdggdpfyadsvkgr
ftisrdnskntlylgmnslraedtavyhcallpkrgpwfdywgqgtivtvss

e |dentidad de secuencia de nucleétidos del 71,1% respecto a la secuencia WT

Domlh-131-206 WT

Solo dAb de Pichia MFa 206
Consenso

Domlh-131-206 WT
Solo dAb de Pichia MFa 206 { TR :
Consenso (51) GG GGGICCCT CG CT TGTIGC GCC GG TT AC TITGC C

101 150

Domlh-131-206 WT
Solo dAb de Pichia MFa 206
Consenso (101) ATGA AC ATGGT TGGGTCCG CAGGCACC GG AR GGICT GA TGG

151 200

Domlh-131-206 WT
Solo dAb de Pichia MFa 206
Consenso (151) GT TCACATAT CC CC GA GGTCA GA CC TT TACGC GA TCCGT

201 , . 250

Domlh-131-206 WT
Solo dAb de Pichia MFa 206
Consenso

Domlh-131-206 WT
Solo dAb de Pichia MFa 206
Consenso

301
Domlh-131-206 WT

Solo dAb de Pichia MFa 206 X
Consenso (301) T CT CC AR G GG CCTTGGITTGA TA TGGGG CA GG AC T
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(continuacion)

Domlh-131-206 WT (342)
Solo dAb de Pichia MFa 206 (351)
Consenso (351) GT AC GT T G c

Secuencia con codén optimizado 3

Secuencia de ADN

gaagtgcagcttcttgaaagtggtggagggctagtgcagccagggggatctttaagattatcatgcgctg
'~tcagtggatttaCttttgctcacgagacgatggtctgggtgagacaagctcctggaaaaggtttagagtg )
ggtttctcacattccacctgatggtcaagatcctttctacgcagattccgtcaaaggaagattﬁactatcﬂ 
tccagagataatagtaaaaacactttgtacctacagatgaactcacttagagccgaagataccgctgtgt
accactgcgccttgttgccaaagagaggtccttggttcgattactggggtcagggtactctggttacagt
5 ctcatct

Secuencia de AA correspondiente

evqllesggglvqugslrlscaasgftfahetmvwvrqapgkglewvshlppdqupfyadSVRgrft1
srdnskntlqumnslraedtavyhcallpkrgpwfdngqgtlvtvss

e |dentidad de secuencia de nucleétidos del 72,6% con la secuencia WT

1
Domlh-131-206 WT (1)

Solo dAb Pichia Pre 206 (1) ; 3
Consenso (1) GA GIGCAGCT T GA TGG GGAGG T GT CAGCC GGGGG TC

10

Domlh-131-206 WT (51)
Solo dAb Pichia Pre 206 (51) x
Consenso (51) T G T TC TG GC GCC GGATT AC TTTGC CA GAGACGhA

151 150
Domlh-131-206 WT (101) ot
Solo dAb Pichia Pre 206 (101)
Consenso (101)

Domlh-131-206 WT (151)
Solo dAb Pichia Pre 206 (151)
Consenso (151)

Domlh-131-206 WT (201)
Solo dAb Pichia Pre 206 (201)
Consenso (201)

Domlh-131-206 WT (251)
Solo dAb Pichia Pre 206 (251)
Consenso (251)

Domlh-131-206 WT (301)
Solo dAb Pichia Pre 206 (301)
Consenso (301) AAGAG GG CCTTGGIT GA TACTGGGGTCAGGG AC CTGGT AC GT

-

Domlh-131-206 WT (351)
Solo dAb Pichia Pre 206 (351)
Consenso (351) ¢TC A C

10 Secuencia con coddn optimizado 4

Secuencia de ADN
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gaagtacaactgctggagagceggtggcggectggttcaaccgggtggttecectgegectgtectgtgegy
catctggtttcaccttcgcacacgaaaccatggtgtgggttcgecaagctccgggcaaaggectggaaty
ggtaagccacattcctccagatggccaggacecattctatgeggattccgttaagggtegetttaceatt
tctcgtgataactccaaaaacacectgtacctgcagatgaactcecectgegegecgaggatactgeggtgt
accattgtgcgctgctgcctaaacgtggcccgtggttcgattactggggtcagggtactctggtcaccgt
aagcagc

Secuencia de AA correspondiente

evqllesggglvqugslrlscaasgftfahetmvwvrqapgkglewvshlppdqupfyadsvkgrft1
srdnskntlylgmpslraedtavyhcallpkrgpwifdywgqgtlvtvss

o |dentidad de secuencia de nucleétidos del 76,5% respecto a la secuencia WT

Domlh-131-206 WT
Solo dAb de E. coli Sec 206
Consenso (1) ¢a 6T Ch CTG TGGAG GG GG GGC TGGT CA ﬂC 66 66 TC

531 L0

Domlh-131-206 WT
Solo dAb de E. coli Sec 206
Consenso

101 _ 15&

Domlh-131-206 WT ey
Solo dAb de E. coli Sec 206 L R T 5 D e &%ﬁ@:ﬂ:
Consenso (101) *%?G't‘s&i“f “G‘"i‘& = f’"&y Gl KA G5 CT & V"'-G?”I £a

151
Domlh-131-206 WT =
Solo dAb de E. coli Sec 206
Consenso

Domlh-131-206 WT
Solo dAb de E. coli Sec 206
Consenso

Domlh-131-206 WT
Solo dAb de E. coli Sec 206
Consenso

Domlh-131-206 WT :
Solo dAb de E. coli Sec 206 (301) ?'%M‘ “m{:u. G“ ..‘“C‘“:‘?? B ?.:: N ?\ s
Consenso (301) AR G GG CC TGGIT GA TAPIGGGGTF‘.'&EGG A CTGLTCRCCGT

Domlh-131-206 WT
Solo dAb de E. coli Sec 206
Consenso

Secuencia con coddén optimizado 5

Secuencia de ADN

gaggttcaactgctggaatctggtggtggtctggtacaaccgggtggttecctgegtetgagetgtgeag

cctctggtttcaccttcgetcatgagaccatggtttgggtacgécaggctccgggtaaaggectggagtyg

ggtaagccatatccctcctgatggtcaggaccegttctatgetgattecgtcaaaggecgttttaccecatt
ctcgtgacaacagcaaaaacactctgtacctgcaaatgaactccctgcgtgcagaagacacggcggttt

atcactgtgcactgctgccaaaacgcggcccttggttcgactactggggccagggtactctggtcactgt
atcttct

Secuencia de AA correspondiente

evqllesggglvqugslrlscaasgftfahetmvwvrqapgkglewvshlppdqupfyadsvkgrft1
10 srdnskntlylgnnslraedtavyhcallpkrgpwfdywgggtlvtvss

e |dentidad de secuencia de nucleétidos del 78,4% con respecto a la secuencia WT
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Domlh-131-206 WT
Solo dAb de E. coli IC 206
Consenso

Domlh-131-206 WT
Solo dAb de E. coli IC 206
Consenso

Domlh-131-206 WT
Solo dAb de E. coli IC 206
Consenso

Domlh-131-206 WT
Solo dAb de E. coli IC 206
Consenso

Domlh-131-206 WT
Solo dAb de E. coli IC 206
Consenso

Domlh-131-206 WT
Solo dAb de E. coli IC 206
Consenso

Domlh-131-206 WT
Solo dAb de E. coli IC 206
Consenso

Domlh-131-206 WT

Solo dAb de E. coli IC 206
Consenso

Ejemplificacion
Ejemplo A: Seleccion de candidatos y Caracterizacion de dominios de anticuerpo contra el TNFR1 humano

Los dominios de anticuerpo que se generaron se derivaron de bibliotecas de fagos. Tanto las selecciones solubles y
ensayos de seleccion del TNFR1 humano que se absorbe pasivamente se llevaron a cabo de acuerdo con
procedimientos de referencia relevantes. El TNFR1 humano se adquiri6 como una proteina recombinante soluble o
bien en R&D Systems (Cat N° 636-R1-025/CF) o en Peprotech (Cat n° 310-07) y, o se utilizé directamente (en el
caso de selecciones pasivas) o tras la biotinilacion utilizando el acoplamiento por medio aminas primarias seguido
por un control de calidad de su actividad en un ensayo bioldgico y un analisis de su PM y extension de biotinilacion
por espectrometria de masas. Tipicamente se llevaron a cabo 3 rondas de seleccién utilizando niveles decrecientes
de antigeno en cada nueva ronda.

Los resultados de las selecciones se exploraron por ELISA de fago en cuanto a la presencia de clones de union anti-
TNFR1. Se aisl6 el ADN a partir de estas selecciones de fagos y se subclonaron en un vector de expresion para la
expresion de fragmentos de dAb solubles. Los fragmentos de dAb solubles se expresaron en placas de 96 pocillos y
los sobrenadantes se utilizaron para explorar la presencia de dAb de unién anti-TNFR1, o bien se utilizé un ELISA
de unién directo con deteccién anti-c-myc o BlIAcore™ utilizando un chip BIAcore™ TNFR1 biotinilado/estreptavidina
y se ordenaron de acuerdo con las tasas de disociacion.

Las moléculas candidatas, que se describen posteriormente, se derivaron del dAb parental, que se design6 DOM1h-
131 (desvelado en el documento WO2006038027). Esta molécula se selecciond de la biblioteca de presentacion en
fagos tras 3 rondas de seleccion utilizando 60 nM de antigeno biotinilado. Se alternaban perlas Dyna revestidas de
estreptavidina o neutravidina como reactivos de captura en cada ronda de selecciéon para evitar la seleccion de
agentes de union para la estreptavidina o neutravidina. La potencia del candidato DOM1h-131 en este estadio
estaba en el intervalo micromolar inferior como se determinaba por el ensayo celular de liberacion de fibroblastos
MRC-5/IL-8. La cinética de unidon que se determinaba por BlAcore™ tipicamente presentaba velocidades de
asociacién/disociacion rapidas. Los niveles de expresion en E. coli de esta molécula candidata DOM1h-131, como
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monémero marcado con myc en el extremo C estaba en la region de los 8 mg/l.
Maduracion de afinidad de los candidatos:

El DOM1h-131 se llevé a maduracion de afinidad para generar mutantes con potencia mas alta y caracteristicas
biofisicas mejoradas (véase la Figura 3 para las secuencias de aminoacidos de los candidatos derivados de DOM1h-
131) Tras la generacion de un biblioteca propensa a errores (numero medio de cambios de 1 aminoacido por
secuencia de dAb, tamafo de biblioteca 8 x 10") utilizando una polimerasa PCR propensa a errores (Genemorph I,
Stratagene), se llevaron a cabo siete rondas de seleccion utilizando estas bibliotecas propensas a errores. Esta
estrategia daba lugar al aislamiento del clon DOM1h-131-8, una molécula en la que cambios en 4 aminoacidos (uno
en el armazén 1 (FR1), uno en la CDR1, uno en la CDR3 y uno en FR4) daba una mejoria de la potencia de 100
veces segun se mide con un ensayo celular con MRC-5 (~ 4 nM). En este ensayo, las células MRC-5 se incubaron
con las muestras de ensayo durante una hora y luego se afiadié el TNF-a (200 pg/ml). Después de una noche de
incubacion se determind la liberacion de IL-8 utilizando un ensayo de deteccion celular ABI 8200 IL-8 (FMAT). Se
incluyd una curva de dosis de TNF-a en cada experimento. La concentracion de TNF-a que se utilizé para competir
con la union del dAb al TNFR1, (200 pg/ml) era aproximadamente del 70% de respuesta de TNF-a. maxima en este
ensayo.

Con el fin de mejorar mas la potencia, se diversificaron las posiciones de aminoacidos Unicos por mutagénesis
dirigida por oligos en las posiciones clave sugeridas por la informacion del consenso propenso a errores del
candidato. Durante este proceso se aislo una version mejorada del clon DOM1h-131-8, el DOM1h-131-24 (llamado
originalmente DOM1h-131-8-2 antes de la correcciéon) por medio de exploracion por BlAcore™ que tenia una
mutacion de aminoacido Unica K94R (numeracién de aminoacidos de acuerdo con Kabat) y una potencia RBA de
200-300 pM.

Se generaron mas bibliotecas propensas a error basandose en este candidato y la biblioteca NNS de la que se
derivaba y se sometieron a tres rondas de selecciones por fago utilizando el tratamiento por calor (para el
procedimiento, véase Jespers L, y col., Aggregationresistant domain antibodies selected on phage by heat
denaturation. Nat Biotechnol. 2004 Sep;22(9):1161-5). Durante esta seleccion, las bibliotecas se agruparon y los
clones derivados de la ronda dos de la seleccion produjeron dAb tales como el DOM1h-131-53 que se consideré que
era el mas estable al calor. Se hizo la hipétesis de que estos clones poseian mejores caracteristicas biofisicas. Se
llevaron a la linea germinal algunas mutaciones del armazén en el clon DOM1h-131-53 para generar el clon DOM1h-
131-83. Este clon formaba la base para posterior diversificacion por medio de mutagénesis de CDR individual
dirigida por oligos o bien utilizando una estrategia de selecciéon por presentacion en fagos como se ha descrito
anteriormente o utilizando la tecnologia de compartimentacion in vitro utilizando emulsiones. La estrategia de
presentacion en fagos da lugar al DOM1h-131-117 y DOM 1 h-131-151. La tecnologia de compartimentacion in vitro
generé el DOM1h-131-511.

En este estadio se compararon estos tres candidatos en ensayos biofisicos y biolégicos y el DOM1h-131-511 era la
molécula con las mejores propiedades. Ademas, estas moléculas se ensayaron en cuanto a su resistencia a la
escision proteolitica en presencia de tripsina o leucozima. La leucozima consiste en un grupo de esputos de
pacientes con fibrosis quistica y contiene altos niveles de elastasa y otras proteasas y se utilizé como un sustituto de
las condiciones in vivo en enfermedades pulmonares. Estos datos indicaban que los tres candidatos DOM1h-131-
117, DOM1h-131-151 y DOM1h-131-511 se degradaron rapidamente en presencia de tripsina o leucozima. Este
hallazgo creaba preocupaciones acerca de la persistencia in vivo del DOM1h-131-511 cuando se desarrollé en el
paciente una estrategia para seleccionar una resistencia mejorada a la tripsina. Se hizo la hipétesis de que tal
resistencia mejorada a la tripsina podria tener un efecto beneficioso sobre otras propiedades biofisicas de la
molécula. Esencialmente, el procedimiento de seleccion por fagos de referencia se modificd para permitir la
seleccion en presencia de proteasas antes de la seleccion sobre antigeno. En este extremo, se cred un nuevo vector
fago en el que se elimind el marcador c-myc para permitir las selecciones en presencia de tripsina sin escindir el dAb
presentado del fago. Se generaron bibliotecas propensas a error basadas en DOM1h-131-511 y se clonaron en el
vector pDOMS33 (véase la Fig. 50 para el mapa del vector pDOMS33). Las reservas de fagos generadas de esta
biblioteca se pre-trataron con o 1 mg/ml o 100 pg/ml de tripsina a 37 °C durante 24 horas, posteriormente se afiadio
un inhibidor de proteasa que era el inhibidor de proteasa completo de Roche (2x) para bloquear la actividad de la
tripsina antes de la seleccion sobre el antigeno relevante. Se llevaron a cabo cuatro rondas de seleccion. Se evalué
el TNFR1 soluble que se expresé unido a dAb utilizando el BIAcore™ en cuanto a su capacidad para unirse al
TNFR1 con o sin la presencia de proteasas durante incubaciones de una hora o de una noche a 37 °C en presencia
o ausencia de tripsina (a 100 ug/ml o 1000 pg/ml de concentracion final de tripsina).

Esto dio lugar al aislamiento de dos moléculas candidatas DOM1h-131-202 y DOM1h-131-206 que demostraron una
resistencia a proteasas mejorada como se demostraba por experimentos BlAcore™ de unién al antigeno. Es
interesante sefalar que el DOM1h-131-202 contenia solo una mutacién en la CDR2 (V53D), (toda la numeracion de
aminoacidos son de acuerdo con Kabat) en comparacion con el DOM1h-131-511, mientras que el DOM1h-131-206
contenia solo dos mutaciones; la primera mutacion es la misma que en DOM1h-131-202 (mutacién V53D en CDR2)
y la segunda es una mutacion Y91H en FR3 (véase la Figura 3). Esta mutaciéon Y91H en FR3 se produce en el gen
de la linea germinal 3-20 lo que indica que este resto se encuentra en anticuerpos humanos. Los tres clones
DOM1h-131-511, DOM1h-131-202 y DOM1h-131-206 tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en la
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Figura 3.
La actividad de las moléculas se determiné como posteriormente:

Evaluacion BlAcore™ de afinidad de union de DOM1h-131-202, DOM1h-131-511 y DOM1h-131-206 en cuanto a
la unién al TNFR1 humano.

Las afinidades de union de DOM1h-131-202, DOM1h-131-511 y DOM1h-131-206 de la union al TNFR1 humano
expresado en E. coli se evalué por analisis BIAcore™. El analisis se llevd a cabo utilizando el TNFR1 humano
biotinilado. Se revistié con 1400 UR de TNFR1 biotinilado un chip de estreptavidina (SA). La superficie se regenero
para volver a la linea base utilizando condiciones de eluciéon con un acido débil. El DOM1h-131-202, DOM1h-131-
511 y DOM1h-131-206 se pasaron por encima de esta superficie a concentraciones definidas utilizando una
velocidad de flujo de 50 pl/min. El trabajo se llevo a cabo en una maquina BlAcore 3000 y los datos se analizaron y
ajustaron al modelo de unién 1:1. Los datos de unidn se ajustaron bien al modelo 1:1 en todas las moléculas
ensayadas. Se calcularon todos los valores de Kp a partir de las tasas kon Y ko. LOS procesos BlAcore™ se llevaron
a cabo a 25 °C.

Los datos posteriores se produjeron a partir de tres experimentos independientes. En cada experimento los
resultados se calcularon promediando un ndmero d ajustes utilizando las concentraciones de dAb mas altas para kd
y las concentraciones mas bajas de ka. Los datas se presentan como la media y la desviaciéon estandar (entre
paréntesis) de los resultados (Tabla 1).

Tabla 1: Datos del BIAcore™ para la unién de DOM1h-131-202, DOM1h-131-511 y DOM1h-131-206 al TNFR1

humano
Kon Kot Kb (nM)
DOM1H-131-511 (511) 5,03E+05 (1,07E+05) 5,06E-04 (1,01E-04) 1,07 (0,44)
DOM1H-131-202 (202) 1,02E+06 (2,69E+05) 5,42E-04 (3,69E-05) 0,55 (0,11)
DOM1H-131-206 (206) 1,55E+06 (3,57E+05) 7,25E-04 (1,95E-04) 0,47 (0,06)

El DOM1h-131-202, DOM1h-131-511 y DOM1h-131-206 se unen similarmente, y con alta afinidad al TNFR1
humano. EI DOM1h-131-202 y DOM1h-131-206 se unen con afinidades medias de 0,55 nM y 0,47 nM
respectivamente. Ambos DOM1h-131-202 y DOM1h-131-206 tienen una afinidad ligeramente mejor en comparacion
con el DOM1h-131-511 que tiene una afinidad media de 1,07 nM.

Ensayo de union al receptor:

La potencia de los dAb se determiné contra el TNFR1 humano en un ensayo de union al receptor. Este ensayo mide
la union del TNF-a al TNFR1 y la capacidad del dAb soluble para bloquear esta interaccion. La fusiéon TNFR1-FC se
captura en una perla pre-revestida con anti-lgG humana de cabra (H&L). Las perlas revestidas con el receptor se
incubaron con TNF-alfa (10 ng/ml), dAb, anti-TNF-alfa conjugada con biotina y estreptavidina Alexa flior 647 en
placas de fondo transparente con caras negras de 384 pocillos. Tras 6 horas la placa se leyd en un sistema de
deteccion celular ABI 8200 y se determind la fluorescencia asociada a las perlas. Si el dAb bloquea la union del
TNF-alfa al TNFR1 la intensidad de la fluorescencia se reducira.

Se analizaron los datos utilizando el software de analisis ABI 8200. Los valores de las curvas del efecto de la
concentracion y la potencia (CEsp) se determinaron utilizando el Prism GraphPad y una curva de respuesta a la dosis
sigmoidea con pendiente variable. El ensayo se repitid en tres ocasiones por separado. Se incluyé una curva de
dosis de TNF-alfa en cada experimento (Figuras 38 y 39). La concentracién de TNF-alfa que se utiliza para competir
con la unién del dAb al TNFR1 (10 ng/ml) es aproximadamente el 90% de la respuesta maxima de TNF-alfa en este
ensayo.

En la figura 39 se muestra un grafico representativo que muestra la capacidad de los dAb para inhibir la unién del
TNF-alfa al TNFR1. En los tres experimentos las muestras de control negativo (HEL4, una lisozima anti-dAb de clara
de huevo de gallina y una falsa Vy) inhiben débilmente la interaccion entre TNF-alfa y el TNFR1 a altas
concentraciones. Los valores de potencia media (ECso) para las muestras de ensayo y los controles positivos (mAb
anti-TNFR1 que se obtiene en R&D Systems, mAb225) y Enbrel™ (etanercept; una fusion dimérica que consiste en
TNFR2 unido a la parte Fc de IgG1; aprobado para el tratamiento de la artritis reumatoide) como se muestra en el
Tabla 2.
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Tabla 2: Valores de potencia (CEso) para DOM1H-131-202, DOM1H-131-206 y DOM1H-131-511 en un ensayo de
union al receptor del TNFR1 para tres experimentos repetidos.

Muestra CEso media (nM) SEM
DOM1H-131-202 0,11 0,008
DOM1H-131-206 0,07 0,01
DOM1H-131-511 0,19 0,01

Enbrel ™ (Etanercept) 0,20 0,07
Anti-TNFR1 mAb n® mAb225 0,08 0,003

En este ensayo, el DOM1H-131-206 aparece mas potente que los otros dos dAb que se ensayan y tiene una
potencia similar al mAb anti-TNFR1 disponible comercialmente, el MAB225 (R & D Systems).

La expresion de los clones candidatos a partir de Pichia pastoris se llevé a cabo como se describe a continuacion:
La secuencia de aminoacidos primaria de las tres moléculas candidatas se utilizd para producir genes con codon
optimizado para la expresion segregada en Pichia pastoris. Hay una identidad de secuencia del 75% entre el
DOM1H-131-206. Los tres genes sintéticos se clonaron en el vector de expresion pPIC-Za (de Invitrogen) y luego se
transformaron en dos cepas de Pichia, X33 y KM71H. Las células transformadas se colocaron en placas en
concentraciones crecientes de Zeocina (100, 300, 600 y 900 pg/ml) para seleccionar clones con multiples
integrantes. Se seleccionaron aproximadamente 15 clones para cada linea celular y construccion para la exploracion
de expresion. Como la correlacion entre el nimero alto/bajo de copias del gen y el nivel de expresion no se
comprende totalmente en Pichia pastoris, se escogieron varios clones a través del intervalo de concentracion de
Zeocina. Se llevaron a cabo ejecuciones en fermentador de 5 | utilizando clones que no se habian explorado
extensamente en cuanto a alta productividad. Esto permitié la produccién de cantidades significativas de material
para estudios posteriores.

Produccién de material para la caracterizaciéon de proteinas:

Se han utilizado extensamente resinas de cromatografia basada en Proteina A para purificar mAb Vy a partir de los
sobrenadantes de cultivos bacterianos. Aunque esto permite un procedimiento de purificacion en una etapa para
producir material de alta pureza, habitualmente > 90% en la mayoria de los casos, para algunas moléculas las
condiciones de elucion con pH bajo puede dar lugar a la formacién de agregados. También existe el problema de la
limitada capacidad de las resinas de afinidad para los dAb; esto significaria que el uso de cantidades significativas
de resina para procesar a partir de los fermentadores. Con el fin de producir un material de alta calidad para la
caracterizacion y mas estabilidad y los estudios de nebulizador, se ide6 un proceso de purificacion corriente abajo
utilizando una resina de induccién de carga modal mezclada como la primera etapa de captura seguida por un
intercambio anidnico. Sin una optimizacion significativa, esto permite la recuperacion de ~ 70% del dAb que se
expresa a una pureza de ~ 95%.

Para la etapa de captura en la resina de induccion de carga modal mezclada, se lleva a cabo la columna de
equilibrio, Capti MMC de GE Healthcare, utilizando 50 mM de fosfato sédico pH 6,0 y se carga el sobrenadante sin
que necesite dilucion o ajuste del pH. Tras lavar la columna, la proteina se eluye con un gradiente de pH utilizando
un tampon de elucién que es de Tris 50 mM a pH 9,0. El lavado especifico y las condiciones de gradiente variaran
ligeramente dependiendo del pl de la proteina que se va a eluir.

El pico de eluido se purifica mas entonces con un flujo por medio de una etapa que utiliza cromatografia de
intercambio anidnico. Esto elimina la contaminacion HMW residual tal como la alcohol oxidasa y recude endotoxinas.
La resina se equilibra con o bien PBS o tampon fosfato pH 7,4 sin sal. Con la carga del eluido a partir de la Capto
MMC en la resina de intercambio anionico el dAb no se une y se recupera del flujo. Las endotoxinas y otros
contaminantes se unen a la resina. La presencia de sal si se utiliza tampon PBS mejora la recuperacion de proteina
al 91% para esta etapa mas que el 86% de recuperacion que se consigue sin sal. Sin embargo la presencia de sal
reduce la eficacia de la eliminacion de endotoxina tal que tipicamente se midié un nivel de endotoxina de dAb
después de esa etapa con la inclusién de sal como 58 EU/ml en comparacion con un nivel de < 1,0 EU/ml que se
obtiene cuando no esta presente la sal.

Caracterizacion de Proteinas:

El material producido de las ejecuciones en fermentador de 5 | se caracterizé en cuanto a la identidad utilizando
espectrometria de masas con electropulverizacion, secuenciacion del extremo amino y enfoque isoeléctrico y en
cuanto a la pureza utilizando SDS-PAGE, SEC y el kit de tinciéon de glucoproteinas Gelcode (Pierce).
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Identidad:

El analisis de la secuencia del extremo amino de los primeros cinco restos de cada proteinas, era como se esperaba
(EVQLL...). Se llevd a cabo la espectrometria de masas en muestras de las proteinas que habian sido
intercambiados con tampdn en 50:50 H.O:acetonitrilo que contenia un 0,1% de acido acético glacial utilizando C4
Zip-tips (Millipore). La masa medida para cada una de las tres proteinas estaba en 0,5 Da de la masa tedrica
basandose en la secuencia de aminoacidos primario (calculado utilizando masas medias) cuando se permite una
diferencia de masas de -2 a partir de la formacién del enlace disulfuro interno. Se utilizé IEF para identificar las
proteinas basandose en su pl que era diferente para cada proteina.

Pureza:

Las tres proteinas se cargaron en geles de SDS-PAGE no reductor en cantidades de 1 ug y 10 pg por duplicado. Se
observé una sola banda en todos los casos. Se llevé a cabo también una cromatografia de exclusion por tamafio
para demostrar los niveles de pureza. Para la cromatografia de exclusion por tamario (SEC) se cargaron 100 pg de
cada proteina en una columna TOSOH G2000 SWXL con un flujo de 0,5 ml/min. La fase movil era PBS/10% de
etanol.

Investigacion de estabilidad de dAb para la seleccion de candidatos:

Para la indicacion en COPD, seria necesario suministrar el dAb en el pulmén, por ejemplo utilizando un dispositivo
nebulizador. Esto significaria que la proteina podria potencialmente experimentar un intervalo de tensién por
cizalladura y térmica dependiendo del tipo de nebulizador que se utilice y podria estar sometida a degradacion
enzimatica por las proteasas del ambiente pulmonar. Se determiné si la proteina se podia suministrar utilizando este
tipo de dispositivo, formar la distribucidon correcta de tamafo de la particula y si permanecia funcional después del
suministro con nebulizador. Por lo tanto, se investigd la estabilidad intrinseca de cada molécula en un intervalo de
presiones fisicas para determinar la linea base de estabilidad y la mayoria de los ensayos sensibles que indican la
estabilidad. Como la estabilidad de cada proteina dependera de la solucién tampén en la que se solubiliza, era
necesario hacer algun trabajo pre-formulacion. Esta informacion, tal como el tampdn, pH, también seria util para
entender la estabilidad de la proteina durante el proceso de purificacion corriente abajo y el almacenamiento
posterior. Con el fin de caracterizar los cambios en las moléculas durante la exposicién a un intervalo de presiones
fisicas, se utilizé un intervalo de técnicas analiticas tal como la cromatografia de exclusion por tamafio (SEC), SDS-
PAGE y enfoque isoeléctrico (IEF).

Evaluacion de la estabilidad a la proteasa de DOM1H-131-202, DOM1H-131-511 y DOM1H-131-206:

La estabilidad a la proteasa de DOM1H-131-202, DOM1H-131-511 y DOM1H-131-206: se evalu6 por el analisis
BlAcore™ de la actividad de union residual tras la pre-incubacién durante puntos de tiempo definidos en un exceso
de proteasas. Se revistié con aproximadamente 1400 UR de TNFR1 biotinilado un chip de estreptavidina (SA). Se
incubaron 250 nM de DOM1H-131-202, DOM1H-131-511 y DOM1H-131-206 con tampén PBS solo o con 100 pg/ml
de tripsina, elastasa o leucozima durante 1, 3, y 24 horas a 30 °C. La reaccion se paré por la adiciéon de un coctel de
inhibidores de proteasa. Las mezclas dAb/proteasa se pasaron entonces sobre el chip revestido con TNFR1
utilizando una sustraccion celular de referencia. La superficie del chip se regeneré con 10 ul de glicina 0,1 M a pH
2,2 entre cada ciclo de inyeccioén. La fraccion de DOM1H-131-202, DOM1H-131-511 y DOM1H-131-206 unida al
TNFR1 humano (a 10 segundos) que se pre-incubaron con proteasas se determind con respecto a la unién del dAb
sin proteasas. Se llevé a cabo las ejecuciones de BIAcore™ a 25 °C.

Los datos se produjeron a partir de tres experimentos independientes. El grafico de barras indica valores medios y
las barras de error indican la desviacion estandar de los resultados (para los resultados véase la Figura 24).

Se descubrié que DOM1H-131-202 y DOM1H-131-206 tenian una resistencia mayor a la degradacion proteolitica
por tripsina, elastasa o leucozima en comparacién con el DOM1H-131-511. La diferencia entre DOM1H-131-202 y
DOM1H-131-206 en comparacion con DOM1H-131-511 es mas pronunciada tras 1 hora con tripsina y tras 3 horas
con elastasa o leucozima.

Estabilidad térmica segun se determina utilizando DSC:

Con el fin de determinar el pH en el que las moléculas tenian la mayor estabilidad, se utilizé un calorimetro de
seleccion diferencial (DSC) para medir las temperaturas de fusion (Tn) de cada dAb en un tampén de Britton-
Robinson. Como el Britton-Robinson esta compuesto de tres sistemas de componentes tampén (acetato, fosfato o
borato), es posible producir un intervalo de pH desde 3 - 10 en la misma solucion. Se determiné el pl tedrico de la
secuencia de aminoacidos primaria de las proteinas. Con el DSC se encontré que el pH al que los dAb tenian sus
mayores estabilidades térmicas intrinsecas era con un pH 7 para DOM1H-131-202 (202), pH 7-7,5 para DOM1H-131-
206 (206) y pH 7,5 para DOM1H-131-511 (511). Para los posteriores trabajos de presion y estabilidad se utilizaron
los siguientes pH para cada dAb; para DOM1H-131-202 (202) y DOM1H-131-206 (206) pH 7,0 y para DOM1H-131-
511 (511) pH 7,5 en tampodn de Britton-Robinson. Los resultados se resumen en la Tabla 3 a continuacion:
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Tabla 3: Resumen del pH y Tm de DOM1H-13I-202 (202), DOM1H-131-206 (206) y DOM1H-131-511 (511) segun se
determinan por DSC en tampén de Britton-Robinson a 1 mg/ml

pH que da la mayor estabilidad Tm (°C) del dAb al pH
dAb L T .
térmica intrinseca determinado
DOM1H-131-202 (202) 7,0 68,6
DOM1H-131-206 (206) 7,0-7,5 65,8
DOM1H-131-511 (511) 7,5 58,0

Ensayo de la solubilidad intrinseca:

Todos los dAb candidatos se concentraron en concentradores Vivaspin por centrifugacion (punto de corte 5 K), para
determinar su solubilidad maxima y los niveles de recuperacién con la concentracion. Los experimentos se llevaron a
cabo en tampoén de Britton-Robinson y el pH mas estable. Los volumenes y concentraciones de la muestra se
midieron durante un curso de tiempo y se registro la desviacion de la concentracion esperada asi como el porcentaje
de recuperacion de la muestra.

Se descubrié que todas las proteinas se podian concentrar sobre uno 100 mg/ml en tampdn Britton-Robinson. Tanto
DOM1H-131-511 DOM1H-131-202 (202) y DOM1H-131-206 (206) mostraban recuperaciones menores que las
esperadas en comparacion con DOM1H-131-511 (511), pero aun con niveles aceptables.

Suministro por nebulizador de los dAb candidatos:

Ensayando los diferentes nebulizadores y tampones de formulacién se demostré que el dAb podria suministrarse
eficazmente utilizando una amplia variedad de dispositivos de nebulizaciéon. Resulta mas importante, que se
demostré por primera vez que la nebulizaciéon del dAb en el tampdén de formulaciéon producia la distribucion
adecuada de distribucion de tamafio de particula (que se compara utilizando el porcentaje de gotas <5 um) para el
suministro pulmonar eficaz mientras que se mantiene la funcionalidad de la proteina. Esto se describe mas a
continuacion.

Comparacion de la actuacion de varios dispositivos:

Se ensay6 el DOM1H-131-511 (511) en seis dispositivos nebulizadores que comprenden dos dispositivos de cada
uno de los tres grupos principales de nebulizadores para formulaciones liquidas, es decir, nebulizadores
ultrasoénicos, nebulizadores de chorro, y nebulizadores de membrana vibrante. En cada dispositivo el dAb se ensaya
a 5 mg/ml con un intervalo de concentraciones de PEG. Para cada muestra se midi6 el porcentaje de tamafio de
gota < 5 pm utilizando el dispositivo Spraytek Malvern (Malvern Instruments Limited, RU) y los resultados se
muestran en la Figura 35. La estabilidad de cada muestra después de nebulizarse se evalu6 utilizando la SEC para
analizar la cantidad de muestra que se ha dimerizado tanto en el material remanente en la cubeta como en el
aerosol recolectado. Los resultados se pueden ver en la figura 36 Cuanto menor era la extension de formacion de
dimeros mayor era la estabilidad.

La mayoria de los dispositivos pueden suministrar un 40% o mas de formulacion liquida en el intervalo correcto de
tamafio pero los dispositivos dFlow (un dispositivo de membrana vibrante) y PARI LC (un nebulizador de chorro)
actuaban mejor, con el dispositivo PARI LC* (star) que suministra mas del 80% cuando se incluyen el PEG en el
tampon. Este aumento del suministro con el PEG también se observa en el eFlow y, en una menor extension, con el
PARI LC+.

De manera importante se encontré que la actividad del mAb se mantenia tras la nebulizacion (véase los resultados
en la Figura 8).

Efectos de los aditivos tampon:

Debido a la menor estabilidad del DOM1H-131-511 (511), la formulacién de tampén fosfato 50 mM contenia tanto
PEG 1000 y sacarosa (y tiene una viscosidad que esta en el intervalo de se define como aproximadamente igual a la
viscosidad de una solucién de aproximadamente un 2% a aproximadamente un 10% de PEG 1000 en un tampdn
fosfato 50 mM que contiene un 1,2% de sacarosa (p/v) para ayudar a proteger el dAb tanto de la presion de
cizalladura como térmica. Como ambos DOM1H-131-202 (202) y DOM1H-131-206 (206) tienen T, mas altas y
muestran una estabilidad considerablemente mejorada a la presion térmica, todas las moléculas se ensayaron en
tanto la formulacion original de tampon como en tampdén de Britton-Robinson (que tiene una viscosidad menor que el
tampon de formulacion). Los dAb se ensayaron en ambos dispositivos, el E-flow y Pari LC+ con un tiempo de
ejecucion de 3,5 minutos con una concentracion de proteina de 5 mg/ml y la distribuciéon de tamafio de particula que
se determiné utilizando un dispositivo Spraytek Malvern. Como comparacion, se ensay6 un farmaco comercializado
para fibrosis quistica (designado proteina de referencia X) que se suministra utilizando un dispositivo nebulizador, en
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su propio tampdn de formulacion. Los resultados se muestran en la Figura 37. Para el buen suministro y distribucion
en la profundidad del pulmén, el tamario ideal de particula es menor de 6 micras, por ejemplo, < 5 um. Todos los
dAb daban tamafios comparables de particula que eran menores de 5 um en el tampén de Britton-Robinson y
tampon de formulacion (como se ha descrito anteriormente). Sin embargo, la viscosidad mas alta del tampo6n de
formulacion podria ser particularmente beneficiosa para producir particulas con el intervalo correcto de tamafio, por
ejemplo, particulas < 5 ym. La concentracion de dAb en la cubeta del dispositivo se determiné por mediciones Azgo
antes y después de la nebulizacion. Se encontré que la concentracion de proteina no cambiaba significativamente lo
que indica que ni la proteina ni el vehiculo se nebuliza preferencialmente durante el suministro.

Conclusion:

Se ha demostrado como se describe anteriormente que los polipéptidos tales como los dAb se pueden nebulizar en
el intervalo de dispositivos nebulizadores disponibles comercialmente y de manera importante que mantienen la
estabilidad y la actividad bioldgica tras la nebulizacién y no se observa una agregacion significativa después de la
nebulizacion. Cuando se afiaden excipientes que mejoran la viscosidad, tal como PEG, al tampdn de formulacion, se
pueden mejorar la distribucion del tamafio de particula y el porcentaje de tamafio de gotas menor de 5 um,
mejorando asi potencialmente el suministro de dAb en la profundidad del pulmén.

El suministro de dAb en el pulmén se puede mejorar también aumentando la concentracion de dAb por ejemplo una
concentracion de hasta aproximadamente 40 mg/ml y el tiempo de suministro sin ninguna reduccion de la estabilidad
o actividad de dAb.

Ejemplo 1
Vector fago pDOM13

Se utilizé un vector de presentacion fago filamentoso (fd), pDOM13. Este vector produce proteinas de fusién con la
proteina de envoltura Il del fago. El sitio de clonacion multiple en el pDOM13 se ilustra en la FIG. 1. Los genes que
codifican los dAb se clonaron como fragmentos Sall/Notl.

Ejemplo 2

Selecciones de proteasas de ensayo en dominios de anticuerpos (dAb) presentados en fagos con un intervalo de
resistencia a la tripsina

Los genes que codifican dAb DOM4-130-54 que se une a IL-1R1, el DOM1H-131-511 que se une al TNFR1, y
DOM15-10, DOM15-26 y DOM 15-26-501, que se une al VEGFA, se clonaron en el pDOM13 y los fagos que
presentaban estos dAb se produjeron de acuerdo con técnicas de referencia. Los fagos se purificaron por
precipitacion en PEG, se resuspendieron en PBS vy se titularon.

Los dAb anteriores presentaban un intervalo de capacidad para resistir la degradacion por tripsina cuando se
ensayaban como proteinas aisladas. La resistencia a la degradacion se evalué de la siguiente manera: se incubo el
dAb (1 mg/ml) en PBS con tripsina a 40 pg/ml a 30 °C, dando como resultado una relacion molecular de 25:1
dAb:tripsina. Las muestras (30 pl) se tomaron inmediatamente antes de la adicion de tripsina, y luego en el T = 1
hora, 3 horas, y 24 horas. La actividad de proteasa se neutralizé por adicion de inhibidores de proteasa completo de
Roche (2x) seguido por la inmersién en nitrégeno liquido y el almacenamiento en hielo seco. Se analizaron
posteriormente 15 ug de cada muestra de dAb por electroforesis en un gel Tricina al 10-20% Novex y se tifieron las
proteinas con SureBlue (1-x).

Tanto el DOM15-10 y DOM15-26-501 se digirieron significativamente durante las primeras tres horas. El DOM15-26,
DOM4-130-54 y DOM1h-131-511 eran mas estables, la digestion de dAb solo era aparente tras 24 horas (FIG. 2).

Los dAb presentados en fagos también se incubaron en presencia de tripsina para evaluar si la resistencia a la
tripsina de los dAb presentados en fagos se correlacionaba con los resultados obtenidos con los dAb solubles
aislados. Se ensayaron varias concentraciones de tripsina y tiempos de incubacion. En todos los casos, tras la
neutralizacion de tripsina con inhibidores de proteasa completo de Roche, los fagos se ensayaron en cuanto a su
capacidad para unirse a un ligando genérico: proteina A, que se une a todos los dominios de anticuerpo Vu (por
ejemplo, DOM1h-131, DOM15-26, DOM15-26-501) o proteina L, que se une a todos los dominios de anticuerpo Vk
(por ejemplo, DOM4-130-54, DOM 15-10). Se ensayaron también los fagos en cuanto a la unién a los antigenos
diana. En ambos casos, se asumia que la unién se correlaciona con el mantenimiento de la integridad estructural de
dAb por medio de la resistencia a la proteolisis. La actividad de unién se midié o por ELISA (utilizando anticuerpos
conjugados contra los fagos) o por eluciéon de los fagos unidos y analisis de titulacion después de la infeccion de
células de E. coli TG1 en crecimiento exponencial.

Ensayos con DOM15-10, DOM15-26 y DOM15-26-501 en el fago

Cada dAb se traté durante una hora a temperatura ambiente con un intervalo de concentraciones de tripsina (100
pug/ml, 10 pg/mly 0 ug/ml). Se bloqued la actividad de tripsina con Inhibidor de proteasa Completo de Roche (1x) y
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luego se diluyeron los fagos en un 2% de Marvell en PBS, se incubaron con 50 nM de antigeno biotinilado (VEGF
recombinante humano (R&D Systems)) durante una hora a temperatura ambiente. Se afiadieron perlas revestidas
de estreptavidina (Dynabeads M-280 (Invitrogen)) que se habia pre-bloqueado durante una hora a temperatura
ambiente con un 2% de Marvell en PBS, y la mezcla se incubd entonces durante cinco minutos a temperatura
ambiente. Todas las etapas de incubacion con las Dynabeads se llevaron a cabo en una rueda rotatoria. Los fagos
no unidos se eliminaron, lavando las perlas ocho veces con 1 ml de Tween-20 al 0,1% en PBS. Los fagos unidos se
eluyeron con 0,5 ml de Glicina 0,1 M pH 2,2 y se neutralizaron con 100 ul de 1 M de Tris-HCL a pH 8,0. Los fagos
eluidos se utilizaron para infectar células TG1 en crecimiento exponencial (una hora a 37 °C) y se colocaron en
placas sobre placas de tetraciclina. Las placas se incubaron una noche a 37 °C y se realiz6 el recuento de colonias
(véase la Tabla 4). Los mejores resultados se observaron con la seleccion por incubacion con 100 ug/ml de tripsina.
Habia un aumento de aproximadamente 10 veces en el rendimiento de DOM15-26 en comparacion con DOM15-10 y
DOM15-26-501.

Se hizo un segundo experimento para confirmar mas estos resultados bajo condiciones de incubacion mas
rigurosas. Los fagos que presentan dAb se trataron durante 1 hora o 2 horas a 37 °C con agitado (250 rpm). Los
mejores resultados se observaron con las selecciones con las 2 horas de incubaciéon con 100 ug/ml de tripsina. El
rendimiento de DOM15-26 era 200 veces mayor que el rendimiento de DOM15-26-501 y 1000 veces mayor que €l
rendimiento de DOM15-10.

En un tercer experimento, los fagos que presentan DOM15-26 y DOM15-26-501 se mezclaron 1:1 en el comienzo.
Entonces se incubaron o bien con tripsina (1000 pg/ml) o sin tripsina durante dos horas a 37 °C con agitado (250
rom), y luego se seleccionaron en cuanto a su unién al antigeno como se ha descrito anteriormente. La
secuenciacion de diez colonias de cada seleccion revelaba una poblacién mixta de clones para la seleccién sin pre-
tratamiento con tripsina (DOM15-26: 4/10; DOM 15-26-501: 6/10), mientras que todos los clones de la seleccion con
tripsina codificaban DOM 15-26 como se esperaba.

Estos experimentos indican que se puede obtener una presion de seleccion afiadiendo una proteasa a los fagos que
presentan los dAb, tal que los fagos que presentan la mayoria de los dAb proteoliticamente estables se seleccionan
preferentemente (después del ensayo de seleccion sobre un ligando genérico o el antigeno).

Tabla 4
. Titulo de |Mezcla de .
Experimento Longitud de la Tem Concentracion ng'{/cl) 1%? DOM 15- titulos gl(t)ul\l/lo 1d5('::
P incubacién P- de tripsina 26 26-501 1:1
Temp. 8 7
1 1h ambiente | 100 mg/ml | 1,6x10° | 6,3x10
10
Entrada 10 1h Temp. | 4o ugiml | 3x10° | 44x10°
ambiente
Temp. 8 8
1h ambiente | O Ho/m! 0,9x 10 2x10
2 1h,250 rpm | 37 °C. 100 pg/ml 2x10’ 1x10°
entrada 10° | 2N 250pm | 37 °C 100 pg/ml 1x10’ 6x10*
2h,250rpm | 37°C 0 pg/ml 54x10" | 4,1x10
3 2h,250rpm | 37°C 100 pg/ml | 2,3x10° | 8x10°
Entrada10' | 2h, 250 rpm | 37 °C 0 pg/ml 39x10% | 44x10°

Ensayos con DOM4-130-54 sobre fagos

El DOM4-130-54 se ensayo6 con un protocolo similar al que se ha descrito anteriormente. Los parametros que se
variaban eran: concentracion de tripsina, temperatura y longitud de la incubacion. Se hizo un biopanning contra IL-
RI-Fc (una fusion de IL-1RI y Fc) a una concentracion de 1 nM en PBS. Solo se observaron reducciones en el titulo
de fagos tras la incubacioén del fago con 100 pg/ml de tripsina una noche a 37 °C (véase la Tabla 5).
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Tabla 5
L.ongitud' ,de Temperatura Conceptrgtion de Titulo
incubacion Tripsina
Temp. 10
1h ambiente 100 pg/ml 1,8 x10
Temp. 9
1h ambiente 10 pg/ml 7,2x10
Temp. 9
1h ambiente 0 pg/ml 6,6 x10
Durante una noche Temp. 100 pg/ ml 2,16 x 10°
ambiente
Durante una noche Temp. 10 pg/ml 7.2x10°
ambiente
Durante una noche Temp. 0 pug/ml 7.8 x10°
ambiente
Durante una noche 37 °C 100 pg/ml 2,04 x 10°
Durante una noche 37 °C 10 pg/ml 3,84 x 10°
Durante una noche 37 °C 0 pg/ml 7.2x10°

Ensayos con el DOM1h-131 en fagos

Los fagos con DOM1h-131 (estrechamente relacionado con el DOM1h-131-511 por la secuencia de aminoacidos )
se trataron con 0 ug/ml, 10 pg/ml, 100 pg/mly 1000 ug/ml de tripsina durante una hora a temperatura ambiente. La
digestion se inhibié por adicién de 25x Inhibidores de proteasa completos (Roche). Se llevaron a cabo diluciones de
2 veces en serie bajo una placa de ELISA revestida con 1 nM de TNFR1, y se detectaron la unién a los fagos con un
anti-M13-HRP. Los resultados se muestran a continuacion en la Tabla 6.

Tabla 6
DOM1h-131

Concentration Tripsina

1 100 0 Entrada de
mg/ml pug/ml fagos

0,284 0,418 4,51 E+10
0,229 0,377 2,26 E+10
0,183 0,284 1,13 E+10
0,133 0,196 5,64 E+09
0,114 0,141 2,82 E+09
0,089 0,115 1,41 E+09
0.084 0.084 7,05 E+08
0.080 0.084 3,52 E+08

Estos experimentos de ensayo muestran claramente que 100 ug/ml de tripsina y una temperatura de 37 °C son
apropiados para aplicar una presion de seleccion en los fagos que presentan dAb de varios grados de resistencia a
la proteolisis por tripsina. El tiempo de incubaciéon con la proteasa se puede optimizar para cada dAb que se
presenta en un fago, si se desea.
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Ejemplo 3

Seleccién por proteasa de repertorios de dominios de anticuerpo presentados en fagos

Se crearon cuatro repertorios utilizando los siguientes dAb como moléculas parentales: DOM4-130-54, DOM1h-131-
511, DOM15-10 y DOM15-26-555. SE introdujeron mutaciones aleatorias en los genes por PCR utilizando el kit de
Stratagene Mutazime Il, cebadores biotinilados y 5-50 pg de matriz para 50 pl de reaccion. Tras la digestion con Sall
y Notl, se purificaron las inserciones de los productos no digeridos con perlas revestidas de estreptavidina y se
unieron en el pDOM13 en los sitios correspondientes. Se transformaron células de E. coli TBI con la mezcla de Ia
unién purificada lo que daba como resultado grandes repertorios de clones resistentes a la tetraciclina: 8,5 x 10°
(DOM4-130-54), 1,5 x 10° (DOM1h-131-511), 6,0 x 10° (DOM15- 10)y3x10 (DOM15-26-555).

Se prepararon las bibliotecas de fagos por precipitacion doble con PEG y se resuspendieron en PBS.

Las tasas de mutaciones de aminoacidos fueron 2,3 y 4,4 para los repertorios DOM1h-131-511 y DOM4-130-54,
respectivamente. La funcionalidad se evalué ensayando 96 clones en ELISA de fago utilizando pocillos revestidos
con proteina A o proteina L (a 1 ng/ml). El 62,5% y 27% de los clones mostraban presentacion funcional de dAb en
los repertorios DOM1h-131-511 y DOM4-130-54, respectivamente.

Las tasas de mutaciones de aminoacidos fueron 2,5 y 4,6 para los repertorios DOM15-10 y DOM15-26-555,
respectivamente. La funcionalidad se evalué ensayando 96 clones en ELISA de fago utilizando pocillos revestidos
con proteina A o proteina L (a 1 pug/ml). El 31,3% y 10,4% de los clones mostraron presentacién funcional de dAb en
los repertorios DOM15-10 y DOM15-26-555, respectivamente.

Repertorios DOM4-130-54 y DOM1h-131-511

Se llevaron a cabo cuatro rondas de seleccién con estas bibliotecas para seleccionar los dAb con resistencia a
proteasa mejorada.

La primera ronda de seleccion era por union al antigeno (1 nM o 10 nM de antigeno) sin tratamiento por proteasa
para limpiar la biblioteca al eliminar algunos clones que no se habian unido al antigeno con alta aflnldad Los
resultados de la ronda 1 estaban en el intervalo de los 10%-10" (comparado con una entrada de 10" fagos) que
indica que la mayoria de la biblioteca se une al antigeno con alta afinidad.

En la ronda 2, se introduce el tratamiento con proteasa con 100 pug/ml y los resultados se muestran a continuacion
enla Tabla 7:

Tabla 7

Condiciones de incubacion de biblioteca biblioteca
tripsina DOM1h-131-51 DOM4-130-54

37 °C una noche 1,86 x 108 2,1x 108

37°C2h 4,8 x10° 5,1 x 10°

Temperatura ambiente 2 h 1,2 X 10° 4,62 x 10°

Sin tripsina ~1x10° ~4x10°

Sin antigeno 1,8 x 10* <6x10°

Habia una seleccion significativa cuando los dAb se trataban con tripsina a 37 °C durante una noche. Este resultado
se tomo para la ronda 3, en la que el fago se traté con 1 mg/mi 0 100 ng/mil de tripsina a 37 °C durante 24 horas Los
titulos de fagos tratados con tripsina de la ronda 3 fueron de 10°-10° para el repertorio DOM1h-131-511y de 10"-10®
para el repertorio DOM4-130-154.

Todos los resultados de la ronda 3 (DOM1h-131-511 y DOM4-130-154 con 1 mg/ml y 100 ug/ml) se sometieron a un
cuarta ronda de seleccion contra 1 nM de antigeno con 100 pg/ml de tripsina. Los titulos estaban en el intervalo de
10%-108, de manera similar a lo observado en la ronda 3. Se aprecié algun enriquecimiento para el repertorio
DOM1h 131-511, pero no se observé ningun enriquecimiento con el repertorio DOM4-130-54.

Repertorios DOM15-10 y DOM1 15-26-555

La primera ronda de seleccién se llevé a cabo con una concentracion 2 nM de hVEGF biotinilado (factor de
crecimiento endotelial vascular humano) y sin tratamiento con proteasa para limpiar la biblioteca y eliminar cualqmer
clon que no se haya unido al antigeno con alta aflnldad Los resultados de la ronda 1 eran aproximadamente de 108

(en comparacion con una entrada de fagos de 10'® para DOM15-10 y 10"" fagos para DOM15-26-555) lo que indica
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que la mayoria de la biblioteca se une al antigeno con alta afinidad.

La segunda y tercera rondas de seleccion se llevaron a cabo con 2 nM de hVEGF biotinilado. Antes del ensayo de
seleccion con hVEGF, se incubaron los fagos en presencia de tripsina (100 pg/ml) a 37 °C en un agitador (250 rpm).
El tiempo de incubacién era de una hora para el repertorio DOM 15-10 y dos horas para el repertorio DOM 15-26-
555.

Los resultados fueron los siguientes: 1,5 x 10° y 9 x 10° para la segunda y tercera rondas de seleccion con el
repertorio DOM 15-10; 2,2 x 108 y 3,9 x 10° para la segunda y tercera rondas de seleccion con el DOM15-26-555.

Ejemplo 4
Analisis de los resultados de la seleccién: repertorios DOM4-130-54 y DOM1h-131-511

Todos los resultados de la ronda 3 y la ronda 4 se subclonaron en el vector pPDOMS5 y se transformaron en células
JM83. El vector pDOMS5 es un vector basado en el pUC119. La expresion de las proteinas se dirigio por el promotor
Plac. Una secuencia directora GAS1 (véase el documento WO 2005/093074) aseguraba la secrecion de dAb
solubles aislados en el periplasma y el sobrenadante del cultivo de E. coli JM83. Se recolectaron aleatoriamente 96 y
72 colonias individuales de la ronda 3 y la ronda 4 para la expresion.

Se secuenciaron 12-24 clones de cada resultado de la ronda 3 y la ronda 4. Se observaron mutaciones de consenso
en ambas selecciones y aproximadamente 25 clones que albergaban motivos de consenso se eligieron para
posterior caracterizacion. Las secuencias de aminoacidos de estos clones se muestran en la FIG. 3 (variantes
seleccionadas de DOM1h-131-511) y la FIG. 4 (variantes seleccionadas de DOM4-130-54) y se enumeran como
secuencias de ADN en las FIG. 19A-19L. Los aminoacidos que se diferencian de la secuencia parental en los clones
seleccionados estan resaltados (lo que son idénticos estan marcados con puntos). Los bucles que corresponden con
las CDR1, CDR2 y CDR3 estan encuadrados.

Estos clones se expresaban en una cantidad mayor, se purificaron en proteina L (para las variantes DOM4-130-54) y
en proteina A (para las variantes DOM1h-131-511) y se ensayaron en cuento a la unién al antigeno con BlAcore tras
una hora o una noche de incubacién a 37 °C en presencia o ausencia de tripsina (100 ug/ml 01000 pg/ml de
concentracion final).

En general, los resultados de las selecciones de DOM4-130-54 eran mas estables con la mayoria de los clones
resistentes a la tripsina durante una hora y los mejores clones resistentes durante una noche. En comparacion, una
pequena cantidad de las selecciones de DOM1h-131-511 eran resistentes a la tripsina durante una hora, mientras
que ninguno era resistente durante una noche.

Ejemplo 5
Analisis del resultado: repertorios DOM15-10 y DOM 15-26-555

La eficacia de la seleccién con el pre-tratamiento con tripsina se ensayo primero en ELISA de fago monoclonal con y
sin digestion con tripsina. Se recolectaron dieciocho colonias de la segunda ronda de seleccion y 24 colonias de la
tercera ronda de seleccion de cada biblioteca. Se utilizaron loa clones DOM 15-10, DOM 15-26-501 y DOM 15-26
como controles. Unos controles adicionales incluian una solucion de fagos amplificados y purificados de cada
biblioteca después de la segunda y tercera rondas de la seleccion con tripsina.

Cada muestra de fago se dividié en dos fracciones, la primera se traté con 100 ug/ml de tripsina, la segunda no se
traté con tripsina. La incubacion de ambas fracciones se llevo cabo durante una hora a 37 °C con agitado (250 rpm)
y se bloqued afadiendo Inhibidor de Proteasa Completo de Roche (1x).

Se llevo a cabo un ELISA de fago utilizando muestras digeridas y no digeridas con tripsina. Los pocillos del ELISA se
revistieron con neutravidina en 0,1 M de tampén de bicarbonato a una concentracion de 1 pug/ml. Tras las etapas de
lavado con PBS y el bloqueo de los pocillos revestidos de antigeno con un 1% de Tween-20 en PBS durante una
hora a temperatura ambiente, se revistieron los pocillos con hVEGF biotinilado diluido en un 1% de Tween-20 en
PBS a una concentracion de 100 ng/ml. Luego se lavaron los pocillos con PBS y se afiadieron los sobrenadantes de
fagos tratados y no tratados se diluyeron 1:1 con un 1% de Tween-20/PBS. Tras 30 minutos de incubacién a 37 °C,
se lavaron los pocillos con un 1% de Tween-20/PBS, seguido por una incubacion de 30 minutos a 37 °C con
conjugado HRP de anti-fago M13 (diluido 1/5000 en un 1% de Tween-20/PBS). Los pocillos se lavaron entonces con
PBS y peroxidasa. La reaccion se inicié con la adicion de reactivo SureBlue. Tras aproximadamente diez minutos, la
reaccion se paro con un volumen equivalente de HCI 1 M y se leyeron los pocillos a una DOasg nm.

Los resultados de las lecturas del ELISA de los controles inestables DOM15-10 y DOM15-26-501 tratados con
tripsina daban una DO4so menores de 0,404 y este valor se asumié como un valor limite de un clon inestable. Todas
las muestras que daban una DO inferior a 0,404 se consideraban inestables. Todas las muestras superiores a este
valor se consideraron estables.
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Tabla 8

Biblioteca Tripsina Sin tripsina

22 seleccion 32 seleccion 22 seleccion 32 seleccion

DOM15-10 33% 89% 100% 100%

DOM15-26-555 |94,4% 100% 100% 100%

La tabla 8 muestra el porcentaje de clones estables después de la segunda y tercera rondas de seleccion con
tripsina para cada biblioteca. El enriquecimiento de clones resistentes a tripsina es visible en ambas bibliotecas
después de la tercera ronda de seleccion. Los valores de los pocillos de control del ELISA que contenian una mezcla
de fagos amplificados purificados después de cada seleccion eran mucho mayores de 0,404 en cada caso tras la
digestion con tripsina. Ademas, se observé un pequefio aumento en la sefial cuando se comparaba los fagos
tratados con tripsinas de la tercera ronda de seleccion con los fagos tratados con tripsina de la segunda ronda de
seleccion. La biblioteca de fagos DOM15-10 mostraba un aumento de aproximadamente un 14% del valor de
partida. La biblioteca de fagos DOM15-26-555 mostraba un aumento que representa aproximadamente un 2% del
valor de partida.

En total, estos resultados muestran que la selecciéon con pre-tratamiento de tripsina era eficaz para seleccionar
clones de fagos resistentes a la tripsina a partir de los repertorios DOM15-10 y DOM15-26-555.

Todos los resultados de la segunda y tercera rondas de seleccion (DOM15-26-555) y solo de la tercera ronda de
seleccion (DOM15-10) se subclonaron en el vector pDOMS5 y se transformaron en células electrocompetentes
HB2151. El vector pDOM5 es un vector basado en el pUC119. Las proteinas de expresion se dirigen por un
promotor Plac. Una secuencia directora GAS1 aseguraba la secrecion de los dAb solubles aislados en el periplasma
y sobrenadante de la E. coli HB2151. Se recolectaron aleatoriamente 184 colonias individuales de cada ronda de
seleccion (3 y 4) para la expresion en volumenes de cultivo de 1 ml.

Se diluyeron los sobrenadantes bacteriano en tampon HBS-EP BlAcore (relacion de volumen 1:1) y se dividieron por
duplicado. Se afiadid la tripsina solo a un vial a una concentracion final de 20 ug/ml. Se llevé a cabo la incubacion
durante 40 minutos a 37 °C con agitado (250 rpm). Tras bloquear la reaccién con el Inhibidor de Proteasa Completo
de Roche (1x), tango los sobrenadantes tratados con tripsina como los no tratados se ensayaron en el BlIAcore 3000
en cuanto a la unién con el antigeno (2.000 UR de hVEGF en sensorchip SA).

Los criterios para escoger los clones eran: una disminucion de la union al antigeno de < 15% de dAb tratados con
tripsina con respecto a los dAb no tratados (basandose en la UR max. alcanzada en un punto de tiempo
seleccionado), lo que reflejaria la estabilidad de los dAb al tratamiento con proteasa en general; y el descenso de la
tasa de disociacion de < 40% entre dos puntos de tiempo durante la disociacion de un dAb del antigeno. Basandose
en estos valores, se secuenciaron 60 clones de ambas rondas de seleccién, segunda y tercera, de la biblioteca
DOM15-26-555 y 17 clones de la tercera ronda de seleccién de la biblioteca DOM15-10. Se observaron mutaciones
de consenso en ambos resultados de las bibliotecas y se escogieron 17 clones que albergaban motivos de consenso
de cada biblioteca para su posterior caracterizacion. Las secuencias de aminoacidos de estos clones se muestran
en la FIG. 5 (variantes seleccionadas de DOM15-26-555) y la FIG. 6 (variantes seleccionadas de DOM15-10) y se
enumeran como secuencias de ADN en las FIG. 20A-20E. Los aminoacidos que se diferencian de la secuencia
parental en los clones seleccionados estan resaltados (los que son idénticos se marcan con puntos) los bucles que
corresponden a las CDR1, CRD2 y CDR3 estan encuadrados.

Estos clones se expresaron en cultivos de expresion de 50 ml, se purificaron en proteina A (para las variantes de
DOM15-26-555) y proteina L (para las variantes de DOM15-10) se diluyeron a una concentracion de 100 nM en
tampon HBS-EP y se ensayaron en cuanto a la union al antigeno en el BlAcore tras 1,5 horas de incubacién a 37 °C
con agitado (250 rpm) en presencia o ausencia de tripsina (a una concentracion final de 20 pg/ml).

Estos clones se ensayaron también en cuanto a la resistencia a tripsina utilizando el procedimiento descrito en el
Ejemplo 2. Las proteinas se intercambiaron de tampoén a PBS y se concentraron a 1 mg/ml. Se mezclaron 25 ug de
proteina con 1 pg de tripsina (Promega) y se incubaron durante 0 horas y 24 horas a 30 °C. Después de este tiempo,
se bloqued la reaccion con Inhibidor de Proteasa Completo de Roche (1x) y DTT, asi como se afiadié un agente de
carga. Las muestras se desnaturalizaron durante cinco minutos a 100 °C. Entonces se analizaron por electroforesis
15 pg de cada muestra en geles Tricina Novex al 10-20% y se tifieron las proteinas con SureBlue (1x).

En general, los resultados de las selecciones en DOM15-26-555 eran mas estables; permaneciendo la mayoria de
los clones resistentes a la tripsina durante 1,5 horas cuando se ensayaron en BlAcore y una noche cuando se
ejecutaba en SDS-PAGE. En comparacion, solamente un pequefio nimero de clones de las selecciones en DOM15-
10 eran resistentes a la tripsina durante el tratamiento de una noche cuando se ejecutaba en SDS-PAGE.
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Ejemplo 6
Identificacion de variantes de DOM1h-131-511

Se analizaron con mas detalle el DOM1h-131-203, DOM1h-131-204 y DOM1h-131-206. Se compararon en BlAcore
a una concentracion de 500 nM tras la incubacion con diferentes concentraciones de tripsina (que variaban de 0 a
100 pg/ml) durante una noche a 37 °C. Los rastros del BlAcore se muestran en la FIG. 7. Los resultados muestran
claramente que las variantes son mas resistentes que su parental a la proteolisis a altas concentraciones de tripsina
(100 pg/ml). Dos de los dAb, DOM1h-131-202 y DOMIh-131-206, también se compararon junto con su parental
contra una variedad de otras proteasas que incluian leucozima, elastasa y pancreatina bajo las condiciones
descritas anteriormente, con una concentracion de proteasa de 100 pg/ml. Los dAb mostraban un aumento de
resistencia a la proteolisis en comparacion con el parental contra todas las proteinas ensayadas. Los rastros de
BlAcore para la elastasa y leucozima se muestran en la FIG. 8.

Se trataron 5 uM de cada dAb con 100 pg/ml de tripsina de calidad de secuenciacion durante 0, 1, 3 y 25 horas. La
reaccion se inhibié con 25x de Inhibidor de Proteasa Completo de Roche y las reacciones se ejecutaron sobre gel
Bis-Tris Novex al 4-12%. Los geles se muestran en la FIG. 9.

Ejemplo 7
Identificacion de variantes de DOM4-130-54

Se analizaron con mas detalle el DOM4-130-201 y DOM4-130-202. Se compararon en el BlAcore a una
concentracion de 500 nM tras la incubacion con diferentes concentraciones de tripsina (que variaban de 0 a 100
png/ml) durante una noche a 37 °C. Los rastros del BlAcore se muestran en la FIG. 10. Los resultados mostraban
claramente que las variantes eran mas resistentes que su parental a la proteolisis a altas concentraciones de tripsina
(100 pg/ml). Se compararon también el DOM4-130-201 y DOM4-130-202 con el parental contra una variedad de
otras proteasas que incluian leucozima, elastasa y pancreatina bajo las condiciones descritas anteriormente con una
concentracion de proteasa de 100 pug/ml. Aunque los resultados eran menos aparentes que con las tripsinas, los dAb
candidatos mostraban un aumento de la resistencia a la proteolisis en comparacion con el parental contra todas las
proteasas ensayadas. Los restos de BlAcore para la elastasa y leucozima se muestran en la FIG. 11.

Se trataron 5 uM de cada dAb con 100 ug/ml de tripsina de calidad de secuenciacion durante 0,1, 3 y 24 horas. La
reaccion se inhibié con 25x de Inhibidor de Proteasa Completo de Roche y las reacciones se ejecutaron en gel Bis-
Tris Novex 4-12%. Los geles se muestran en la FIG. 9.

Ejemplo 8
Caracterizacioén posterior de variantes DOM1h-131-511 y DOM4-130-54

Los dAb se analizaron primero utilizando la Calorimetria de Exploracion Diferencial (DSC) para determinar si el
aumento de resistencia a la tripsina se correlaciona con un aumento en la temperatura de fusion (Tm). Se
correlaciona el aumento de estabilidad a tripsina con un aumento en la Tm (véase Tabla 9)

Tabla 9

Nombre Tm. °C

DOM1h-131-511  [57,9
DOM1h-131-202 |67,5
DOM1h-131-203 (65,7
DOM1h-131-204 (62,3
DOM1h-131-206 (64,9
DOM4-130-54 54,1
DOM4-130-201 64,7

DOM4-130-202 64,5

Los dAb derivados de DOM1h-131-511 también se compararon en un ensayo basado en células MRC-5 (véase la
Tabla 10). En este ensayo, se midio la capacidad de los dAb para neutralizar la liberacion de IL-8 estimulada por el
TNFa para determinar si el aumento de estabilidad a la tripsina habia dado lugar a una disminucion en la eficacia.
Sin embargo, la actividad de los dAb resistentes a la tripsina en el ensayo no se afectaba sustancialmente.
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Tabla 10
Muestra DN50 nM
DOM1h-131-511 1,98
DOM1h-131-511 1,71

DOM1h-131-511 (230307CE) |1,89
DOM1h-131-203 (230307CE) |2,28

DOM1h-131-204 (230307CE) |1,89
DOM1h-131-511 1,46
DOM1h-131-206 (230307CE) |0,71

Los dAb derivados del DOM1h-130-54 se ensayaron en un Ensayo de Unién al Receptor para apreciar si todavia
tenian la misma capacidad para inhibir la unién de la IL-1 al IL-RI (véase la Tabla 11). La actividad de los dAb
resistentes a la tripsina no se estaba afectada segun este ensayo.

Tabla 11

dAb CI50 (nM)
DOM4-130-54 {280 pM
DOM4-130-201  |257 pM

DOM4-130-202 (254 pM

Ejemplo 9
Identificacion de variantes de DOM15-26-555

Se analizaron con mas detalle el DOM15-26-588, DOM15-26-589, DOM15-26-591, y DOM15-26-593 junto con su
parental y dos dAb adicionales, DOM15-26-594 y DOM 15-26-595, que se crearon por mutagénesis para combinar
mutaciones que tendrian el mayor impacto sobre la potencia y estabilidad (E6V y F100S/1).

Las secuencias se muestran en la FIG. 12. Se compararon los clones en el BlAcore por su unién al hVEGF a una
concentracion de dAb de 100 nM tras la incubacion con tripsina a una concentracion de 200 ug/ml. La reaccién se
llevé a cabo durante 3 horas y 24 horas a 37 °C con agitado (250 rpm). Los rastros del BlAcore del mejor clon,
DOM15-26-593, y el parental se muestran en la FIG. 13. Otros resultados se presentan como un grafico en la FIG.
14. Los resultados muestran claramente que todas las variantes son mas resistentes que el parental a la proteolisis
tras 24 horas de tratamiento con tripsina.

La resistencia a la tripsina del DOM15-26-593 y el parental se examiné también por procesando muestras tratadas y
no tratadas en SDS-PAGE. En resumen, las proteinas se intercambiaron de tampdn a PBS y se concentraron a 1
mg/ml. Se mezclaron 25 ug de proteina con 1 ug de tripsina de calidad de secuenciacion (Promega) y se incubaron
durante 0 horas, 1 hora, 3 horas y 24 horas a 30 °C. Tras este tiempo, se bloque6 la reaccion con Inhibidor de
Proteasa Completo de Roche (1x) y DTT, asi como se afiadio un agente de carga. Las muestras se desnaturalizaron
durante cinco minutos a 100 °C. Se cargaron 15 ug de cada muestra en geles Tricina Novex al 10-20% y se tifieron
las proteinas con SureBlue (1x). Los resultados se muestran en la FIG. 15. El perfil de resistencia a la tripsina del
DOM15-26-593 en este experimento variaba del perfil mostrado por el experimento BlAcore sugiriendo que las
diferencias en las condiciones de reaccion pueden tener influencia en el resultado final de la escision por la tripsina.
Sin embargo, el DOM15-26-593 tiene mejores propiedades biofisicas, asi como afinidad, que otros clones
seleccionados, como se muestra a continuacion. Un sumario de las propiedades de las variantes del DOM15-26-555
también se muestra en la tabla 12 siguiente.
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Tabla 12
Atributo
SEC-MALLS DSC RBA BlAcore |Estabilidad a tripsina

dAb % mondémero |Pmest. |Tm°C |nM KD nM % union @ +24 h
15-26 0 37-136 |64 10 28,2 30

15-26-501 |0-40 18-290 (51 1,14 9,1 5

15-26-555 |0 28-78 63 11,7 26,1 10

15-26-588 |10 33 70 27 59,1 15

15-26-589 |90 17 63 1,94 9,6 65

15-26-591 |20 21-234 |63 16 38 35

15-26-593 |80 17 65 0,323 3,2 80

15-26-595 |60 17 65 0,828 |5 70

Ejemplo 10
Identificaciéon de variantes de DOM15-10

Se analiz6 en mas detalle el DOM15-10-11, junto con su parental el DOM15-10. Las secuencias se muestran en la
FIG. 16. Se compararon los dAb en el BlAcore en cuanto a su unién con hVEGF a la concentraciéon de dAb de 100
nM tras la incubacion de tripsina a una concentracion de 200 pug/ml. La reaccion se llevé a cabo durante 1 hora, 3
horas y 24 horas a 37 °C con agitado (250 rpm). Los rastros BlAcore de estos dAb se muestran en la FIG. 17. El
resultado muestra claramente que la variante seleccionada es mas resistente que el parental a la proteolisis tras 24
horas de tratamiento con tripsina.

La resistencia a la tripsina del candidato y el parental también se examiné procesando muestras tratadas y sin tratar
en SDS-PAGE. En resumen, las proteinas se intercambiaron de tampén a PBS y una concentracion de 1 mg/ml. Se
mezclaron 25 ug de proteina con 1 pg de tripsina de calidad de secuenciacion (Promega) y se incubé durante 0
horas, 1 hora, 3 horas y 24 horas a 30 °C. Tras este tiempo, la reaccion se bloquea con el inhibidor de Proteasa
completo de Roche (1x) y DTT, asi como se afiadié agente de carga. Las muestras se desnaturalizaron durante
cinco minutos a 100 °C. Se cargaron 15 ng de cada muestra en geles Tricina Novex al 10-20% y se tifieron las
proteinas con SureBlue (1x). Los resultados se presentan en la FIG.18. En este caso, el perfil resistente a la tripsina
se correlaciona bien con el ensayo de tripsina BlAcore, mostrando que la actividad refleja directamente la integridad
de la proteina.

Ejemplo 11
Caracterizacion posterior de las variantes DOM15-26-555 y DOM15-10

Los dAb se analizaron utilizando Calorimetria de exploracion diferencial (DSC) para determinar si el aumento en la
resistencia a la tripsina se correlacionaba con un aumento en la Tm. Los resultados se muestran en la Tabla 13. Hay
una correlacion entre la resistencia a la tripsina de las variantes DOM15-26-555 y la temperatura de fusion. El
candidato DOM15-26-588 y DOM15-26-593 presentaban una Tm mejorada, pero los otros clones no. Hay que
sefialar que tanto las moléculas parentales DOM15-26-555 y DOM15-10 tienen una Tm mucho mayor al inicio (63,3-
63,7 °C) que las moléculas parentales DOM4-130-54 y DOM1h-131-511 (Tm al inicio: 57,9-54,1 °C), pero el total de
clones resistentes a la proteasa alcanzan una Tm en un intervalo similar (media de Tm de 65,1 °C para las variantes
de DOM1h-131-511/DOM4-130-54 y una Tm media de 64,9 °C para las variantes DOM15-26-55/DOM15-10).

Tabla 13

Nombre Tm °C
DOM15-26-555 |63,3
DOM15-26-588 |70,1
DOM15-26-589 |63
DOM15-26-591 |63
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(continuacion)

Nombre Tm °C
DOM15-26-593 |65
DOM15-10 63,7

DOM15-10-11 63,3

Los dAb se compararon también en un ensayo de unioén al receptor y se midieron las cinéticas del BlAcore para
determinar si el aumento en estabilidad a la tripsina habia dado lugar a un descenso de la eficacia. Sin embargo, la
actividad de los dAb en el ensayo no se afectaba sustancialmente o incluso habia mejorado. Los resultados se
presentan en la Tabla 14.

Tabla 14
ID Clon CEso (nM)  |Kp (nM)
DOM15-26-555 11,7 26,1
DOM15-26-588 |27 59,1
DOM15-26-589 1,94 9,6
DOM15-26-591 |16 38
DOM15-26-593 0,323 3,2
DOM15-26-594 4,09 15,1
DOM15-26-595 |0,828 5
DOM15-10 10,23 23,6
DOM15-10-11 3,58 14,6

Ventajas de un aumento de la Tm

La mayoria de las proteinas - incluyendo los dominios de anticuerpo - existe en dos estados: un estado plegado (que
da lugar a una molécula bioldgicamente activa) y estado sin plegar (que no presenta actividad funcional). Estos dos
estados co-existen a todas las temperaturas y la proporcion relativa de cada estado se determina habitualmente por
una constante K que es una funcion de las constantes cinéticas de plegamiento y no plegamiento. La temperatura de
fusion se define habitualmente como la temperatura al que K = 1, es decir, la temperatura a la que la fraccién de
proteina plegada es igual a la fraccién de proteina no plegada. La constante K se determina por interacciones de
estabilizacion y desestabilizacién molecular de una proteina y por lo tanto se determina primariamente por la
secuencia de aminoacidos de la proteina. Los parametros extrinsecos tales como temperatura, pH, composicién del
tampon, presion tienen influencia sobre la K y por lo tanto sobre la temperatura de fusion.

Las proteinas no plegadas son dianas faciles para los mecanismos de degradacion: (i) por exposicion de los enlaces
disulfuro que aumenta el riesgo de oxidacion o reduccion dependiendo de las circunstancias, (ii) por aumento de la
flexibilidad del armazén lo que favorece las reacciones auto-proteoliticas, (iii) por la exposiciéon de segmentos
peptidicos que ofrecen dianas a las proteasas in vivo, a proteasas durante los procesos de produccion y a portar
proteasas durante el proceso corriente abajo y el almacenamiento a largo plazo, y (iv) por exposicion de segmentos
propensos a la agregacion que da lugar a una agregacion molecular de Winter y precipitacion de las proteinas. En
todos los casos, se produce una pérdida de la integridad proteica, contenido proteico y actividad proteica, que por lo
tanto comprometen los esfuerzos para (i) asegurar la reproductibilidad de un lote, (ii) asegurar la estabilidad a largo
plazo en el almaceén, y (iii) la eficacia in vivo.

En la naturaleza, las proteinas se han disefiado por evolucién para actuar adecuadamente a temperatura corporal y
para ser remplazadas facilmente por los mecanismos homeostaticos. Las proteinas terapéuticas fabricadas por
medio de procesos biotecnolégicos hacen frente a un ambiente diferente: frecuentemente se producen por
tecnologia de ADN recombinante en un huésped ajeno, se expresan en altas cantidades en grandes matraces, se
someten a cambios muy importantes de pH o de composicion tampén a lo largo de los procesos corriente abajo y
finalmente se almacenan a altas concentraciones en tampones no fisiolégicos durante un periodo de tiempo
prolongado. Las nuevas técnicas de suministro (por ejemplo, inhalacion, parche sc, nanoparticulas de suministro
lento) también se afiaden a la presion sufrida por las proteinas terapéuticas. Debido a que la mayoria de técnicas de
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modificacion estan basadas en técnicas in vitro con el objetivo de alterar o crear nuevas secuencias de aminoacidos,
no tienen lugar los procesos de evolucién que han mejorado gradualmente las proteinas biolégicas, dando como
resultado, por lo tanto, proteinas de actuaciones sub-éptimas con respecto a la resistencia a las presiones.

La técnica de la presente invencion tiene como objetivo reproducir una de las condiciones afrontadas por las
proteinas a lo largo de la evolucion Darwiniana. Los péptidos y polipéptidos, por ejemplo, los dominios variables
Unicos de inmunoglobulina se infunden con proteasas que tienen un papel principal en la remodelacion de tejidos y
en la homeostasis proteica. Cualquier mutacion particular que puede dar como resultado una proteina con un ajuste
mejorado a su funcidn se ensaya también en cuanto a su capacidad para ajustarse en el ambiente y su actuacion en
él. Este proceso se reproduce en una realizacion de la presente invencién: se crea un repertorio de variantes de
péptido o polipéptido y se expone a una proteasa. En una segunda etapa, el repertorio de variantes se pone en
contacto con una diana especifica. Solo las variantes de proteina que tienen una degradacion sostenida por la
proteasa seran capaces de relacionarse con la diana y por lo tanto recuperarse, por ejemplo, por un simple proceso
de purificacion llamado “biopanning”. El sistema ofrece varias ventajas en comparacién con los procesos in vivo: el
repertorio de proteinas puede hacer frente a un amplio intervalo de condiciones, por ejemplo una variedad de
proteasas, a altas concentraciones, durante tiempos mas largos, en tampones o pH diferentes y a diferentes
temperaturas. Por lo tanto, esta tecnologia in vitro, ofrece un medio para disefiar proteinas que pueden actuar y
permanecer estables en un intervalo de medios mas amplio que en el que se originaron. Claramente esto ofrece
multiples ventajas para la industria biotecnoldgica y en el area de las proteinas terapéuticas en particular.

Ejemplo 12: Correlacion de datos de PK para candidatos resistentes a proteasa

El dAb parental y un dAb resistente a proteasas en cada una de los cuatro linajes de dAb, se evaluaron mas in vivo
(véase la Tabla 15 a continuacion para la lista y los detalles).

Tabla 15
Linaje ID dAb Resistencia a tripsina  [Tm (°C) Actividad (nM) |ID como fusion Fc
DOM4-130 DOM4-130-54 Buena 54 0,128* DMS1541
DOM4-130-202 Muy alta 64 0,160* DMS1542
DOM1h-131 DOM1h-131-511 Buena 57 0,048+ DMS1543
DOM1h-131-206 Muy alta 64 0,047+ DMS1544
DOM15-10 DOM15-10 Baja 64 0,913t DMS1546
DOM15-10-11 Alta 63 0,577t DMS1531
DOM15-26 DOM15-26-501(*) Baja 52 0,330t DMS1545
DOM 15-26-593 Alta 65 0,033t DMS1529
*: como se determina por un bioensayo MRC5/IL-a; t: como se determina por ensayo RBA
Nota: DOM15-26-501 es una version parental del DOM15-26-555 ejemplificada anteriormente en la presente
solicitud. DOM15-26-555 tiene una mutacion de aminoacidos de la linea germinal en CDR1 (134M). DOM15-26-501
tiene una temperatura de fusion mas baja que DOM15-26-555 (52 °C v 63,3 °C) y un aumento de susceptibilidad a
la digestion con tripsina. DOM15-26-501 se escogié sobre el DOM15-26-555 para el estudio farmacocinético que es
el mas representativo de baja estabilidad en comparacién con DOM15-26-593.

Se puede traducir la resistencia de la siguiente manera:

1 es baja

2 es moderada
3 es buena

4 es alta

5 es muy alta

Entonces esto significa que la resistencia a la tripsina de la molécula parental es:

DOM4-130-54 es Buena
DOM1h-131-511 es Buena
DOM15-10 es Baja
DOM15-26-501 es Baja
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Y para los candidatos seleccionados:

DOM4-130-202 es Muy alta
DOM1h-131-206 es Muy alta
DOM15-10-11 es Alta
DOM 15-26-593 es Alta

Debido a que los dominios de anticuerpo son de pequefio tamafio (12-15 kDa) se aclaran rapidamente de la
circulacién con la inyeccion iv o sc. Ademas de que el limite de la filtracion glomerular renal es por encima de 50 kDa
y por lo tanto las pequefias proteinas tales como los dAb no se retienen en la circulacion cuando pasan a través de
los rifiones. Por lo tanto, con el fin de evaluar los efectos a largo plazo d la resistencia a las proteasas in vivo, lo
inventores marcaron los dominios de anticuerpo con un resto para aumentar su residencia sistémica. Se han
comunicado en la bibliografia varias estrategias (por ejemplo, PEG, fusiones con Fc, fusiones con albumina, etc.)
con el objetivo de extender la semivida. En esta solicitud los dominios de anticuerpo se han marcado (o formateado)
con la porcion Fc del anticuerpos IgG1 humano. Este formato ofrece dos ventajas: (i) el tamafio molecular del dAb-
Fc resultante es ~ 75 kDa que es lo suficientemente grande para asegurar su retencién en la circulacion, (ii) el resto
Fc de anticuerpo se une al receptor FcRn (también conocido como receptor “Brambell”). Este receptor se localiza en
las células epiteliales, células endoteliales y hepatocitos y esta implicado en la prolongacién el periodo de vida de
anticuerpos y albumina: ademas con la pinocitosis de los anticuerpos y otras proteinas del suero, las proteinas se
dirigen al endosoma acido en donde el receptor FcRn intercepta los anticuerpos (por medio de la unién a la porcion
Fc) antes del transito al endosoma y la vuelta de estas a la circulacion. Por lo tanto, marcando la porcion Fc del dAb,
se asegura que los dAb estaran expuestos durante un largo periodo a al menos dos compartimentos - el suero y los
compartimentos pre-endosémicos, cada uno de los cuales contienen un grupo especifico de enzimas proteoliticas.
Ademas, el receptor FcRn media en la transcitosis de manera que las proteinas que llevan Fc migran de y hacia el
espacio extravascular.

El formateo con Fc se conseguia fusionando el gen que codifica la VH y VK de dAb al gen que codifica el Fc de IgG1
humano, por medio de un engarce peptidico interventor corto (en negrita):

Para un dAb VH (subrayado):
EVQ.....GQGTLVTVSSASTHTCPPCPAPELLGGP...(hIgG1Fc).. PGK*

Para un dAb VK (subrayado):
DIQ...:.... GQGTKVEIKRTVAAPSTHTCPPCPAPELLGGP.. (hilgG1Fc)....PGK*

El material se produjo por transfeccion transitoria de células HEK293/6E utilizando 293-fectin (Invitrogen) de
acuerdo con protocolos de referencia. Estas células se disefiaron para expresion transitoria de alto nivel cuando se
utilizan en conjuncién con la serie de vectores pTT (Durocher y col 2002). Por lo tanto los genes dAb se clonaron en
un vector pTT5 modificado (pDOM38) para generar el vector de expresion de fusion Fc (véase la Figura 21). Se
recolecto el sobrenadante de las células transfectadas a los 5 dias tras la transfeccion, se clarificé por centrifugacion
y se filtré a través de un filtro de 0,2 um. Las proteinas de fusién dAb-Fc se purificaron por captura en una resina de
corriente sin turbulencia de proteina A. Se eluyd la proteina de la columna en 10 mM de citrato sddico pH 3, seguido
por la adicién de citrato sédico 1 M pH 6, para conseguir una composicion final de 100 mM de citrato sodico pH 6.

Las moléculas dAb-Fc se ensayaron en cuanto a la semivida in vivo en la rata a una dosis diana de 5 mg/kg en ratas
Sprague-Dawley hembras (n = 3 por grupo). Se deberia sefialar que la dosis diana excede mucho la concentracion
diana en ratas, por lo que se espera que las diferencias en afinidad entre los dAb parentales y los dAb resistentes a
la tripsina (véase el ejemplo 11) no tendran impacto sobre el destino de las moléculas in vivo. Por lo tanto las
diferencias en los perfiles PK entre dAb se espera que reflejen un proceso de eliminacion independiente del
antigeno.

Se tomaron muestras de sangre tras 0,03, 1, 4, 8, 24, 48, 72, 96, 120 y 168 horas tras la administracion. Tras la
formacioén del coagulo, se retird el suero y se ensayo luego en ensayo de captura con antigeno hiL-1R1, TNFR1 o
VEGF:

Ensayos de captura con antigeno hIL-1R1:

Revestimiento con 4 ug/ml de anti-hIL-1R1
Bloqueo

Adicion de 500 ng/ml shiL-1R1

Adicion de muestras

Deteccion con anti-Fc humano HRP @ 1:10.000

Ensayos de captura con antigeno TNFR1:
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Revestimiento con 0,1 ug/ml de sTNFR1
Bloqueo

Adicion de muestras

Deteccion con anti-Fc humano HRP @ 1:10.000

Ensayos de captura con antigeno VEGF:

Revestimiento con 0,25 ug/ml de VEGF

Bloqueo

Adicion de muestras

Deteccion con anti-Fc humano HARP @ 1:10.000

Los datos brutos de los ensayos se convirtieron en concentraciones de farmacos en cada muestra de suero. Los
valores de la media en pg/ml en cada punto de tiempo se analizaron entonces en WinNonLin utilizando un analisis
no compartimental (NCA). Los perfiles PK de cada par dAb-Fc se muestran en la Tabla 16 que resume los
parametros PK determinados.

Tabla 16

ID dAb Semivida (h) [AUC/D (0-inf) (h*mg/ml)/(mg/kg) % AUC Extrapolada
DMS 1541 |4-130-54 93,2 691,5 22,7

DMS1542 |4-130-202 176,8 710,1 49

DMS1543 |1h-131-511 |140,8 1807,5 40

DMS1544 |1h-131-206 |158,6 2173,0 43,6

DMS1546 |15-10 43,2 324,6 3,8

DMS1531 |15-10-11 56,6 770,5 n.d.

DMS1545 |15-26-501 12,9 89 5,1

DMS1529 |15-26-593 86,2 804,7 21,0

Los resultados indican claramente que -mientras que los perfiles PK de los pares dAb-Fc 4-130-54 a 1h-131-206
casi se sobreimponen - los perfiles varian ampliamente con otros pares. Los efectos se ven sobre todo cuando se
considera el AUC/D: el AUC/D de 15-10 es solamente del 42% del de 15-10-11. EI AUC/D de 15-26-501 es solo el
11% del de 15-26-593. Estas importantes diferencias también tienen un impacto (aunque en menor extension) sobre
las semividas: de 43,2 h frente a 56,6 h para el 15-10 y 15-10-11, respectivamente. Una diferencia mayor se aprecia
con el linaje de DOM15-26: de 12,9 h frente a 86,2 h para el 15-26-501 y 15-26-593, respectivamente. Ademas para
un buen analisis PK utilizando un analisis no compartimental, se deberian utilizar al menos 4 puntos de datos para
ajustar la pendiente de regresion lineal y el periodo de tiempo durante el que se estima la semivida deberia ser de al
menos 3 veces el de la semivida calculada.

A la luz de las propiedades biofisicas descritas en los ejemplos del presente documento, parece que la capacidad de
algunos dAb determinados para resistir la degradacion por tripsina se correlaciona con la capacidad de la fusion
dAb-Fc para circular durante un periodo mas largo en el suero de la rata. Ademas como se muestra en los ejemplo,
tales como en el ejemplo 10, DOM15-10 y DOM15-26-501 son los dAb mas degradables: la incubacion de 25 ug de
dAb en presencia de 1 ug de tripsina a 30 °C durante ~ 3 h daba como resultado una degradaciéon completa. Todos
los demas dAb de este estudio (tanto si se han seleccionado con tripsina (es decir, DOM15-10-11, DOM15-26-593,
DOM4-130-202 y DOM1h-131-206) como si ya tenian alguna resistencia a la tripsina como moléculas parentales
(DOM4-130-54 y DOM1h-131-511)) tienen un perfil PK comparable en ratas cuando se re-formatean en moléculas
dAb-Fc. Por lo tanto el presente estudio PK sugiere que la susceptibilidad a la proteolisis tiene su mayor impacto en
la estabilidad in vivo de los dAb cuando los dAb tienen una resistencia muy baja a la proteolisis. También se muestra
que - a partir de un cierto nivel - no se afiaden significativamente aumentos en la resistencia a la degradacion por la
tripsina (por ejemplo en DOM4-130-206 v DOM4-130-54) en la capacidad de la molécula dAb-Fc de eliminacion mas
lenta in vivo.

En tres casos, la seleccidon en presencia de tripsina da como resultado nuevas moléculas con un aumento de la
estabilidad térmica (que se define por la temperatura de fusion): DOM4-130-202, DOM1h-131-206 y DOM15-26-593.
El estudio PK indica que - en el grupo de datos presente - la temperatura de fusién no es un parametro adecuado
para racionalizar los perfiles PK observados: de hecho el DOM15-10 tiene una Tm que DOM15-10-11 y sin embargo
se aclara mas rapidamente que DOM15-10-11 de la circulacion. Por otro lado, los dos dAb del linaje DOM4-130
tienen una Tm marcadamente diferentes (aproximadamente 10 °C) y sin embargo muestran una estabilidad in vivo
casi idéntica cuando se formatean como moléculas dAb-Fc. Se deberia sefialar que la temperatura de fusion no se
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excluye per se como un parametro clave para predecir la estabilidad in vivo. Lo que pasa es solo que con el grupo
de datos presente, grandes diferencias en la Tm (de 54 °C y mayores) no tienen un impacto significativo en el
destino de los dAb in vivo. Esto no excluye la posibilidad de que a una temperatura de fusién por debajo de 54 °C, la
estabilidad in vivo pueda correlacionarse con la estabilidad térmica, o quiza incluso con la estabilidad térmica y la
resistencia a las proteasas en conjunto.

Ejemplo 13

Selecciones con tripsina en DOM10-53-474

Estabilidad en tripsina del DOM10-53-474 purificado:

El DOM10-53-474 es un dominio de anticuerpo que se une a la IL-13 con alta potencia. Para evaluar la estabilidad
de este dAb en presencia de tripsina, se digirié el dAb purificado con tripsina durante puntos de tiempo mas largos y
se ejecutd sobre un gel para examinar cualquier posible degradacion. Se incubaron 25 yl de DOM10-53-474
purificado a 1 mg/ml con 1 ul de tripsina de calidad de secuenciacién a 1 mg/ml a 30 °C, que daba como resultado
una relacién molecular de 25:1 dAb:tripsina. Se incubd el dAb con tripsina durante 1 h, 4 hy 24 h y se neutralizé la
actividad de la proteasa por adicion de 4 ul de inhibidor de proteasa completo de Roche seguido por incubacion en
hielo. La muestra de tiempo 0 se hizo afiadiendo los inhibidores de proteasa al dAb sin afiadir tripsina. Se analizaron
posteriormente 2 pl de la muestra por electroforesis utilizando un Labchip de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

La figura 22 muestra el progreso en gel con DOM10-53-474 incubado con tripsina durante puntos de tiempo mas
largos. Para comparar, se ejecut6 al lado uno de los dAb estables en tripsina, DOM15-26-593 que también se trato
con tripsina como se ha explicado anteriormente. Como se muestra en la figura, el DOM15-26-593 parece estable
incluso tras 24 h de incubacién con tripsina. Sin embargo, el DOM10-53-474 se degrada en cierto grado tras 24 h,
pero que se aprecia estable en los puntos de tiempo de 1 h y 4 h. Estos datos sugieren que el DOM10-53-474 es
resistente a la degradacion por tripsina hasta cierto punto, pero no es tan estable como uno de los dAb mas estables
en tripsina el DOM10-53-593.

Estabilidad en tripsina del DOM10-53-474 presentado en fago

Para evaluar la estabilidad en tripsina del DOM10-53-474 presentado en fago, se cloné el gen que codifica el
DOM10-53-474 en los sitios Sal/Not de pDOM33 (Fig. 50) y el fago se produjo de acuerdo con las técnicas de
referencia. Se purifico el fago por precipitacion en PEG, se resuspendio en PBS y se tituld.

Los dAb presentados en fagos se incubaron en tripsina durante puntos de tiempo diferentes para evaluar la
resistencia a la tripsina. Después de la incubacién con tripsina, se midié la estabilidad por analisis de titulos tras la
infeccion de células E. coli TG1 en crecimiento exponencial

Se incubaron 100 pg/ml de tripsina durante 1 h, 2 h, 4 h y una noche a 37 °C, en una incubadora con agitado. Se
bloqued la actividad de la tripsina con inhibidor de proteasa completo de Roche (x2) y luego se diluyé en un 2% de
marvel en PBS, se incub6 con 10 nM de IL-13 biotinilada durante una hora a temperatura ambiente. Se afiadieron
perlas revestidas de estreptavidina (Dynabeds M-280 (Invitrogen)) que habian sido pre-bloqueadas durante una hora
a temperatura ambiente con un 2% de marvel en PBS, y la mezcla se incubd entonces durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Todas las etapas de incubacién con Dynabeads se llevaron a cabo en una rueda rotatoria.
Los fagos no unidos se lavaron lavando las perlas ocho veces con 1 ml de 0,1% de Tween-20 en PBS. Los fagos
unidos se eluyeron con 0,5 ml de Glicina 0,1 M pH 2,2 y se neutralizaron con 100 pl de Tris-HCI 1 M pH 8,0. El fago
eluido se utilizé para infectar TG1 en crecimiento exponencial (1 h a 37 °C) y se colocaron en placas de tetraciclina.
Las placas se incubaron a 37 °C durante una noche y se hizo el recuento de las colonias. Los titulos de los fagos
resultantes tras la di gestion con tripsina se resume en la Tabla 17. Los titulos de fagos disminuian cuando se
incubaban con tripsina durante puntos de tiempo prologando. Tras 24 h de incubacion todos los fagos estaban
digeridos.

Tabla 17
Longitud ?(.3 |qcubaC|on en Concentracion de tripsina Titulo
ripsina

Control sin tripsina - 3x 10’

1h 100 mg/ml 1x10’

2h 100 mg/ml 7 x10°

4h 100 mg/ml 5x 10°

Una noche 100 mg/ml 0
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Seleccion de dAb mas resistentes a la tripsina:

Con el fin de seleccionar los dAb que son mas resistentes a la degradacion por la tripsina, se introdujeron
mutaciones aleatorias en el gen que codifica el DOM10-53-474 por PCR utilizando el kit Mutazyme 11 de
Stratagene, cebadores biotinilados y 5-50 pg de matriz para 50 ul de reaccion. Tras la digestion con Sal1 y Not1, se
purificaron las inserciones de productos no digeridos con perlas revestidas de estreptavidina y se ligaron en el
pDOM33 en los sitios correspondientes. Se transformaron las células de E. coli TB1 con la mezcla de unién
purificada que daba como resultado una biblioteca propensa a error de DOM10-53-474. El tamafio de la biblioteca
erade 1,9 x 10° y la tasa de mutacién de aminoacidos era de 1,3.

Se llevaron a cabo tres rondas de seleccidon con esta biblioteca para seleccionar dAb son una resistencia a la
proteasas mejorada. La primera ronda de seleccion se llevo a cabo solo con el antigeno sin tratamiento con tripsina
para limpiar la biblioteca para eliminar cualquiera de los clones que no se unieron al antigeno con alta afinidad. La
seleccion se llevo a cabo a 10 nM de IL-13. Los resultados de la ronda uno eran de 2 x 10° en comparacion con los
fagos de entrada de 6 x 10" indicando que la mayoria de la biblioteca se unia al antigeno con alta afinidad.

La segunda y tercera rondas de seleccion se llevaron a cabo con 1 nM de IL-13 biotinilada. Antes del ensayo de
seleccion en IL-13, se incubaron los fagos con 100 pg/ml de tripsina a 37 °C en un agitador (250 rpm). Para la
segunda ronda de seleccion, la incubacién en tripsina se llevo a cabo durante 1 h o bien a temperatura ambiente o a
37 °C. Los resultados de la ronda 2 de seleccion se muestran en la Tabla 18:

Tabla 18. Resultado de los titulos de fagos después de la segunda ronda de seleccion

Tratamiento con tripsina Titulo
Sin tratamiento 1x10°

1 h a temperatura ambiente 5x 10°
1ha37°C 2x10’

Los resultados de los fagos de la ronda 2 de seleccién con tratamiento con tripsina durante 1 h a 37 °C se utilizaron
como entrada de la 32 ronda de seleccion. Para la 32 ronda de seleccion, se trataron los fagos con 100 pg/ml de
tripsina pero por puntos de tiempo mas largos: 2 h a 37 °C, 4 h a 37 °C, una noche a temperatura ambiente o una
noche a 37 °C. Los titulos de fagos de la 32 ronda de seleccion se resumen en la Tabla 19:

Tabla 19: Resultados de titulos de fagos después de la tercera ronda de seleccion

Tratamiento con tripsina Titulo
Sin tripsina 1,3 x 108
2hat37°C 1,9 x 10
4hat37°C 2x10°

Una noche a temperatura 4x107

ambiente
Una noche a 37 °C 2,1x 108

Se secuenciaron varios clones de cada resultado de las rondas 1, 2 y 3 para evaluar la diversidad de secuencias.
Después de la primera ronda de seleccidn sin tratamiento con tripsina, el 50% de los resultados de seleccion tenian
la secuencia parental DOM10-53-474. Tras la 22 ronda de seleccion, el porcentaje del parental aumentaba al 70%.
Tras la 3% ronda de seleccion, el porcentaje del parental aumentoé hasta un 80%.

Estos datos indican que el DOM10-53-474 ya es resistente a la degradacion con tripsina y no se seleccionaron
muchos nuevos clones de estas selecciones con tripsina. La Figura 22 mostraba que mientras la proteina purificada
se digiere con tripsina, el DOM10-53-474 no se digeria completamente incluso tras un tratamiento con tripsina
durante una noche. Sin embargo, para ver si hay algunos nuevos clones que son mas resistentes a la tripsina que el
DOM10-53-474 en los resultados de la seleccion, el resultado de la seleccién 3 en la que el fago se trataba durante
una noche con tripsina a 37 °C se subcloné en DOM5. Se secuenciaron entonces cien clones para buscar cualquier
clon resistente a la tripsina. De los cien clones analizados, solamente 26 clones tenian nuevas secuencias, sin
embargo, ninguno de estos clones tenian mutaciones en los sitios de escision de la tripsina (lisina o arginina)
sugiriendo que estos clones no eran mas resistentes a la tripsina que el DOM10-53-474.
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Ejemplo 14

Almacenamiento y mejoras biofisicas introducidas en los dAb candidatos DO0101 (anti-TNFR1) por selecciones de
fagos en presencia de tripsina:

Para mejorar la resistencia a la proteasa de la molécula candidata DOM1h-131-511, se llevaron a cabo selecciones
de fagos en presencia de tripsina como se ha descrito anteriormente. El procedimiento producia una variedad de
clones con estabilidad en tripsina mejorada en comparacién con la molécula parental DOM1h-131-511. Se
seleccionaron dos clones, DOM1h-131-202 y DOM1h-131-206 para posterior caracterizacion ya que mostraban la
mejoria mas significativa a la accion de la tripsina. Otras operaciones que se perfilan posteriormente muestran que
con la resistencia mejorada a la accion de la tripsina hay otros efectos beneficiosos, primariamente en la estabilidad
de las moléculas a la presion por cizalladura y térmica. Estos dos parametros son centrales para aumentar la
estabilidad de almacenamiento y la vida de almacén de los productos biofarmacéuticos.

Produccion de dAb del candidato DOMO0101 en Pichia pastoris:

Los genes que codifican la secuencia de aminoacidos primaria de las tres moléculas candidatas se utilizaron para
producir la proteina segregada en Pichia pastoris. Los tres genes sintéticos (DOM1h-131-511, DOM1h-131-202 y
DOM1h-131-206) se clonaron en el vector de expresion pPIC-Za y luego se transformaron en dos cepas de Pichia,
X33 y KM71H. Las células transformadas se colocaron en placas en concentraciones crecientes de Zeocina (100,
300, 600, y 900 pg/ml) para seleccionar clones con multiples integrantes. Se segregaban entonces varios clones en
matraces de 2 | para identificar las lineas celulares de alta expresion. Los mejores clones de expresion se utilizaron
entonces para producir material en fermentadores a una escala de 5 .

Purificacion de proteinas y caracterizacion del material:

Con el fin de producir un material de alta calidad para estudios posteriores de caracterizacion y estabilidad, se penso
en un proceso de purificacion corriente abajo utilizando una resina de induccion de carga modal mezclada (Capto
MMC) como primera etapa de captura seguida por un intercambio anionico (Sepharosa Q). Sin una optimizacion
significativa, esto permitié la recuperacion de ~ 70% de dAb expresado con una pureza de ~ 95%. El material se
caracterizé en cuanto a la identidad utilizando espectrometria de masas con electropulverizacién, secuenciacién del
extremo amino y enfoque isoeléctrico y en cuanto a la pureza utilizando SDS-PAGE y SEC (cromatografia de
exclusién por tamafo).

Identidad de las proteinas:

El analisis de la secuencia del extremo amino de los cinco primeros restos de cada proteinas, era como se esperaba
(EVQLL...). Se llevo a cabo la espectrometria de masas en las muestras de proteina que habian sido intercambiados
de tampén en 50:50 HyO:acetonitrilo que contiene un 0,1%de acido acético glacial utilizando puntas C4 Zip
(Millipore). La masa medida de cada una de las tres proteinas era de 0,5 Da de la masa tedrica basada en la
secuencia de aminoacidos primaria (calculado utilizando las masas medias) cuando se permite una diferencia de
masas de -2 por la formacién de enlaces disulfuro internos. Se utilizé el IEF para identificar las proteinas basandose
en su pl que era diferente en cada proteina.

Pureza proteica:

Se cargaron las tres proteinas en geles de SDS-PAGE sin reduccion en cantidades de 1 ug y 10 pg por duplicado.
Se observoé una banda sencilla en todos los casos.

Se llevo a cabo también la cromatografia de exclusidon por tamafio para demostrar los niveles de pureza. Para la
cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) se cargaron 100 pg de cada proteina en una columna G2000 SWXL
TOSOH con un flujo de 0,5 mI/min. La fase movil era PBS/10% de etanol. El porcentaje de monémeros se midié
basandose en el area bajo la curva (véase la Fig. 23).

Comparacion de la estabilidad de DOM1h-131-511, -202 y -206
Evaluacién de la estabilidad en proteasa:

Se evaluo la estabilidad en proteasa de DOM1h-131-511, DOM1h-131-202 y DOM1h-131-206 por analisis BIAcore™
de la actividad de unién residual tras la pre-incubacién durante puntos de tiempo definidos en exceso de proteasas.
Se revistié con aproximadamente 1400 UR de TNFR1 biotinilado un chip de estreptavidina (SA). Se incubaron 250
nM de DOM1h-131-511, DOM1h-131-202 y DOM1h-131-206 con PBS solo o con 100 ug/ml de tripsina, elastasa o
leucozima durante 1, 3, y 24 horas a 30 °C. La reaccion se par6 con la adicion de un coctel de inhibidores de
proteasa. Las mezclas dAb/proteasa se pasaron entonces sobre el chip revestido de TNFR1 utilizando una
sustraccion celular de referencia. La superficie del chip se regeneré con 10 ul de glicina 0,1 M a pH 2,2 entre cada
ciclo de inyeccion. La fraccion de DOM1h-131-511, DOM1h-131-202 y DOM1h-131-206 que se une al TNFR1 (a los
10 seg) pre-incubada con proteasas se determiné con respecto a los experimentos de unién de dAb sin proteasas.
Las ejecuciones con el BlAcore™ se llevaron a cabo a 25 °C. Los datos posteriores se produjeron de tres
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experimentos independientes. El grafico de barras indica los valores medios y las barras de error indican la
desviacion estandar de los resultados (Figura 24).

Se encontré que el DOM1h-131-202 y DOM1h-131-206 mostraban tener una resistencia mayor a la degradacion
proteolitica de la tripsina, elastasa o leucozima en comparacién con el DOM1h-131-511. La diferencia entre DOM1h-
131-202 y DOM1h-131-206 en comparacion con el DOM1h-131-511 es mas pronunciada tras 1 h con tripsina y tras
3 h con elastasa o leucozima. Hay una tendencia que el DOM1h-131-206 es ligeramente mas estable en
comparacion con el DOM1h-131-202 en la mayoria de las condiciones ensayadas.

Estabilidad térmica de los dAb segun se determina utilizando DSC:

Con el fin de determinar a qué pH tienen mayor estabilidad las moléculas candidatas, se utilizé una calorimetria de
exploracion diferencial (DSC) para medir las temperaturas de fusion (Tm) de cada dAb en tampon de Britton-
Robinson. Como el Britton-Robinson esta compuesto por tres sistemas de componentes tampon (40 mM de cada
uno de los acidos acético, fosférico y borico), es posible producir un intervalo de pH de 3 - 10 en la misma solucion.
Se determind el pl tedrico a partir de las secuencias de aminoacidos de las proteinas. A partir del DSC, el pH al que
los dAb tienen su estabilidad térmica intrinseca mayor se encontré que era a pH 7 para el DOM1h-131-202, pH 7-7,5
para el DOM1h-131-206 y un pH de 7,5 para el DOM1h-131-511. Para todos los trabajos de estabilidad y presion
posteriores se utilizaron los siguientes pH para cada dAb: para DOM1h-131-202 y GSK1995057A DOM1h-131-206
un pH de 7,0 y para DOM1h-131-511 un pH de 7,5 en tampdn de Britton-Robinson. Los resultados se resumen en la
Tabla 20.

Tabla 20: Resumen del pH y T, de DOM1h-131-202, DOM1h-131-206 y DOM1h-131-511 segun se determina por
DSC en tampén de Britton-Robinson a 1 mg/ml. La temperatura se inclina a 180 °C/hora.

pH que da la mayor estabilidad| Tm (°C) del dAb al
dAb PN .
térmica intrinseca pH determinado
DOM1h-131-202 7,0 68,6
DOM1h-131-206 7,0-7,5 65,8
DOM1h-131-511 7,5 58,0

Ensayo de la estabilidad térmica de dos semanas

La capacidad de una proteina para resistir periodos prolongados de tiempo a temperaturas elevadas es una buena
indicacion de su estabilidad. Bajo estas condiciones, la proteinas se puede someter a varios procesos fisicos como
agregacion o modificacion quimica. Los sAb (a 1 mg/ml) se incubaron a 37 y 50 °C durante 14 dias en tampdn
Britton-Robinson. Se utilizé la SEC para determinar cuanto mondémero permanecio en solucién durante el periodo de
14 dias (Figura 25).

En la Figura 25 se puede ver que tanto DOM1h-131-202 como DOM1h-131-206 son significativamente mas estables
que el DOM1h-131-511 a la presion térmica. La exposicion de las proteinas a temperaturas elevadas, tal como 37 y
50 °C, se utilizan de manera rutinaria para dar una indicaciéon de la vida en almacén a largo plazo de un farmaco.
Estas altas temperaturas se utilizan para acelerar el proceso asociado con el almacenamiento a largo plazo a
temperatura ambiente tal como la desamidacion, oxidacion o agregacion. El nivel de formacion de agregacion en
solucion se puede controlar utilizando SEC (Figura 26A a |). Tras 14 dias a 37 °C, la pérdida de DOM1h-131-511 de
la solucion se puede atribuir tanto a precipitacion como a la formaciéon de agregados de orden mayor como se
determina por SEC (Figura 26B). Una pérdida de proteina significativamente menor se ve también en DOM1h-131-
202 y GSK1995057A DOM1h-131-206 a 37 °C tras14 dias con muy poco o ningun aumento en la formacion de
agregado, especialmente en el caso de DOM1h-131-206 (Figura 26H). A 50 °C, la diferencia entre las moléculas es
incluso mas pronunciada, en que el DOM1h-131-206 muestra una estabilidad mejor a la temperatura mas alta que el
DOM1h-131-202 después de 14 dias, mostrando una formacion significativamente reducida de agregados de alto
peso molecular (Figura 26). Con respecto al tiempo t = 0, el DOM1h-131-206 muestra solo un pequefio aumento de
la formacion de agregados tras 14 dias (Figura 26l), mientras que el DOM1h-131-511 tiene toda la solucion
precipitada (Figura 26C).

Esto muestra que los cambios introducidos en el dAb por las selecciones con tripsina, por ejemplo, la estabilidad
térmica mejorada, mejora significativamente la estabilidad de almacenamiento de la proteina a 37 y 50 °C. Tanto
DOM1h-131-202 y mas significativamente el DOM1h-131-206, claramente tienen una estabilidad de la solucion y
menor tendencia a formar agregados a temperaturas elevadas que pueden traducirse directamente en una mejor
estabilidad de almacenamiento a largo plazo a temperaturas mas relevantes como a +4 °C y temperatura ambiente.

Las muestras de los puntos de tiempo de 24 h, 48 h, 7 dias y 14 dias del experimento de presion térmica se
analizaron entonces por IEF para ver si las proteinas habian sufrido cualquiera de los cambios biofisicos que afecten
a la carga total de la proteina (Figura 27).
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De nuevo, ambos DOM1h-131-202 y DOM1h-131-206 no muestran cambios significativos a 37 °C en comparacion
con el DOM1h-131-511. Con el DOM1h-131-511 aparece una segunda banda borrosa a 37 °C tras 24 h. Se cree que
esta banda extra se debe a la dimerizacion de la proteina, enmascarando de esta forma la carga y produciendo dos
poblaciones de moléculas. A 50 °C la diferencia entre las moléculas es mas pronunciada, el DOM1h-131-206
claramente no muestra cambios significativos a temperatura elevada mientras que el DOM1h-131-202 muestra algun
signo de modificacion tras 24 h. La mayoria del DOM1h-131-511 se pierde por precipitacion tras 48 h en Britton-
Robinson.

Los puntos de tiempo T =0, 7 y 14 dias a 50 °C se analizaron por TNFR-1 RBA para determinar la funcionalidad de
la proteina tras la expresion a altas temperaturas (Figura 28). El ensayo actualmente no es tan sensible como la
SEC o IEF para detectar cambios sutiles en la molécula debido a la presion, pero se puede utilizar para mostrar que
el dAb se sigue uniendo al antigeno.

El cambio en la curva hacia la izquierda en el DOM1h-131-511 refleja el hecho que la mayoria del dAb se perdié
debido a precipitacion. El material que queda en solucién aun es capaz de unirse al antigeno. Como se muestra en
la figura 25, la mayoria de tanto DOM1h-131-202 y DOM1h-131-206 son capaces de mantenerse en solucién incluso
después de 14 dias. El RBA muestra que toda la proteina soluble aun es funcional y capaz de unirse al TNFR1.

Ensayo de estabilidad en almacenamiento a altas concentraciones de proteina:

Se llevaron a cabo experimentos para investigar la estabilidad de almacenamiento a +4 °C a concentraciones de
proteinas muy altas para ver como actda la molécula bajo estas condiciones. Todos los dAb candidatos se
concentraron en concentradores centrifugos Vivaspin (corte a 5 K) en tampén Britton-Robinson a su pH mas estable,
hasta ~ 100 mg/ml. Las muestras a ~ 100 mg/ml se dejaron entonces a +4 °C durante 7 dias y luego se analizaron
por SEC para ver si habian ocurrido en la muestra cualquier otro cambio fisico durante el almacenamiento a altas
concentraciones (Figura 29). Las muestras se diluyeron a ~ 1 mg/ml antes de procesarse sobre la columna SEC en
1x PBS 10% de etanol (v/v).

A partir de los rastros de la SEC se puede ver que ni DOM1h-131-202 ni DOM1h-131-206 muestran ningin aumento
en la formacion de agregados tras 7 dias, mientras que hay ~ 2% de reduccion en la concentracion de monémeros
en el DOM1h-131-511.

Suministro por nebulizador de los dAb candidatos:

En los primeros estadios de los trabajos toxicolégicos y clinicos, los dAb se formularan como un liquido y se
suministrara por medio de un dispositivo de nebulizacion. Dependiendo del dispositivo (por ejemplo, ultrasénico,
chorro, o membrana vibrante), el dAb experimentara un grado de presidon de cizalladura y térmica cuando se
nebuliza para formar un aerosol de un tamafio de particula determinado. Como tanto DOM1h-131-202 y DOM1h-
131-206 tienen las T, mas latas y muestran una estabilidad considerablemente mejor a la presion térmica en
comparacion con DOM1h-131-511, todos los dAb se ensayaron en dos dispositivos nebulizadores para ver como
responden a la presion de cizalladura/térmica inducida durante la nebulizaciéon. Se analizaron entonces tanto la
proteina del aerosol nebulizado como el dAb que permanecia en el dispositivo (es decir, en la cubeta) por SEC para
determinar la cantidad de agregacion que se generaba durante el proceso.

Todas las moléculas se ensayaron en tampén Britton-Robinson a su pH mas estable. Los dAb se ensayaron en el E-
flow Rapid (de membrana vibrante) y en Pari LC+ (nebulizador de chorro) con un tiempo de ejecucion de 3,5 minutos
a una concentracion de 5 mg/ml y la distribucién de tamario de particula que se determina utilizando el Spraytek de
Malvern Los resultados se muestran en la Figura 30. Para un buen suministro y distribucion en la profundidad del
pulmén, el tamafio de particula ideal es < 5 um. Todos los dAb tenian niveles comparables de tamario de particula
que eran menores de < 5 um en tampon Britton-Robinson. La concentracion del dAb en la cubeta del dispositivo se
determiné por mediciones Azgo antes y después de la nebulizacién (datos no mostrados). Se descubrié que la
concentracion de proteina no cambiaba significativamente indicando que ni la proteina ni el vehiculo se han
nebulizado preferentemente durante el suministro.

Las muestras de los dAb nebulizados en tampdn Britton-Robinson se procesaron en la SEC para determinar si
durante el suministro la proteina ha sufrido algun cambio fisico. La Figura 31 muestra el porcentaje de cambio
relativo en o bien la cubeta o en el aerosol segun se determina por SEC. Se puede ver que tanto DOM1h-131-202
como DOM1h-131-206 sufren cambios relativamente pequefios en concentracion de monémeros con respecto a
DOM1h-131-511. Esto demuestra que tanto DOM1h-131-202 como DOM1h-131-206 con su T, mejorada tienen
menos propension a agregarse durante la nebulizacion.

La Figura 32 muestra los rastros de la presente SEC para DOM1h-131-202 y DOM1h-131-511 en tampén Britton-
Robinson tras la nebulizacion y demuestra que la pérdida relativa de mondmeros (Figura 31) es debida a la
formacién de dimeros. Esto proporciona de nuevo mas pruebas que apoyan la teoria de que la mayor estabilidad
térmica que muestran DOM1h-131-202 y DOM1h-131-206 puede evitar una agregacion significativa incluso en un
tampodn de formulacién no optimizado.
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En los trabajos de evaluacion de la toxicologia y seguridad, es necesario suministrar el dAb a niveles
significativamente mayores en el animal que las dosis terapéuticas que se dan a los pacientes. Estos se puede
conseguir solo utilizando concentraciones de proteina significativamente mayores y/o suministrando el dAb durante
un periodo de tiempo muy prolongado. Como ya se ha demostrado que el DOM1h-131-511 forma agregados en la
nebulizacién a 5 mg/ml durante 3,5 min, se ensayé el DOM1h-131-206 a 40 mg/ml en PBS y se nebulizé utilizando el
Pari LC+ durante hasta 1 hora. Se tomaron muestras de la cubeta y el aerosol en puntos de tiempo a lo largo del
proceso para ver si la nebulizacién prolongada producia que los dAb se agregaran debido a presion de cizalladura o
térmica segun se determinaba por SEC y la concentracion de proteina (mediciones A280 nm). La tabla 21 muestra la
concentracion de proteina del dAb tanto en la cubeta como en el aerosol seguin se determina por A280.

Tabla 21: Concentracion medida de proteina de DOM1h-131-206 como se determina por lecturas de absorbancia
A280 tanto de la cubeta como del aerosol durante la nebulizacion del dAb a ~ 40 mg/ml utilizando el Pari LC+.
Permitiendo los errores de dilucion y el error del instrumental la concentracion de la muestra no cambia tras la

nebulizacion del dAb durante 1 h.

Tiempo|Muestra de la cubeta|Muestra del Aerosol
(min) (mg/ml) (mg/ml)
1 43,8 43,4
29 445 43,5
59 44,6 441

En la Tabla 21 se puede ver que la concentracion de proteina no cambia durante el proceso, lo que demuestra que
no hay una pérdida significativa de la proteina debido a agregacion. La Figura 33 muestra que durante el periodo de
nebulizacion de 1 h, el DOM1h-131-206 no forma agregados de orden mayor tal como dimeros segun se
determinaba por SEC. Esto demuestra claramente que las propiedades biofisicas mejoradas, como se presentan en
la molécula por selecciones con ftripsina, aumenta significativamente la resistencia de los dAb a la presion de
cizalladura y térmica y que esto se correlaciona directamente con la mejoria de la vida de almacenamiento en el
almaceén y la capacidad para nebulizar la proteina ya que no se forman agregados de mayor orden.

Estado en solucién de los dAb candidatos:

Como la via de degradacion mas importante para los tres dAb candidatos parece ser la auto-asociacion que da lugar
inicialmente a la dimerizacién seguida por mas agregacion y en ultimo término la precipitacion, se investigaron las
tres moléculas candidatas por Ultra-Centrifugacion Analitica (AUC) para determinar el grado de auto-asociacion. Las
proteinas se investigaron por dos procedimientos, equilibrio de sedimentacion y velocidad de sedimentacion.

Para el procedimiento de equilibrio de sedimentacion las tres muestras se procesaron en tres concentraciones
diferentes que variaban entre 0,5 mg/ml a 5 mg/ml con efectos de centrifugacion utilizando tres velocidades de rotor
diferentes. Por este procedimiento se determiné que el DOM1h-131-511. Es un dimero estable (de 26,1-34,4 kDa),
el DOM1h-131-202 tiene un equilibrio monémero/dimero (22,7-27,8 kDa) con un estado dimérico relativamente
estable a las concentraciones medidas con una Kqg = 1,3 pM y el DOM1h-131-206 es predominantemente
monomeérico (15,4-17,9 kDa) con una K4 para el monémero a asociacion en dimero de 360 pM.

Por el procedimiento de la velocidad de sedimentacion todas las muestras mostraban algun grado de disociacion en
solucion. De los resultados obtenidos, que se muestran en la Figura 34, se observé un coeficiente de sedimentacion
para DOM1h-131-511 que es indicativo de agregados de mayor orden y el pico de cambio en la solucidon es una
indicacion de la disociacion de estos agregados. La agregacion de proteinas y la disociacion se cancelan una a otra
lo cual da la impresién de ser un dimero estable cuando se observa por equilibrio de sedimentacién. Los coeficientes
de sedimentacion que se observan en DOM1h-131-202 indican un equilibrio dinamico rapido y por lo tanto no se
podian separar los picos de mondémero y dimero uno del otro, dando el Unico pico con un coeficiente de
sedimentacién mas alto que el que es apropiado para la masa de la muestra. Este resultado se corresponde con el
resultado obtenido por el procedimiento de equilibrio de sedimentacion y la constante de disociacion que se midio
era de 1 uM. Se determiné que el DOM1h-131-206 era mas monomeérico que las otras dos muestras, que tenia un
coeficiente de sedimentacion de 1,9 s en comparacion con el de 2,5 s para las otras dos muestras. Estos datos
corresponden bien con los datos de equilibrio de sedimentacion. A las concentraciones medidas, ~ 10 veces por
debajo de una Ky de 360 uM, la muestra es predominantemente monomeérica.

Ejemplo 15
Aumento de la potencia del dAb DOM15-26-593:

Un ejemplo del aumento de la potencia en un Ensayo de Union al Receptor VEGFR2 del dAb DOM15-26-593 sobre
el DOM 15-26 se muestra en la Figura 40. En este ensayo, la capacidad de un inhibidor potencial de la unién VEGF
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a VEGFR2 se mide en un ensayo basado en una placa. En este ensayo se reviste un placa ELISA de 96 pocillos con
el VEGFR2-Fc quimérico, y a esta se afiade una cantidad predeterminada de VEGF que se habia pre-incubado con
una serie de diluciones del dAb de ensayo. Después de lavar la proteina no unida, se detecta la cantidad de VEGF
unido al receptor con un anticuerpo anti-VEGF, cuyo nivel se determina colorimétricamente. Se representa un efecto
de respuesta a la dosis como el porcentaje de inhibicion de unién de VEGF en funcién de la concentracion de la
sustancia de ensayo. Un inhibidor eficaz es, por lo tanto, el que demuestra un bloqueo sustancial de union al ligando
a bajas concentraciones.

Potencia y semivida de las fusiones con Fc:

El potencial terapéutico del bloqueo de VEGF en el tratamiento de tumores se ha conoce desde hace mas de 30
afos. La naturaleza crénica del cancer dicta que los biofarmacéuticos necesiten una semivida en el suero larga para
mediar sus efectos, y esto no es consistente con el rapido aclaramiento de los dAb libres de la circulacién por la
filtracion renal. Para evaluar la utilidad de los dAb VEGF como anti-angiogénicos para el tratamiento del cancer, los
dominios de anticuerpo candidatos se formatearon como fusiones con el Fc de IgG1 humana de tipo silvestre por
medio de un engarce hibrido de manera que se forma una molécula bivalente con una semivida en el suero
extendida por el uso de las rutas silvestres de anticuerpo mediadas por FcRn.

En este formato de fusiéon con Fc, la potencia del dAb candidato seleccionado con tripsina, DOM15-26-593 se
comparo6 con dAb parental inicial (DOM 15-26) y el dAb labil a tripsina (DOM15-26-501) utilizando el ensayo descrito
anteriormente. Los resultados se muestran en la Tabla 22 a continuacion:

Tabla 22. Potencia (RBA) y semivida caracteristicas de candidatos DOM 15-26 en formato de fusién con Fc

dAb Fc Potencia (nM) T1/2b (h)
DOM15-26 higG1 0,506 ND
DORM15-26-501 higG1 0,323 12,9
DOM 15-26-593 higG1 0,033 84,6

Se puede ver a partir de estos resultados que en el formato dimérico de fusion con Fc, la afinidad y la potencia estan
aumentadas con respecto a los dAb libres debido al efecto de avidez. Esta claro que el aumento de potencia que se
obtiene en el DOM15-26-593 promedio de seleccion con tripsina se mantiene e incluso es mas pronunciada en este
formato con Fc. Ademas, las mejoras en estabilidad térmica y a la proteasa se traduce en cambios profundos en el
comportamiento farmacocinético in vivo de las moléculas. La mejora en la semivida de eliminacion (véase la Figura
41) de DOM15-26-593 en comparacion con el DOM15-26-501 es probable que sea una consecuencia directa del
aumento de estabilidad del dAb, haciéndole mas resistente a los procesos de degradaciéon que se producen en el
compartimento endosémico. También se espera, por lo tanto, que los dAb con un aumento de la estabilidad a la
proteasa son capaces de persistir durante mas tiempo en otros compartimentos biolégicos tales como el suero,
superficies mucosas y varios compartimentos tisulares en donde la proteolisis es un proceso activo implicado en la
pérdida de moléculas bioldgicas.

Perfiles farmacocinéticos de aclaramiento:

Los perfiles farmacocinéticos de aclaramiento de DOM15-26-593 y DOM15-26-501 se midieron tras la
administracion i.v. de DOM15-26-593 y DOM15-26-501 a 3 ratas a concentraciones de 5 mg/kg. Se midieron
entonces los niveles de DOM15-26-593 y DOM15-26-501 en el suero utilizando un ensayo ELISA de referencia de
union directa al VEGF y un anticuerpo anti-Fc humano, por lo tanto solo se detectaban el farmaco intacto en las
muestras de suero. El perfil farmacocinético completo se muestra en la Tabla 23 a continuacion:

Tabla 23. Resumen de los parametros farmacocinéticos de fusiones de DOM 15-26 y DOM15-26-593 con Fc en la

rata
dAb Semivida (h)|Cmax (ug/ml)[AUC (0-inf) (h*mg/ml)|Aclaramiento (ml/h/kg)
DOM 15-26-501|12,9 91,4 4451 11,8
DOM15-26-593 | 84,6 101,8 3810 1,3

Se puede ver a partir de estos resultados que el DOM15-26-593 tiene un perfil farmacocinético significativamente
mejorado con por ejemplo, una semivida extendida y una tasa de aclaramiento reducida.

La potencia y propiedades farmacocinéticas significativamente mejoradas del DOM15-26-593 deba como resultado
el analisis del compuesto en cuanto a otros atributos biofisicos.
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Propiedades en estado de solucién: Analisis por SEC-MALL y AUC:
Se hicieron experimentos con el DOM15-26-593 de la siguiente manera:

El DOM15-26-593 se comportaba como un monémero en solucién a concentraciones de hasta 2,5 mg/ml con
una masa molecular calculada de 78-81 kDa, que corresponde con la masa molecular intacta calculada de
aproximadamente 76 kDa (Figura 42a y 42b).

Propiedades de fusién térmica: Analisis por DSC
Se hicieron experimentos con el DOM15-26-593 de la siguiente manera:

El aumento de la estabilidad térmica del dAb seleccionado con tripsina (65 °C, Figura 43 panel del medio) se
mantiene en la fusién con Fc (64,5 °C, Figura 43 panel superior). La curva de Tm del dAb DOM15-26-501 (52 °C,
Figura 43 panel inferior) se muestran como comparacion.

Estabilidad a la congelacién-descongelacion, presion térmica y componentes del suero
Se hicieron experimentos con el DOM15-26-593 de la siguiente manera:

La estabilidad de las propiedades del dAb DOM15-26-593 significa que el dAb DOM15-26-593 se puede someter
a presiones fisicas y bioldgicas con efectos minimos en su capacidad de unirse al VEGF (Figuras 44-47 (a y b)).
Por ejemplo, la molécula se puede congelar y descongelar repetidamente desde nitrégeno liquido (-196 °C) a la
temperatura corporal (37 °C) durante 10 ciclos sin pérdida de actividad de unién segun se determina por ELISA
(Figura 44). Este tratamiento también daba como resultado en que no habia alteraciones obvias del estado de
agregacion de la molécula, como se evalué por cromatografia de exclusion por tamafio (Figura 45). Mas ensayos
demostraron que la molécula se puede colocar en un intervalo de diferentes temperaturas desde -80 °C a 55 °C
con solamente una caida menor en la actividad de unién al antigeno tras 168 horas a solo la temperatura mas
alta de incubacion (Figura 46). Ademas, la incubacién con suero de seres humanos o monos Cynomolgus a 37
°C durante 14 dias no producia pérdida de capacidad de unién al antigeno (Figura 47a y 47b), como se
determina por ELISA de unién al VEGF.

Potencia en el ensayo de union al receptor VEGFR2 y ensayo celular HUVEC:
Los ensayos de union al receptor descritos anteriormente se llevaron a cabo de la siguiente manera:

El ensayo de union al receptor descrito anteriormente se utilizé para evaluar la potencia de las fusiones con Fc
(Figura 48). Se encontré que el dAb DOM15-26-593 tiene un aumento de potencia en este ensayo, que establece
la capacidad del dAb para bloquear la unién del VEGF al VEGFR2 in vitro. La potencia del DMS159 también se
demostré en un ensayo HUVEC (células endoteliales de la vena umbilical humana), en el que se mide la
capacidad de los antagonistas del VEGF para bloquear la proliferacion de células HUVE estimulada por el VEGF.
El nimero de células se determina al final de un periodo de incubacién fijado con una cantidad pre-determinada
de VEGF y una cantidad variable del articulo de ensayo. Cuanto mas potente sea el antagonista, mas baja
proliferacion celular se observara (Figura 49).

La secuencia de nucleétidos de DOM1h-131-511 se expone en este parrafo.
Secuencia de nucleétidos de DOM1h-131-511:

GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC GCTGGGTCTC
TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTGCG CATGAGACGA TGGTGTGGGT CCGCCAGGCT
CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCACAT ATTCCCCCGG TTGGTCAGGA TCCCTTCTAC
GCAGACTCCG TGAAGGGCCG GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTATAT
CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TGCCGAGGAC ACAGCGGTAT ATTACTGTGC GCTGCTTCCT
AAGAGGGGGC CTTGGTTTGA CTACTGGGGT CAGGGAACCC TGGTCACCGT CTCGAGC
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REIVINDICACIONES

1. Un dominio variable Gnico de inmunoglobulina anti-receptor TNFa tipo 1 que comprende la siguiente secuencia de
aminoacidos:

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEWV
SHIPPDGQDPFYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYHCAL
LPKRGPWFDYWGQGTLVTVSS

2. Un dominio variable unico de inmunoglobulina anti-receptor TNFa tipo 1 de acuerdo con la reivindicacion 1,
codificado por una secuencia que es idéntica a la secuencia de nucleétidos del DOMIh-131-206, mostrado en la
figura 19.

3. Un antagonista del receptor TNFa tipo 1 que comprende un dominio variable Unico de inmunoglobulina anti-
TNFR1 de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente.

4. El antagonista de la reivindicacion 3, que comprende un primero y segundo dominios variables Unicos de
inmunoglobulina, en el que cada dominio variable esta de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 2.

5. El antagonista de la reivindicacion 3 o 4, en el que el antagonista comprende un monémero de dicho dominio
variable Unico o un homodimero de dicho dominio variable Unico, en el que dicho dominio variable es idéntico a la
secuencia de aminoacidos del DOMIh-131-206.

6. El antagonista del TNFR1 de las reivindicaciones 3 - 5 para su uso en medicina, en el que es administrado por via
oral, a través del tracto GlI, o por medio de suministro pulmonar.

7. El antagonista del TNFR1 de las reivindicaciones 3 - 5 para su uso en el tratamiento y/o profilaxis de una afeccion
inflamatoria.

8. El antagonista del TNFR1 de la reivindicacién 7, en el que dicha afeccion inflamatoria es seleccionada entre: una
enfermedad pulmonar, psoriasis, artritis, enfermedad inflamatoria del intestino.

9. El antagonista del TNFR1 de las reivindicaciones 3 - 5 para su uso en el tratamiento y/o profilaxis de una
enfermedad respiratoria en un sujeto humano.

10. El antagonista del TNFR1 de la reivindicacion 9, en que dicha enfermedad respiratoria es seleccionada entre:
inflamacién del pulmoén, EPOC, Asma, Neumonia, enfermedad de fibrosis quistica intersticial pulmonar, alergia,
inflamacién pulmonar.

11. Un ligando de doble especificidad que comprende un dominio variable de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 - 2.

12. Un acido nucleico aislado o recombinante que codifica un polipéptido que comprende un dominio variable Unico
de inmunoglobulina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 2.

13. Un vector que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 12.
14. Una célula huésped que comprende el acido nucleico de la reivindicaciéon 12, o el vector de la reivindicacion 13.

15. Una composicion farmacéutica que comprende un dominio variable Unico de inmunoglobulina de una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 2, o un antagonista de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, y un vehiculo,
excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable.

16. El dominio variable unico de inmunoglobulina de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 o un antagonista de
una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, que comprende un dominio constante de anticuerpo.
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Fig.1.

GAS directora
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Fig.7A.
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Fig.7C.
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Fig.8A.
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Fig.8C.
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Fig.10A.
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“Fig.10C.
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Fig.11A.
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Fig.11C.
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Fig.13A.
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Fig.14.
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Fig.17A.
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Fig.19A.

DOM1h-131-511 secuencias derivadas

>1-1
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCATGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTCTCC
TGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTITGCGCATGAGACGATGGTGTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGA
AGGGTCTAGAGTGGGTCTCACATATTCCCCCGGTTGGTCAGGATCCCTTCTACGCAGACTCCGT
GAAGGGCCGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAGAACACGCTATATCTGCAAATGAACAGC
CTGCGTGCCGAGGACACAGCGGTATATTACTGTGCGCTGCTTCCTAAGAGGGGGCCTTGGTTTG
ACTACTGGGGTCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGCG

>1-2 )
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTCTCC
TGTGCAGCCTCCGGATTCGCCTTTGCGCATGAGACGATGGTGTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGG
AAGGGTCTAGAGTGGGTCTCACATATTCCCCCGGTTGGTCAGGATCCCTTCTACGCAGACTCCGT
GAAGGGCCGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAGAACACGCTATATCTGCAAATGAACAGC -
CTGCGAGCCGAGGACACAGCGGTATATTACTGTGCGCTGCTTCCTAAGAGGGGGCCTTGGTTTG
ACTACTGGGGTCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGCG

>1-3
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTCTCC
TGTGCAGCCTCCGGATTCAACTTTGCGCATGAGACGATGGTGTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGA
AGGGTCTAGAGTGGGTCTCACATATTCCCCCGGTTGGTCAGGATCCCTTCTACGCAGACTCCGT
GAAGGGCCGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAGAACACGCTATATCTGCAAATGAACAGC
CTGCGTGCCGAGGACACAGCGGTATATTACTGTGCGCTGCTTCCTAAGAGGGGGCCTTGGTTTG
ACTACTGGGGTCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGCG

>DOM1h-131-201
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTCTCC
TGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTGCGCATGAGACGATGGTGTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGA
AGGGTCTAGAGTGGGTCTCACATATTCCCCCGGTTGGTCAGGATCCCTTCTACGCAGACTCCGT
GAAGGGCCGGTTCACCATCTCCCGCGACGATTCCAAGAACACGCTATATCTGCAAATGAACAGC
cT GCGTGCCGAGGACACAGCGGT ATATTACTGTGCGCTGCTTCCTAAGAGGGGGCCTTGGTTTG
ACTACTGGGGTCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGCG
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Fig.19B.

3 B
GAGGTGCAGCTGTTGEAGTUTEOGGLEAGGUITEETACACCOIGGELEOTCCOTRLGTOICICL
TOTROAGCCTUCOEATTCALCTTTGUGCATGAGALGATGLTGTGOL T CCOLCAGGUTCLAGGGA
AGGOATCTAGAGTGGOICTCACATATTOLCCCOGETTGCTUAGGATOCCTICTATGLAGACTCLGTS
ARGGOGCCGGTTCACCATOTCOCOGUGATAATTCCAAGAACACGUTATATOTGUARAATGAM ARLCT
GUECECLGAGCACACAGUGGTATATTACTETGCOUTGCTTCCTAAGAGGROGLCTTEGTTTGAD
TACTGGOOTCAGGGAACCOTGOTCACCOTOTCGAGLG
#i6
GAGGTGCAGCTGTTGOAGTCTGGOGGAGGCTTGOTACAGCCTGGOGGETCCCTGCGTCTICTCC
FETECAGCCTCOGGATTCACCTTTOCGCATGAGACGATCETGTORETUCOUCAGGULCLAGSG
AAGGGTCTAGAGTGGGTCTCACATATTCCCCCGGCTGGTCAGGATCCCTTCTACGCAGACTCCG
TCAAGGGCUGETTCACCATCTCOUGUGACAATTOCAAGAGCACGOTATATCTGUARATGAACGG
CLTGLGTGUCGAGGACACAGUGOTATATTACTGYGLGCTGCTTCLTAAGAGGRGGLOTTRGYTT
GACTACTGOOOTCAGGGAACCOCTGETCALCGTCTCGAGCG
w7
GAGGTOUAGCTETTGOAGTUYGELEHAGEUTTGETAAAGLOTGLGLLGTCLCTLLGTOICICL
GTGCAGCOTUCGGATTCACCTITGUGOATGAGALGATGOTGTGLG TCUGULALGGUTLOTGGGA
AGGETCTAGAGTAGGTCTCACATATTOCCCCGGCTGETCAGRATCOOTTCYACGUAGALTCCET
GAAGGOCCGETTCACCATCTCCCGCRACAATTCCAAGAACACGUTATATOTGCAAATCAACAGT
CIGUETGCUCAGGACACAGUGETATATTACTGTGCOUTECITCLTAAGAG GO GGLCTTGETTTG
ACTACTGEGOTCAGGEAACCTGETEACCGTCTCGAGCG
=>DOMIk-131-2602
GAGLGTGUAGUTGTTGOAGTCTOGLGEAGGUTTGETACAGUCTHEOGHETCCOTGLGTOTORCL
GTGCAGCCTCCOEATTCACTYTTGUGCATGAGALGATOOTETAOETCCOLCAGBLCCLAGGS
AAGGGTOTAGAGTERGTUTCAUATATICCLCCGGACGETOAABATCOCTTICTACGUAGALTCCG
TCAAGGGOOGETTCACCATCTCCOCUGACAATTUCAAGAAMCACGUTATATCTGUAAATGAACAGT
CTOUGTGUCGAGGACACAGCGETATATTACTETEOGOTCCTTUCTAAGAGEOOOLCTTEETTTG
ACTACTGOGOTCAGGRAACCOTGETCACCGTOTCBARLG
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Fig.19C.

=DR0OMIB-131-203
GAGGTGCAGCTGTGOGAGTCTGEGGHAGGUTTEETACAGLOIGEGGEGTCCUTLOGTCICTICL
GIGLAGCOTLLCEOATTOACOTTTLUGCATEAGALGATOLTGILGL T LOLAGOO I ALIGGA
AGGGTCTAGAGTOOOTUTCACATATTOCCLCGBATOOTUAGBATUCOTICTACGUAGASTCOGT
GAAGGOUCGETTLACTATOTCCOGUGACARTTCOAAGAACACGUTATATETGUARATGRAALAGT
CTOOGTGUCCAGGACACAGLOGTATATTACTETGUGCTEUTTCUTAAGAGGEGRLCTIGGATIC
ACTACTGOGEGTCAGGGAACLTTGGTCALCGTOIUGAGLG

»DOMIN-131-204
GACOTGCAGCTOICOGAGTOTROGGGAGGOTTCOTACAGCCTGRROGGTCCOTGOGYOICICD
TOTGCAGCCTCCEGATTCACCTTTECGLATCACALGATOOTETRGETCCGLCAGGCICCAGH A
AGEGTCTAGAGTLEGTUTCACATATTOLCCCAGATGOTCAGGATCCOTTOTACGCAGATTCCAT
GAAGGGLUCCETTOACCATOTCCCGOGACAATTOOAAGRACRCGUTATATOTGUARATGAACAGT
CTOUATOCCCAGGALACAGCOETATATTACTETGUGCTGUTTCUT AATAGOGOGCOTIGHTTIG
ACTACTGGUETCAGGGAACLLTOGTCALCGTUTCGAGLG

»DOMIR-131-205

GAGGTGCAGCTGTTIGGAGTCTGCGHGAGGUTIGHTACAGCLT GLGOGETCCCTGLETT L
TOTGCAGCCTICCGOATTCACCTTTEOGCATGAGACGATGOTOTGLGTCCOIUAGGCTCCAGG LA
AGGGTCTAGAGTSEOTCTICACATATICCCCCGBATGGTCAGGATOCCYTCTACBCAGACTCCGT
GAAGGGCCOOTICACCATCTECUGUGACAATTCOAMGAACACGUTATATOTGCAMATGAMIAGT
CTGOGTEOCGAGGACACAGLGETATATTALTGTECGCTOOTTLCTAAGAGHGGGLICITEETTIG
ACTACTGEOOGTLAGGGRALCOAGGTCACLGTOTCGAGLG

ES SN Y.
GAGGTGCORCTGTTOGAGTOTGEGOGAGGCTTGETACAGCCYGGOAGHTCCCTRCGTUICTCC
GTACAGCOTCCOOATTCACCTTICOGUATGAGACGATCETOTECOTUCOCCAGGOTCLAGEGA
AGGGTCTAGAGTOGETCTCACATATICCCCCGRATGOTCAGGATCCCTICTACGCAGACTCCET
GARAGAGCCGETICACCATCICCCGCEACAATTLCAAGAALALGCTATATCTGOAGAY GAACAGT
CYGCGTGCUGAGGACACAGCAETETATTACTETGCGOTECTTCCTAAGAGAGOOCCTTGETITS
ACTACTOGOOTCAGGORAALCCAGHTCACTOTOTLGAGCS
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Fig.19D.
wie13

GAGGICOGGUIGTTCCAGTUTGOOGGAGOUTTEGTACAGCCTGALGGETCCOTGUGTOICICC
TETGOAGCOTCUGEATTICACCTT TGLGOATGAGALGATGOTOTGGOTOIGCLAGGOTCCAGHGA
AGGOTCTAGAGTOROTCTCACATATTCOCCUGGATAGUCAGCATCOCTTCTACGUAGACTCOGT
GAAGGGUCGETTCALCATOICCOGCGACARTTCUAAGAACACGUTATATCTGUAAATGAACAGT
CTGCETGCCGAGEACACAGLGETATATTACTETEROUTGCTTCCTARGAGGGGROOTTGRTTTIG
ACTACAGLOGTCACCLAACCOT OO TLACCGTOTCOAGCG

ES Tt
GAGGTGOAGCTIGTTHOAGTUIGHGECAGGUTTGOTACAGUCTGLLGGHTCCOTGLGTCTIOICG
GTGIAGCCTOCGGATTCACCATTGUGCATGAAALGATGE TG TGO TCUGLCAGGLTCCAGGGA
AGGGTUTAGAGTGGOTCTCACATATTCCCCCGETTERTCAGGATCOCTTOTACCCAGALTCLGY
GARAGGGULGGTTOACCATCTCCCGLGACARTTCCAAGAACACGOTATATOTGUABAT GAALAGL
CTGUATOCCGAGRACACAGLGGTATATIALTOTGUGUTGOTTC O AAGAGGOGOGLOTTGLTITG
ACTACCOGGOGTCAGGGAACCOTEETCACCGTUTCRAGLG

w=i~1k

GAGGTGLAGCTGTTGGAGTOTGRLGGAGGLUTTOGTALAGLLT GLLLLEHLTOLCTGLOTCETONC
GIGCAGCCTCCGEATTCALCTTTOUGCATGAGACCATGOTGTCGOTCLGUCALGOCTLCAGG GA
AGGETCTAGAGTGEGTCTICACATATICCTCLAGTTOGTCAGGATCLUTTCTACGOAGACTCLGYG
ARGOGCCOETTCACUATCTCCCOUUACARTTCUMG AR CACGUTATATCTOCARATGAACAGLCLTY
GUETGLOGAGGACACAGUGGTATATTACTETGCGUGECTICUTAAGAGLGEECLTTEETTIGAC
TALTGGLETCAGGGAACCTTOLTCALCOTOTCGAGLG

*DOMIN-131-208

GACCTGCAGUTOTTLLAGTUTGLLGLAGGUTTGL TALALLCTGOLOGETCLLTRUGTUYTCYC
FETGOAGCOTCCGGATTCACCTTTGOGCATGAGALGATGETETGGETCLGLLAGEUALCAGGG
AAGGGTCTAGAGTERGTUTCACATATTOCCLCGRATGOTCAGGATCCOTTCTALGUAGALTCCS
TOAAGGECCOGOTTCACCATOTCCCGUGACAATTCCAAGARCACGUTATATCTGUAAATGAALAGT
CTGUGTGOUGAGLACALAGLGGTATATCALTGTGLGUIGITTLUT AAGAGHGLEULITGETITIG
ACTACTGGOOTUAGGOAACCUTGOTCALLGTUTCGAGT
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Fig.19E.
»1-18

GAGGTGCAGCTGTTGRAGTCTGOGGGAGGLTTRGTACAGLLTGGLEGETOCOTGLGTCTCYC
TGTGCAGCCTCLGRATTCACTTITGUGCATGAGACGATGLTOTGORTCOGCCGGEITCCAGGE
AARGGOTCTAGACTOOGTUTCACATATTCCCLCOBATORTCAGRATUCOTTCTALGUARACTICLG
TEAAGRGLOEETTCACCATOTCOLGCGACAATTLCAALAACALGLTATATOTGUARA T GRAL AL
CHACOTOCOOAGGACACAGCOGTATATTALTOTOCOUIGCTTOOTAAGAGLGGGLUTTGETYYS
ACTACTOOGOTOAGGEAACCOTGETOALLEGYOTCGALE

=119
GAGOTOCAGLUTGTTGOAGTUTCGGEGAGROTIGHTACAGCOIGGREEETCLOTBLGICICIC
TETGCAGCCACCOGATTOACCTTTOCGCATOAGACGATEETETEEETCCGCCAGGLTCOAGGG
AGGGOTOUTAGAGTOLGTOTCACATATTCCLOUGEATGOTCAGGATCOCTTOTACGCAGALTOLG
TCAAGGGUUGETTCACCATCTLCOGUGACAATTCCAAGAACACGUTATATUTGUAAATGAACALT
CTGUETHLOGAGGALACAGUGGTATATTIACTOTELGUTGOITOLCTAAGABGBEBLLTTEETTTG
ACTACTGOGETCAGEGAACCUTRGTUALCGICTUGAGC

=120
GAGOTCCAGUTGTTEGACTCTGGREGAGEUOTGGTACAGLLTGHLGGOETCOOTHLGTOTOTCC
GIGCAGCCTCCOEGATTICACCTITOUGUATGAGALGATERTGTOLGTCCGLCAGRUTCLAGGRGA
GGGGTCTAGAGTGGETUTCACATATTOLOTUGGATGGTCAGGATUCCTTCTACGUAGALTCLGT
GAAGGGCCEETTCACCATCTCLCGLGACAATTCCAAMGAMACGUTATATCTGUAAATGRATAGT
CTOOGTOGUOGALGACATAGUGETATATIALT GTOLGUTRUTTCCT AAGAGLGGRLOTILGTTOG
ACTACTEOEGTLAGGGARLCOTOOTCALCGTOTURAGT

w i

GAGOGYGUAGUIGT AGTCTOOGEEAGECTTEGTACACCCYCOUOGOTCOCTOCOTCTOTC
TGTHGLAGLCICLGOATICALCTTIGUOCUATCAGALGATOLTETOLGTLCLLLAGLUTCLAGLG A
AGGOTCTAGAGTGOGTCTCACATATICCCCLGGATOGTCAGGATCLOTTOTACGUAGACTOLGY
GAAGGGLL FCALTATOTCOCGUGACAATTCOAAGAALACGUTATATUT G LA GAALAGT
CTGUGTGOUGAGGACACAGUGGTATATTACTETCLGUTGCTTUCTAAG AAGEGELCTTRETTTG
ALCTACTGGOLGTUAGLBAALCLTORTLALLG GARGC
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Fig.19F.

GAGGTECAGUTGTTGEAGTUTGLGLEAGGLUT TG TACAGOLTGEEHGGETLCCTR LGOI
GTOCAGLOTOOGRATTCACCTTTCLOLGTOAGALGATOOTGTELUTICGLCAGLCTULAGLG
ARGG TAGAGTGOLTCTCACKIATTCCCCCEETTGRTCAGGATCUCTTCTACGLAGACTOCGT
GAAGGLLCOETTCACCATOTUCCLLGACAATTUCCAAGAACACGUT ATATCTGUAMY GAALCAGC
CTECOTOCCOAGRACACAGUGGTATATTACTGTGLEOTGUTTCUTAAGACGEGGLCTTEGTTIC

ACTACTGGOGTCAGGGAALLCTOETCACLGTITCGAGC
w123
GAGGTOCAGCTCTTCCAGTCTCGOEGAGUGUTTGUTACAGUUTGEOEGEETCLCTGLGTICTOIC
TETGUAGLUTCCGGATTCACCTTTGUGLAAGAGALGATGRIGTGGGTCUGCLAGGUTLCAGGS
ARGE TAGAGTGGOTOUTCACATATTLCCLGETTG AGGATCCCTICTACGUAGACTOLG
CAAGGLCCOOTIUACCATOILCLGLGACAATTICCAAGRALACGCTATATCTGCAARTGAACAGE
CTGUETGLUGAAGALACAGLGGTATATTACTGTGLGUGGUTTCTAAGAGGGGLICTIGRTYTE
ACTACTOOGLE T CAGLLAACCUTLLTCACLGTCTLGAGLD
wheda
GAGGTGCAGLTETTOGACTUTGCEEGAGGLTTRETALAGLLTGGEGEETOCOTGLGTOTOTCL
TGCAGCTICCGGATICACTTITIGLECATGAGALGATGETIGTOLETLUGLLAGEUICLAGGGA
AGGGTCTAGAGTOGETUTCACATATTCLUCCOOTTGGTCACCATOCOTTUTACGUAGATTOLGY
GAAGGGCLGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAGAACACGLTATATCTGCAAATGAACAGL
CTECGTGLLGAGGACALAGLGETATATTACTSTGCOLUTEUTTCCTAAGAAGLGGLCTTIGGTTIC
ACTACTGOOGTCAGGGAACCUIGHTOACCETICTLGAGT
>1-258
GAGGTGUAGCTGTTEEASTOIGEEGGAGEITTEGTACAGCUIGGREEGTOOIOIGCLICTCTCT
GTGCACCCTCUGBATTCACCTTTGUOCATGAGACCGATGETGTGRETCLGLCAGGUTLCACGGA
AGGOTCTAGAGTGRGTUTCACATATTCCOCOLGGUIGGIIAGGATCOOY TCTACECAGACTIOGY
GAAGGLLOGLTTCALLA COCGUGACAATTUCAMGAACALGLTATATCIC OAAT GARLAGE
CTGUETGCCGAGCACACAGLOGTATATTACTGTROOCGGUTICCTAAGAGOGGGLCTTGGTTTG
ACTACTQULETCAGGLAALCUTGGTCACCETUTLGAGC
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Fig.19G.

DOM4-130-54 secuencias derivadas

>4-1 '
GACATCCTGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACCGTGTCACCATCACTT
GCCGGGCAAGTCAGGATATTTACCTGAATTTAGACTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAGGCCCCT
AAGCTCCTGATCAATCTTGGTTCCGAGTTGCAAAGTGGTGTCCCATCACGTTTCAGTGGCAGTGGA
TATGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATGTCGCTACGTACTACTGT
CAACCGTCTTTTTACTTCCCTTATACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAACGGG

>4-2
GACATCCTGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACCGTGTCACCATCACTT
GCCGGGCAAGTCAGGATATTTACCTGAATTTAGACTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCT
AAGCTCCTGATCAATTTTGGETCCGAGTTGCAAAGTGGTGTCCCATCACGTTTCAGTGGCAGCGGA
TATGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTCGCTACGTACTACTGT
CAACCGTCTTTTTACTTCCCTTATACGTTCGGCCAGGGGACCAAGGTGGAAATCAAACGGG

>4-3 '
GACATCCAGACGACCCAGTCTCCGTCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACCGTGTCACCATCACT
TGCCGGGCAAGTCAGGATATTTACCAGAATTTAGACTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCC
TAAGCTCCTGATCAATTTTGGTTCCGAGTTGCAAAGTGGTGTCCCATCTCGTTTCAGTGGCAGTGG
ATATGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTCGCTACGTACTACTG
TCAACCGTCTTTTTACTTCCCTTATACGTTCGGCCAA

GGGACCAAGGTGGAAATCAAACGGG

>4-4
GACATCCAGGTGACCCAGTCTCCATCCACCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACCGTGTCACCATCACT
TGCCGGGCAAGTCAGGATATTTACCTGAATTTAGACTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCC
TAAGCTCCTGATCAACTTTGGTTCCGAGTTGCAAAGTGGTGTCCCATCACGTTTCAGTGGCAGTGG
ATATGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTCGCTACGTACTACTG
TCAACCGTCTTTTTACTTCCCTTATACGTTCGGCCGAGGGACCAAGGTGGAAATCAAACGGG

>4-5 )
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTTCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACCGTGTCACCATCACTT
GCCGGGCAAGTCAGGATATTTACCAGAATTTAGACTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCT
AAGCTCCTGATCAATTTTGGTTCCGAGTTGCAAAGTGGTGTCCCATCACGTTTCAGTGGCAGTGGA
TACGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATATCGCTACGTACTACTGT
CAACCGTCTTTTTACTTCCCTTATACGTTTGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAAGGGG

100



ES 2 546 943 T3

Fig.19H.

GACATCCAGATOALDUALTO ATCCTOUCTOTOGOUATOCTGAAGGAGATUOTOTCACTATOALT
TOCCOGGUAACTCAGOATATITACCALAATT TAGACTOOTATOAGUALA AAM T AGGOAAALLOCT
TAAGCTCUTOATCAATTTITOOTTCCGAGTTIOUAAALT GUTUTCOUATOACOTITOAOTGOCAGTGL
ATATGOGACAGAATTOALTUTCACC A TCAGUAGTUTGUAACCTOAAGACTIOGUTACOTACTALTG
TOAACCOTOTTTTTACTICCOTTATACOTTIOGUUC AAGOGGACUAA DG THOLAAATOAAADGOE

N

CACATCCAGATOALOCAGTUTCCATOO N OCTGTOIGCATONGT AGOAGACTOTGTCACCOTCAT
TOOCTHIGUAANTOAGUATATTIACTTOAATTTAGAUTGUTATOAGUAGA AADCAGGLAAAGCDOC
TAAGUTCCICATCAATYTIOOTTCOGAGTTOOAAADTOOTOTCCUATCACGTTITOAGTOGUAGTGE
ATATCOCACAGATTICACTOTOALCATCAGUAGTUTGUAGUUTOAAGATTTOOOTACOTACTALTG
TOAACUGTOTTITTACTTOCCTTATACGTTOGGUOAAGOGALCAAGOTGHAAATOAAALGOG

B

GACATOCUAOATOAUCCAOTOTCCATOCTCOOTGTOTGUATOTGT AGOALANCEGTOTOACCATCACT
TCOCOOGUAAGTCAGUATATITACCTGOATTTAGACTUOTATCAGUAGAAALCAGLGAAAGUCTC
TAAGUTUCIOATCAATTTIOO T TOCOAGTTOCAAATOOTGTOCUATCALGTTTIUAGTOOUAL THG
ATATOOGACAGATIICACTOTCATCATOAGUGOTUTGU A ACUTOAAGATTICOOTADGTALTALTG
TOAACCOTOTTITTACTIOCOTTAT ACOTTOGOUUGAGUGALUAGHOTOOAAATUAAALGLG

i
GACATCCAUATCAUCCAGTOTCCATOCTCOCTOTCTOCATUTIOTAGLAGALCOTETCALCATCALT
TGO GOOUAAGTUAGGATATTTACUTGAATTTAGACTOUTATUAGUAGAAALUADLU AAAGLULCT
TAAGCTOCTOATCAGTITIGOTTOCGAGTTOCAAAGTOUTOTUCUATOACOTTTUAGTOGLUAGTGL
ATATGOOACAGATTICACTOTUACCATCAGTAGTUTGCAACCTOAAGATITOOUT AUGTACTALTG
TEAALUOTUTTTITACTTOCUTTACALD COOGLUAAGUGATOAAGGTOUAAATCAAALGGG
D100 20
GAUATCCAGATOACCOAGTUITCATUCTCLCTOTUTOCATCTGTAGUAGACUGTOTCALCATOACT
THUCGULUAAOTUAGGATATTTACUTOAATTTAGACTUOOTATCAGUAGAAALUALLGAAALLLLT
FAAGUTCCTOATOCAAATTTOOTTICCOAC TGO AAAGTGOTOTCCOATOACGTTTOAGTGLO AL TG
ATATOOUACAGATITUACTOTCAUUATCAGUAATUTGCAACCTOAAGATTTOOUTACGYALTALTG
TOAACCOTOT FAUTICCOTTATACGTTIOGUOCAAGUOAUCAAGGTOUAAATCAAANTOUG
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Fig.19l.

GACATOCAGATOAC U AGTUTOCATOOIOICIOICTOCA IO NAGOAGACT OO IO ACOATOAT
TOCOGOOUAAGTCAGOATATITACCTOAATTTAGAC TOOTATCAGU AL AA AL ALIGUAAAGLCCT
TAAGCTCUTOATCATTTATGOTTIOCOAGTTOUAAAGTOOTO TOACCACOTTIOAGTOOCAGTOG
ATATGOOAC AGATTTICAUTCTCACUATUAGUAGTUTOUAALCTOAAGATTOOGUTACOTALTALTG
TUAACCGTOTTTITACTTOCCTTATACGTTOGRUOAAGGGALCAAGGTOUAAATUAMLGGE
w2
GACATUCAGATOALCCACTUICCATOOTCICTO T TOUATCTOTAGUAGALCGTOTOALCCATO ALY
TOCCGGOOAAMTTICAGUATATATACUTGAATITACATTOOTATOACC AL AR AU AGLOAAAGOTCC
TAAGUBCCTOATOAA FGGTTOCOAGTTIOUAAAGTOOTGTOCCACCALGTTICAGTGOUAGTOCG
ATATGOGACAGATTTUACTOTCACCATCAGCAGTUTOUAACCTOAACATTTIOOUTAUOTALTALTG
TOAACCOGTOTTTTTACTIOUOTTATACOTIOGGUUAAGUOAUUAAGOTHOARATUAAACALD
=413
GACATOCAGATOACCCAGTOTUCATOCTCCOTOTOCTGCATCTO TAGGAGACCOTOTOACOATOALY
TOCUGGUUAAGTOAGUGATATITACCTOAATTIAGACTOUTATUAGUAGAAALCAGUGAAAGOLCD
TAAGUTCCTGATCARTTTICUTTCCCAGTTOUAAADTCGTOTCLOATCACCTITCALTOOCALTGG
ATATGOOACAGATTIOOCTOTCACCATCAGCACTUTGUAACTUTOAACATTOCUUTACGTACTALTG
TCAACCOTOTTTITTALTTOCUATATACGTTOOGUCAAGUHALUA AGUTGOAAATU AR AUALT
i [
GACATCCAGATCACCCAGTCTOCATCOTCCOTGTOTGCATCTO TAGUAGACCOTUTCACTATOACTT
GUOGUGCAAGTCAGCGATATTTACTTGAATTITAGAUTOUTATCAGCAGAAACCAGOGAAAGUUCCY
AAGUTUCTOATCAATITTIOOTICOOAGTTOUAAAGTOOIGTOOOATCALOTTIOAGTGOUAGTONA
TATGOOACACATTICACTO I ACCATCAGCAGTOTEOAACTT GAAGATOTOGOTACGTAUTALTGY
CAATCOTTITTACTICOOT TATACUTTOGOOCAAGLOACCAAGGTOUARATOAAADGGD
L
GACATCOAGATOACCCAGTUTUCATUCTOOCTOTUTOUATOTOTAGUAGACCUTUTCALTATCALT
TGUCOGHUAALTUAGGATATT T ACCTOAATTTAGALTOUTATUALLDAUAAALUAUUUAAAUCUD
TAAGUTCOTOATCAATTTTOOITOCGAGT T OUAAAGTOOTOTOUCATCAOGTTTUADTOUUALTOG
ATATGOUACAGATTTICACTOTCACCATCAGCAGTOIGUAACUTGAACACTICOOTACGTACTALTG
TCAACCOTCTTTTTACTICCTATATACOTTTOUUCAAGCOACTAAGUTGUARATCARACALD
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Fig.19J.

GACATCOAMATGLUOCAGTOUTCCATUOTCCOTGTOTGOATOT GTAGGAGALLGYGTCALCATOAL
TECLGOLELAAGTCAGGATATTTACCTGAATTTGLACTGGTATUCAGLAGARACCAGEGARALCT
CCTAAGCTCOTGATCAGTITTOGTICLGAGTTGCAAAGTGOTGTUCCATCACGTTICAGTGGUAG
TEGATATOEGACAGATTTCALTCTCACOATCAGLAGTOTEOAALCTGAMGATTOLGLTACETALT
ALTGTCAGCCGTO TACTTCOCTTATACGTTOGGLOAAGGUACCAAGU TG BAMATCABALALG
G
w1
GACATCCAGATOACCOAGTCACCATCLICCOTETCTGUATUTGTAGGAGACCETETOALCATCAC
TICLUGEECAAGTCAGGALATTTALCTGAATTTAGALTGLETATCAGUALRAACUAGUGARAGLT
COTAAGCTCCTGATCAATTITOETTCCGAGTIGCABAGTOO TGTCCCATCACOGTITCAGTEOLAG
TRGATATGGGACAGATTTOACTOTCACCATCAGLAGTUTGUAALTTGAAGATTTCOUTACGTALY
ACTGTCAACCGTUTTTTTALTICCOTTATALGTTICGGUOAAGELALCAAGGTGGAATUAMALGG
G
w418
GACATUCAGATEACCOAGTOCTCOATCOTCLCTGTUTOLGTETOTAGGAGACT BTG TCALCATOAL
TIGCCOGGGLAAGTCAGGATATTTACCTOAATTTAGALTGO TATCAGUAGAAMCCAGCGARAGLL
COTAAGUTCCTCATCAATTTTGETTCCOAGTIGCAAAGTEETGTCCCATCACETTTCAGTROOAG
TGHATATGLLALAGAT T LACALTOALLATLAGLAGTUIGLAMCTGAAGATTTOOLUIALGT ALY
ACTETCAACCOTOTTITIACTICLOTTATALGTTCGGCCAAGLEALCAAGGTOGAAATUAAALTG
w415
GACATCCAGATAACCCAGTUTULATCOTCCCTETCTGLATCYGTAGGAGACCETETCACCATCAL
TTGOCGGEUAAGTUAGGATATI T ACUTGAATTTAGACTEGTATCAGUACAAMDCAGGLAARAGTD
COTAAGCTCCTGATCARTTITEGTTCLCAGTTOOARAGTEETOTCCCATCACGTTTCAGTEOUAG
TEGATATGOGACAGATTTCACTCTCACCATOAGUAGTUTGOAACCTOAABAT TTCGUTACGTACT
ACTGTOAACCETOTTITIALTICCOTTATALGTTUOOGLOAAGLGALCAAGGTOGARATCAAALLG
w20
GALATCOAGATOACLCAGTOTCURTCOTOCOIGTOTGOATOYGTAGGAGACCGTETCACORTOAD
TYGCOGGOCAMETCAGGATATTTACCTGAAT TTAGACTGOTATCAGCAGAAALLAGGRAMGLT
COTARAGUICOTGATCAATT T GETTCUGAGTTGLALAGTLGTGTUICATCACGTTTUAGTGGUAG
TGOATATGOGACAGATTTCACTCTCACCATCAGOAGTUTGUAALCT GAAGATTTCGUTACG TALY
ACTGTCAACCGTUTTTTTACTACCCTTATACGTTUGGLCAAGGGACCAAGGTGGARTCAARCAL
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Fig.19K.
=>DOM4-130-202

GACATCCAGATGACACAGTCTCCATUCTLCOTGTOTGLATUIGTAGGAGALUGTGTUALLATUTD
TTECCOGGGCAAGTOAGGATATITACCTGANTTTAGACTLETATCAGCAG AMACCAGGGAAAGLL
COTAAGCTCCTGATCAGTTTITEETTCCSAGTTECAAAGTRETGTTCCTTCACGTTICAGTGLLAG
TEEATATGGGACAGATITCACTUTCACCATCAGCAGTUTGCAGCOTGAAGATTCCG T ACGTALY
ACTGTCAACCGTCTTTTTACTACCCTTATACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAACGG
i d 2

GATATCOAGATGACTCAGTCICCATCCTCOCTETCTGUATCTGTAGGAGACTOTETCACCATOM
TG CGGGCAAGTCAGGATATITACCTGARTTTAGAL TGO TATCALCAGAAL CAGLGAAGCE
CUTAAGOTOCTGATOAM METTCCGAGTTGUAAAGTGETRTICCATCACETTTCAGYTGGUAG
TGGATATGECACAGATITCACTOICATCATCAGCAGTCTGUARCCTGAAGATTIOGUTACGTACT
ACTGTCAACCHTC TAUTACCCTTATACGTTCOECUAAGBGALLAAGETOLAMATCAAACGE
wiped 3

GACATCUAGATGACLCAGTUTCCATCON COTGTUTGUATOTGTAGGAGACLG TG TUACCATCAL
TIGCCHGECAAGTLAGGATATTTACCTGAATTTAGACTOUTATCAGUAGAAANILAGGGAAALLL
COTARGUICCTSATCAATTTIGETTCCCAGTTGUAARGTEGAGTCLCATCACGTITCAGTGEOAG
TGGATATGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTCCOCTACGTACT
AIGTCAALCGICTIITTALTTCCOTTATACGTTOLGLOAALLGALLAALGTLOAAATUAATCLE
e

GACATOCAGATGACCCAGTOTCCATCOTCCCTG GUATATOTAGGAGACCGTGTUALCATOAL
TTG OO GOGLAAGTCAGGATATTTACLYGAATTTAGACTOGGTATCAGLAGAAALCAGGRAAAGCL
COTAAGUTCCTOATCAGTTTTGGTTCCGAGTTEUAAAGTOLTGT ATCACGTTTCAGTGGCAG
TOOATATGLGACAGATTTCACTOCTCACCATCAG CAGTUTGCAALCTGAAGATITORGTACGTACTY
ACTGTCAACCETOTTTTIACT ICOCTTATALGTICCUUCAALGEACCAACE T GARATL AL AL
wid= B

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACCGTGTCACCATCAC
TIETOGOGGCAAMGTOAGGATATTTACCTGAATTITAGACTCETATCAGCAGAAALCAGEEAMNGLL
COTAAGCTCCTOATCAATTITGOTTOCGALTTGCAAAGTOLTGTCLLATCACETITOAGTLECAG
THOATATGGGACAGATTTCACTCTCALCATCAGCAGTCTGOAACCT GAAGATTICGETACGTALY
ACTGTCAACOGTUTTTTTACTICCUTTATACGTICGOLLAAGE GALCAAGLTLGARATOAMALGE
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Fig.19L.

2426

GACATCCAGATCGACCOAGTUTCCETCCICCOTGTUTGUATCIGTAGGAGACTTTG TCACCATOAL
TIGCOGEOCAAGTCAGGATATTTALCTEARTTTAGACT GO TATCACCAGAAAL CAGIDGARALLT

COTAAGOTCOTGATCAATTTAGGTTCLGALTTGLAARGTOUTGTOCOATCACHTTTCAGTGGUAG
TGGATATEGGACAGATTTUACTCTOACCATOABCAGTCTOCAACCTGAAGATTTCOCTACGTACT
ACTGTCAACCETOTTTITACTTCCCYTATACGTICGECCAAGGGALCMAGETERABATCARALGT
g7

GACATOCTGATGALCCAGTOTCCATCOTCCOTG T O GOATOT O TAGGAGALCOTGTUACOATCAD
TIGLOGGLUAAGTUAGCATATTTACLCTCAATTTAGALTOGRTATOALCAGAL AL UAGGGAAGELL
COTAAGCTCCTGATOAATCTTGETTCCGAGTTGUAAAGTGOTETCCCATCACGTTICAGTEELAL
TGGATATCOOACAGATTTCACTOTCACCATCAGUCAGTOCTOUAACCTGAAGATOTOGCTACGT ALY
ACTGTCAACCETCTTTTTACTTOCCTIATACGTTCGECCAAGHBALUAAGGETGUAMATUAAMCGG
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>DOM15~26-588 FlQQOA

GAGETGCARBITG T TEEALETY SR TEETRCARGIIT GO GBI Io s L
TG G AL IO GE AT ORI CTTEIARGOUTTATCOGNIBR TG IR TCUGULABETT
CORIGGARNCGETOTAGAGTGE PCAGAGATTTOGCOTTOORET TUT TATACATACTAD
CORBACTCOOTGARAGHOUUIGETTOACCATOTCUCGUGACART T ARGRAUALGUTETAT
CTGCABATOGAAC ARG CCTOUETEUCOACCACALCCCUCETATN T TAC T TUUGARACATCUT
SRAITTTTCGRACTACTGGUOTOAGEGARACCOTGETUIRACOEY GAGUT
*DOMIE-26-578
0GR BLALOTET GAGTITGECEGAGAC A LACAGTCTGEOGE S b . o s AW
TG R OO COGR T T AL T T T ARG U T TATU L GR TGAT GGG TR CAGECT
ORGSR RCOOTCCRGAG TG T TCACGRGATTTOOUUTICGERT TUTTATAOARTACTAL
GURGRUTOCITIGRRGOGUCOETTUACCRTOTCCCOTGACRATTCCRMG R ORIGUTSTAY
CTGCAAATOAACROCUTGCETOCUBASEROA OB TA TN UTRO DG TOUGARAGRTCOUT
COGARAGTITCGACTAUTOGEETCN AACCOCTROTCACOOTC RO
MR- 265708
ARG IO T Ee TG TGO GEG AU T TGE TAC ARG U GEGEEETCCUTROGTOT
TOOTOTOURGOOTUOEEATTUORCT AAGGUTTRTCCORTCATGTROOTOOGOCRGEOT
CARGONARSOOTCCRGADTOEBETOTLAGREGRTTYER POGGETT TATACATACTAL
GLALBRL GIGRAGGOCCGLTTCACCRTOTCCCGUGACRATTCUARGRAUGUGUTETAT
CTGUCRALTCGRACAGUUTOUUTGLACGR AL RUA TR T TR TG TOOGRBAGH I
COUARGTTTORUTALTEOEETUAGEGAG TOGTURCCETUTCGAGT
LOMIE-26-578
GAGETOCROTTOTTGU T IO TCGEEEREEUTT TRCAGUUTGGEEEETCOCTSC *

T AU COGGATTCACO T TARGOUTTATUCGATGATL GTOLGUUAGETT
S ARG ARG T ARG TCORTCTCABAGATTTOOOT . POPTATRORTACTRAD

GUAGARLCTOCUTCAASGGUOCETTCACCATOTCCCOUCACANT TCORAGA M ORUGUTETAT
CTOCAANIGAACADCOTGUOTOCUBASCACAUCEUEETATAT AT OTIGCARRAGETOCT
COGARAGTITGACTACTOOBE TUAIGAACIUTORTCALCGTOTCGAGY
PUOMLIG-26-580

GREGTGURGUICUTGETE TGS ECGAEETTICETRIRGCUTGEGEEETUIC TOTC
TOOTETEUAGT GUATTOACT T TRARGET TCGRTOATCTGERTIOG Al
CUAGGGARGGRTUTARGAGTSEETY BGAGAT LT TCGEETICATATACRTACTAT

N R P T B AT T T A U TOTOC O BCGRC AN TTCC ARG AR CAOCUTETAY
TGO ARA TEAAC ARG OGACOAC RO GOTATAT TALTCTCOGRAAREATCUT
COGRBOTTTGANTACTLGRE TCAREGADL A TURDOCGTUTCOAGY
S E- 28 -80]
GRGGTOORRTTUTT RGO BGGUTTGETAD RGO TGO R -
TOCTOTECAGUCTCOGRAT I CACCTITARGE ATOCGRTGR DG TGS LEUORGGUT
ARG BAGOGTTOTAGAGTTCROTUTCAGABA T IOSOUTTOCGETTOY TATACRTACT AT
OUBIACTUCIGANIGOUOLETTCACCATOTLCCOUCGACAATTCORACRACRCGUTOTAT
CPGCAAATGRACAGCOTCUGTGCOGAGHACACTHLEETATNTTACIGTGOGARTCGHTCCT
COGARSTTTOAD TR TGEECTCABGGARALUC TCETORDE POGRGT
SDOMIE-26-582
AL I TACUIG I CRAGR I I GREEGAGEITTGRT ARG U GGEEEEE VECOTONG
S GTGCAGCOTCCEGATTOACRT T TAMGEUTTATOLGATCRTGTOS GOCRGECT
G ARG T O AGAG TR UTUAGABATUTUGOCTICEERE T IO TN TACATRCTRC
OCAGR Tt GRAGCGOCGET TR CATOT O CGUGACART TUARGARACACEOTETAT
CPGUAARTORACEECTTGCOTOULGAEACACCOUGOTATATTACTOTCUBARCERTLCT
GUARAGATTEADTRITGEEGTUAGEEAN THGTCACCETOTCGAGT
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Fig.20B.
»OM1B-26-583

GAGGETOCA R TEAGEEAGOCTTRSTACABCOTEGORRBETCOUTRCETOTC
COPTOUAOUTODGNTTICA TRAGGCTTATCCOATOATETROOTOCOOCAGECT
CORGEGAAMGBTOTRGASTCOOSTOUTCAGAGATTY CTTCCQOTTCTTATAOATALTAL
AT RIS T GARGEL LG T ICALURICTCUCHCBADART I CURAGARUALUIGIRY
CTSCE AL TORACAGUCTECATEUCGACCACACCGCEETR T T TACTETOCGB AAGATOOT
COOANETTAGARC TR TOGOGTURCOGRACCCTGOTCACCGTOTOGRSGT
*DOMIL-26~584
GAG TR I T GEAC T U EGEEGAGG U TGO TALAGUCACGEEEG T LT GIET T
TLCTGTCCTCOCTCOGEATTOACOT T TARGGUTTATCOGATGRTOTSCOTCCGOOAGHOT
A ARG RO OT A TGO T TOMARGRTTIOGUU T TOGEOTTOT TATAUR TACTAE
GUARGROTCUETEAABOGLLGOTTORCAAT COCSADRATTUCARGARRIGEYTGTAT
CTOCRANTGAARCACUCTCCOTCCUGRAGGRDRCCOUGGTATRATTACTOTOUGARRGATCCT
COGARGATTOACT AT GETCAGHEARILCTENICA TOTOGAGC
»DM15-28-58%
GAGGTOCAGT IGLTCOAGTIIIGGEOGAGECITRETACAGCCT GQTCOCTaLETCTC
LT ETGURCLUTOOGCRTTCALCTTTAAGGCTTATCUGETRATGTGRETUCEBULURGEOT
COAGOORAGEETCTAGIGTGEETUTCAGAGATT CTTOGGETTOTIATACKTALTAD
GUAGROTOUOTCAMNIGECCOUTTOACATOTCOCGUGACARATTCCRAGARCAR OGO TOTAY
CTGCABATCRACAGCCTGOUTECUGABGACALUGUGOTRINTTACTETACGABAGRTICT
CHEEARGTTTICACTALTGEEETCAGGEICCOTEOTCALOETOTOEAGE
=OMLIE- 26 -586
GRGOTOC AT IO PTG IS CCOEAGECTTEGTACABCTIGEUOGGICOOTEIGTYS
TOOTOTECRGCCTOCCGERTTORICTTTARGGUTTATCIGATGATOTOOETOORIOAGECT
R A GG T A A TG T TCRGAGAT T TOGUL TTOGEOGTTOTTATACR AU TAL
GUAGARCTCCGTEARGGGUCOETICACCATTTIUCORUGASARTTCCRAGAACARIGTTGTAY
CTGCAARTGAACAGUCTOCCTGCCEASBADACTUBUOGTATATTAUTUTOLGARAGATCLT
COGALGTTTGACTACTOGGOTCARGGRACOUTOOTCACDETOTOGRSC
DOMIE-ZE-BRT
GRCGTOCABCTOTTGCACTUTCGOGGOOAGEUTTGUTACAGCOTGELRRECTLCCTCGTOIC
TLCTOTCCAGCOTCOGRATICALC BAGOOTTATCOGRTRN TR TEOETOCaCraGaeT
CORGOGAAGGETOT MG AGTEEETUTCAGREATTIUCUCTTUGEGTTUTIATACATALTAL
GUARACTOCOTGAAGGETCGETICACCATOTUCORUHGACAN T OO RGP ARG TGTAT
CTOGCBARTGARCAGTCTEURTGOCERGGACACTGUGGTRIATTACTOIGUGRMAGRTICY
COGARGATTGACTACTOEGOTCAGERAMCOCTCGATCALIGTUTCGREC
»ROMIE-26 508
GROOTOCAOCTIOTTSGAGTUTGREOAGUCTTOOTACARUCTOOBORORTOOOTOUOTC:
POCTETSCACGCOTCCGEATTIALCTTTAAGGCTTRTICCEBATOATO TR TOCROCABGET
O AGGOARAGGOITCTAGAG TR I CTCAGAGRTTIOGUOT TR TUT TR T AUNTALTAC
GUAGROTUOGTGARGGOUDBET TURCCATU T DGO GROARTTOORAGAR DAL TGTRT
CrGCARATGARACAGUCTEURIGUCGAGGACACLG UGG TATAT TACTGTGUGARAGATCOT
COORAGTOTCAD TAD PGB OTOACGCARCOUTHE TOACODCTUTOEREC
LG~ 26588
GARGGTOCAGCTETIOGAG TUTGOGUGAGEUTTRCTACABCCTSEGRGETCCUICLGTT
TOUTUTOCAGCUTCUEGATTUACOT T AA e UTTAICLBRIGAT GGG LB RaBs Y
O ABGRARSCOTCTAGAGTGLETUTCAGRGATCT TICG6 TTETACATACTAL
GUAGRCTCUGTGAAGGGUUGETTCRCCATCTONCHUGACARTTCCARGRACRIBTTGTAT
TG UARRTGRACAGECT Wits GAGCARCAUCBCOOTRTATTALTGTCUGARBAGE &
CGUAGATTGACTACTGRGU TUAGLEARLTUCTOETCACCETUTUGAGT
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>DOM15-26-590 F|g2OC

GAGGTGCATCTGTTGGAGTCTGGCGGAGGCTTGECTACAGCCTGGGGGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTAAGGCTTATCCGATGATGTGGGTCCGCCAGGCT
CCAGGGARGGGTCTAGAGTGGGTCTCAGAGATTTCGCCTTCGGGTTCTTATACATACTAC
GCAAACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAGAACACGCTGTAT
CTGCARATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGTGCGARAGATCCT
CGGAAGATTGACTACTGGGGTCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC
>DOM15-26-591
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGEGGGETCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTAAGGCTTATCCGATGATGTGGGTCCGCCAGGCT
CCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGETCTCAGAGATTTCGCCTTCGGETTCTTATACATACTAC
GCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAGAACACGCTGTAT
CTGCAARTGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGTGCGAAAGATCCT
CGGAAGTTAGACTACTGGGGTCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC
=DOM15-26-592
GAGGTGCAGCTGTTGGTGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCC"GCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTARGGCTTATCCGATGATGTGGGTCCGCCAGGCT
CCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTCTCAGAGATTTCGCCTTCGGGTTCTTATACATACTAC
GCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAGAACACGCTGTAT
CTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGTACGAAAGATCCT
CGGAAGTTTGACTACTGGGGTCAGGGARCCCTGGTCACCGTCTCGAGTC
>DOM15-26-593
GAGGTGCAGCTGTTGGTETCTGEGEGAGGCTTGETACAGCCTGEEEGGTCCCTGCGTCTC
TCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTTAAGGCTTATCCGATGATGTGGGTCCGCCAGGCT
CCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGGTTTCAGAGATTTCGCCTTCGGGTTCTTATACATACTAC
GCAGACTCCGTGAAGGGCCGETTCACCATCTCCCGCGACAATTCCAAGAACACGCTGTAT
CTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCCGAGGACACCGCGGTATATTACTGTGCGAAAGATCCT
CGGARGTTAGACTACTGGGGTCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGC

=DOM15-10
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACCGTGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGTGGATTGGTCCGGAGTTAAGTTGGTACCAGCAGARACCA
GGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATCATACGTCCATTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCA
CGTTTCAGTGGCAGTGGATCTCGGCACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCT
GRAAGATTTTGCTACGTACTACTGTCARACAGTATATGTTTCAGCCTAGGACGTTCGGCCAA
GGGACCARGGTGGARATCAGACGG

>DOM15-10-1
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACCGTGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGTGGATTGGTCCGGAGTTAAGTTGGTACCAGCAGAAACCA
GGGARAGCCCCTAAGCCGCCTGATCTATCATTCGTCCATTTTGCARAAGTGGGGTCCCATCA
CGTTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCT
GAAGATTTTGCTACGTACTACTGTCAACAGTATATGTTTGAGCCTAGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCAGACAG

>DOM15-10-2
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACCGTGTCACT
ATCACTTGTCGGGCAAGTCAGTGGATTGGTCCGGAGTTAAGATGGTACCAGAAGAARCCA
GGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATCATACGTCCATTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCA
CGTTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCT
GAAGATTTTGCTACGTACTACTGTCAACAGTATATGTTTCAGCCTAGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGARATCAGACGG
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>DOM15-10-3 Flg 20D

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACCGTGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGTGGATTGGTCCGGAGTTAAGTTGGTACCAGCAGARACCA
GGGAAAGCCCCTAAGCACCTGATCTATCATACGTCCATTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCA
CGTTTCAGTGGCAGTAGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCT
GAAGATTTTGCTACGTACTACTGTCAACAGTATATGTTTCAGCCTAAGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCAGATGG

>DOM15-10-4
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACCGTGTCACCE
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGTGGATTGGTCCTGAGTTAAGATGGTACCAGAAGAAACCA
GGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATCATACGT CCATTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCA
CGTTTCAGTGGCAGTGGATATGGGACAGATTTCACTTTCACCATCAGCAGTCTGCAACCT
GAAGATTTTGCTACGTACTACTGTCAACAGTATATGTTTCAGCCTAGGACGTTCGGCCCA
GGGACCAAGGTGGAAATTAGACGG

=DOM15-10-5
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACCGTGTCACC
ATCACTTGCCGGGECAAGTCAGTCEATTGGTCCGCAGTTAAGTTGETACCAGCAGARACCA
GGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATCATACGTCCATTTTGCGAAGTGGGGTCCCATCT
CETTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCT
GAAGATTTTGCTACGTACTACTGTCAACAGTATATGTTTCAGCCTAGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCAGATGG

>DOM15-10-6
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACCGTGTCACT
ATCACTTGCCGGECAAGTCAGTGGATTGGTCCGGAGTTAAGTTGGTACCAGCAGARACCA
GGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATCATACGTCCATTTTACAGACTGGGGETCCCATCA
CETTTCAGTGGCAGTGGATATGGCACAGATT TCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCARCCT
GCAGATTTTGCAACGTACTACTGTCAACAGTATATGTTTCAGCCTAGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGARATCAGACAG

>DOM15-10-7
GACATCCAGATGACCCAGTCCCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACCGTGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGTGCATTCETCCGCAGTTAAGTTGGTACCAGCAGAAACCA
GGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATCATACGTCCATTTTGCARAGTGGGGTCCCATCA
CeTTTCAGTGCCAGTCCATCTGEGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCT
GAACGATTTTGCTACCTACTACTGTCAACAGTATATGTTTTGGCCTAGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTCGAAATCAGACAA

>DOM15-10-8
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCCGCATCTGTAGGAGACCGTGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGTGGATTCGEGTCCGGAGTTAAGTTGGTACCAGCAGAAACCA
GGGAAAGCTCCTAAGCTCCTGATCTATCATACGTCCATTTTGCARAGTGGGGTCCCATCA
CGTTTCAGTGGCAGTGGATATGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACTT
GAAGATTTTGCTACGTACTACTGTCAACAGTATATGTTTCTGCCTAGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGARATCAGAGGG

>DOM15-10-9
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACCGTGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGTGGATTGGTCCGGAGTTAAGTTGGTACCAGCAGAAACCA
GGGAAAGCCCCTAAGTTCCTGATCTATCATACGTCCATTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCA
CGTTTCAGTGGCAGTGCATATGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAACAGTCTGCAACCT
GGAGATTTTGCTACGTACTACTGTCAACAGTATATGTTTCAGCCTAGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGCGTGGARATCAGACGG
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Fig.20E.

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACCGTGTCACC
ATCACTTGCCGGGCARAGTCAGTGGATTGGTCCGGAGTTAAGTTGGTACCAGCAGAAACCA
GGGARAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATCATACGTCCATTTTGCARAGTGGGGTCCCATCA
CGTTTCAGTGGCAGTGGATATGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCT
GAAGATTTTGCTACGTACTACTGTCARCAGTATATGTATCAGCCTAGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCAGACAG

>DOM15-10-11
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACCGETGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGTGGATTGGTCCGGAGTTAAGATGGTACCAGCAGAAACCA
GGGAAAGCCCCTARGCTCCTGATCTATCATACGTCCATTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCA
CGTTTCAGTGGCAGTGGAT CTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCT
GRAGATTTTGCTACGTACTACTGTCAACAGTATATGTTTCAGCCTATGACGTTCGGCCAR
GGGACCAAGGTGGARATCAGAGGG

>DOM15-10-12
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGRCCGTGTC&CC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGTGGATTGGTCCGGAGTTAAGATGGTACCAGAAGAARCCA
GGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATCATACGTCCATTTTGCAARGTGGGGTCCCATCA
CGTTTCAGTGGCAGTGGATCTCGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAAGCT
GAAGATTCTGCTACGTACTACTGTCAACAGTATATGTTTCAGCCTAGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAACCAGACGE

>DOM15-10-13
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGARGGAGACCGTGTCACC.
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGTGGATTGGTCCGGAGTTAAGTTGGTACCAGCAGARACCA
CGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATCATRCGTCCATTTTGCEAAGTGGGGTCCCATCR
CGTTTCACTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCT
GAAGATTTTGCTACGTACTACTGTCAACAGTATATGTTTCAGCCTATGACGTTCGGCCAR
GGGACCAAGGTGGAAATCAGACGG

>DOM15-10-14 .
GACATCCTGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACCGTGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGTGGATTGGTCCGG&GTTACGTTGGTACCAGCATRAECCA
GGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATCATACGTCCATTTTGCARAGTGGGGTCCCATCA
CGTTTCAGTGGCAGTGGATATGGGACAGATTTCACTCTCTCCATCAGCAGTCTGCAACCT
GAAGATTTCGCTACGTACTACTGTCRACAGTATATGTTTCAGCCTAGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCAGATGG

>DOM15-10-15 .
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACCGTGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGTGGATTGGTCCGGAGTTAAGTTGGTACCAGCAGAAACCA
GGGAAAGCCCCARAGCTCCTGATCTATCATACGTCCATTTTGCAAGGTGGGGTCCCATCA
CETTTCAGTGGCAGTEGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAALCCT
GAGGATTTTGCTACGTACTACTGTCAACAGTATATGTTTTGGCCTAGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCAGACAG

>DOM15-10-16
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACCGTGTCACT
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGTGGATTGGTCCGGAGTTACGTTGGTACCAGCAGARACCA
GGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATCATACGTCCATTTTCGCARRGTGGGGTCCCATCA
CGTTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCT
GAAGATTTTGCTACGTACTACTGTCAACAGTATATGTTTCAGCCTATGACGTTCGGCCAA
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Fig.21.
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Fig.26.
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Fig.26 (Cont I).
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" Fig.26 (Cont I1).
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Fig.30.
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Fig.35.
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Fig.36.
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Fig.37.

Ensayo del nebulizador en tampon de ensayo
(PEG 1000/sacarosa)

Ensayo del nebulizador en tampon de Britton-Robinson
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Fig.43.
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Fig.44.
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Fig.51a
(Cont ).
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Fig.51a (Cont Il1). N
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Fig.51a (Cont IV). -
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Fig.51a (Cont V).
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PIUMTOEPRELEAIVEDEVTITURAROR I LRY LRHYQOERGEAPELLIYEASWLOEGYR
ERFOGECEOTDITL YIS SLQPREDFATIYOROVIYYPOUTFGUGTINVEI YR

SAB13
LM P LB ARV DRV TITCRAS S I LS LEWYDUEPURAPEKLLIVAASRIDECGYF
BRFRGECSOTOFTL YIS SLOREDVATYYOQOVVINPATTGUGTRVEIRR
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Fig.51a (Cont VI).

dAB12
DIQHTOEPIBLEASVEDRVTITORASQESIFRHLEWYQUEPGKAPELLIYARSRLGEGYP
SRPSGECEGTDFTLTISBLOPEDFATYYCQOVALY PR TFOQUTEVEIKR

dAb1?
DICHMTQEPSBLEASVODRYTITCRASDSIREYLENYQUEPGRARPKLLIYTASELOQEGVR
SRPSGEGEGTDFTLTISSLUPEDFATYYCQUNLFWPRTFGLUTKVEIRR

dably
DIQNMTQOPESLEACSVODRVTITCRASQETRRYLNWYQUEPGEAPRLLIYAASELLSGVE
BRFSGEGEGIDFTLTISELOPEDFATYYCOQHLFYPETFGOGTREVEIER

dablé, 21
M P LS LEABVEDRVTITCRABOS I IR HLEWYQOUEPCGEAPRLLIVGASRLOSGYP
GRFSCECEGIDFTLYISSLOPEDFATYYCUQGARUPTFOQUTREVEIRR

dRbi%, 26
DICHTQEPESLEASVERDRVITITCRABQEIYTHLEWYQUEPCEAPELLIVERETLOEGVP
ERFSGECSCTDRT LTSS LY PEDPATYYCOVREVERTFLOUTRVEIRR

dap2?
DIQMTOEPEELEASVODRVIITCRASQSIYRELEWYQUKPORAPKLLIYNASHLOSGVE
SRFCGLCEUTDRTLT IS LOPEDFATYYCOQVERYPETFGQUTEVEIER

dab5Ss
DIQHMIQSPESLEASVEDRVIITCRASQEIFRELENYQUEPORAPELLIYHASYLOBGVE
BRFEGEGSCIDFILTISSLOPEDFATYYCQUVVYHWPVIFGOGTEVEIKR

dab 8, 10
BVQLLESGOGLVUPGGELRLECAASGFTFWVYQMDUWVROAPGHGLEWVESISAFGAKTL
YADSVEURFTISRONSKNTIY LOMUSLRAEDTAVYYCARLSGRFPOYHGQGTTIVIVES

dab 36

EVQLLESGOGLVQPGEELALEBCAARGFITHSYONTWVRQAPORGLEWVES IS BFEEETL
YADSVEGRITISRDNSENTLY LOMNSLEAEDTAVYYCAKCRDENY SLFDYWEQOTLVTIVES
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Fig.51b.

GACATCCAGA TCACCOAGTC TCOATOCTOC CTOTCYGOAT CTATAGGAGA CCOCTETOACT
ATCACTTOOC COUCAAGTOR GAGCATTAGC AGUTATTTAL ATTEGTACCA GCAGRAACCA
GOUARRGUCC CTAARGOCTCOT GATCTATCGS BATTLOTTTT TOCAAAGTOR SUTCCCATCA
COTTICAGTC COAGTOGATC TEGEGATAGAT TTCACTUOTCA CCATCAGUAG TUTGCAACCLC
SRAGATTTTE CTACETACTA CTOTCAACAS ACOTATACTG TTCOTCCTAL CYTTCRCCAL

GUGACCRAGE TGGAARATCAR ALRG

*»DOMTh- 10

BACATCCAGA TOACUCAGTL TCCACCOTOC UTUTUCUCAT CTRTAGGAGA COUTWICALT
ATCACTTGOU GOGCAAGTOA GRGUATTAGT AGUTATTTAA ATTGETATOA BCAGRARCCA
GOBARAGUOU CTAAGUYCOT GATUTATCGS AATTOCCCTY TGUALACTSE GUTCCCATCA
CHGTTCAGTS GCAGTOGATC TGOGACAGAT TTCACTOTOR CCATCARURG TUTGOAARCCTY
GRAGATTTTE CTARCGTACTA UTGTCRACAS RMITTRTTCGA TTCOTCUTAC GTTOGECCAR

GEGACCAAGE THGAAATURA AOGG
2D0HTh-113

GAOKTOCACA TOACCCRAGTC TOCATCUTOC CTQTCTOONT CTETAGGAGA COQTETCALD
ATCACTIOOC GOGCARGTCE TCOGATICGEE ACCAUGTTAA GTIGETACCA GCAGAAACCA
GUOARAGUCC CUTARGUTCUT GRTOTEOTTT GUTTOCC TEUAAAGTEG GETOCCRATCA
COTTTCAGTE CORGTEGATC TGOGACACGAT TTCALTUTOA COATOAGOAG TCTELARCCTY
GRAGATITTE CTACUTACTA CTUTGCGUAL GUITGEEALGY ATCUTACGAL GTICGECCAA
GUEACCARGD TORAARTCAL ACGE

*»DOMTH-12

GACATCORGA TCACCCAGTL TCCATCOTCOL CTGTCTEOAT CTOTAGCAGE COOTETCALC
ATCACTTIOCC GOUUARGTAA CIRTATTOCT TUGCAUTTAR ATIGUTACUA GUABARALCLA
CUOARAGUCC CTAAGCTCOT GATCOCTTES GUOTOLCTTT TOUARAGTEE GOTCUCRICA
CETTTCAGTE CUAGTGRATL TERGACAGAT TTCALTUTCA CORTCAGOAG TOTGCAACCTY
GRAGATTTTE CPACOTACTA CICTUGTOAG GETOUTOUGT COCUTOCGEAL GTTOGGOCAR
GUGACCARGS TOGAARTCAA ALGG

sDOHTh-13

GRCATTCAGA TOACCCAQTC TCCATOOTOC CTETOTOUAT OTUTAGGAGK COGTGTCALC
ATCACTTOCC QEGCAAGTCA GTTTATTIAT COGTATTTAT COTGOUTATCA GUAGARRACTA
GOOAAAGTCC CTAAGOTCCT GRATOTATANT GUETLCTAYT TGCAMAGTCE GUTCCCATCA
COTTTOAGTE GUACTOOATC TEEGACACGAT TICACTCTCA COATCAGCAL TOTGCARCCT
GAAGATTITG CTACOTACTA CTCTCAACAG CATCOTCATT TOCCTOUTAL GTTOGGUCAA
GOGACCAMGG TECAAATCAA ALSE
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Fig.51b (Cont I).

*DOMTh- 14

GACATCCAGE TOACCCAGTIC TOCATCUTOC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA COGTETCALC
ATCACTTOCU GOGUAAGTCA GUBGATTGES TUTCAGTTAT CTTEETACCA GCAGARARCCA
GOGAAAGCUC CTARGCOTCCT GATCRTGTEE COTTOOTOCT TECARAGTGE GLTICCTATCR
COTTTCAGTS GCAGTOOATC TCUCACAGAT TTCACTCTCA COATCAGCAD TUTBCAACET

GARAGARTTTTIE CTACGTACTA CIGTQECTICAL GOTGCEECET TECCTAGGAL GITORGLCAAR
GGRACCAAGE TGGARATCAR ACGE
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Fig.51b (Cont II).

»DOHT -2

GACATCOORGA TOACCCRGTC TCCATUCTCOC CTETCTECAT CTCTAGRAGR CORTOTCACT
AICARCTTO0C GUOGURAGTCA GARAAGATIGOT AUTTRTITAR KTTGOTATOA GCAGARARCTR
GOGAAMGCCC CTARGOTCCT GATCTATAGS TOTTCOTCOIT TOCARARGLGL GOTICCCATCA
COTTICAGTE GUAGTEOATC TUUCATASTT TTCACACTOR CCATCORAGLAG TCTGOMLCT
GAAGATTTTC CTACGTACTA CTGTCAACAG ACGTATGOTC TICCTOCTAL GTTCCGCCRA
GUOACCARGTE TEGARNITAL MOGEH

wRO¥Th-3

GACARTOCAGA TCACCUAGTL TOOATCOTOL CTUTUIGUAT DTOTACGAGR CLOTGTCACT
ATCACTIGOC QUOUAAGTCRE GTOCATTIORT ACTOQOTTRG CUTGETACCA GCAGRARCTER
GRGARRGUOC CTAGGOTCCY GRATCTATANTY GTGICCAGET TOUAMAGTH0 GOTUCCATCA
CHTTTCACTS GOAUTUGATS TOGGATASAT TTCACTOTOR COATCAGCAG TOTGCAACET
GARGATTTIO CTACGTACTA CTCTCAACHG TATIGOUUTA CICCTACGAC UTTOGGCCAR
GGOACCRAGE TOGARATCOAR AUGE

POOHTh-4

GACATCOAGR TOACCCAGTC TOCATOUTCOC CTETCOTEOAT CTCTAGGAGA COGTOHICARC
ATCROTIGCC QOCUAAGTCA GUAGATTTAT TCOTEOTITAS COTGETAUCA GUAGAGACTS
GGOGRAAGCUC CTAAGUTOOT GATCTATAAT GUTTCCUATT TOUAARGTOU GUTCCCATOR
COTTTOAGTG CUAGTREATL TCUGACAGAT TTCACTOTOA COATUAGCAG TUTGCARLICTY
GRAGRTTTTE CTACGTACTA CTGTOAACAG GTGATTOOTE RICCTOTTAC GITCGELUAR
GGOGACCARGG TEGAMATCAA ACGE

=DOMTh-§

GACATCCAGA TGACCCAGTC TCOATCOTCC CYOTOTGCAT CTGTAGGAGA COQTATOACC
ATCRUTTGOC GGLCARGTOA GAGUATTIAGD ACCTATITAL ATTUCTACCA GUAGARALTA
GOGRAADCCC CTACGOTOOT GATCTATOCE TTETCOOTST TEUAAAGTOR QOTCCCATOA
COETTTCAGTE CUAGTGOATC TROGACAGAT TTCALCTOTCR COATCAGCAG TCTCGURALCT
GRAGATTTITG UTACGTACTA CTGTCAACAG AUTTRTRADG TTCCTCLUTRC GTTOGGUCAA
GOGRCCARGE TOOAARTCAR BLGE

»>ROMT R

GACATCCAGA TOACCCAGTC TOCATCCTCU CTGTCTOCAT CTOTAGOAGA CUGTOTTACT
ATCACTTIGOU GRGCAAGTCOR GAGUATTAGE AGUTATOTAR ATTGGTACCA GCAGAARCCA
GOGARAGCOC CTARCUTOCT GATOTATALG AATTCCCACT TOCARAGTOG GUTCCLATCA
CETTTCAGTG GUAGTOUATC TGGOACAGRT TTCACTUTOA CCATUAGOAG TCTGCAALCT
GAAGATTITG CTACGTACTA CTCICAACAG ACTITICUGE TTCCICOTAL GTTCGGCCAAL
RGOACCARGE TOOAGATUAL RUGG
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Fig.51b (Cont Il1).

»>DOMTh-8

GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA CCGTGEGTCACC
ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GAGCATTAGC AGCTATTTAA ATTGGTATCA GCAGAAACCA
GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATCGG AATTCCCCTT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA
COTTTCAGTG GCAGTGOATC TGGGACAGAT TTCACTCTCA COATCAGCAG TCTGCAACCT
GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG ACGTATAGGG TGCCTCCTAC GTTCGGCCAA

GGGACCAAGG TGGAAATCAA ACGGE
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Fig.51b (Cont IV).

*DOMTh~ 9

GACATOCAGA TRACCCRGTC TOCATCOTCC CTOTCTEOAT CTCTAGERAGA COGTETCACC
ATCARCTTIGUC GUEUAAGTCA GUATATTERC TTCTCETTAC ATTCGETATOA GCAGARACCA
CORARAGOCC CTAACGCTIOCT GATCTATAGE TUTICOTICL TOCARALTO0 CUTUCOAIDA
COTTTCAGTE GUAGTCOATC TOGGACAGAT TTCACTOTCR CCATCAGUAG TCTGCAACCT
GAAGATTTTC CTACOTRCUTA CTGTCAACAG AAGTRIATT TOCUTTATAC UTCUGGCCAA
GUUACCRAGS TOOARATCAA ALGG

»DOMTm-12

GACATCCAGA THAQUCAGTC TOCATOOTOC CTOUCIGUAT CTETAGUAGA CORTHTORCL
ATCACTTIGOC GOGUAAGTCA GAGCATTITT COUCATTIAL AGTGGTACCA GLAGAARCCA
GUERAAGOOC CTAAGDTOUY GATUTATOUG GUATUCCGTY ToCUARAGTGE GRTTUCCATCA
CUTTTCAGTG GOAGTOGATC TUCCACAGAT TTCACTOTCA COATUAGCOAG TCTGCAALTT
CGRAGATITTG CTACGTAUTA CTOTCAACAG GTTCCECTET ATCUTAAGAL GTTUGELLAA
GOUACCAAGO TEGAARTCAA ACGE

»D0M - 16

GRCATCCAGA TGACCCAGTO TCCATCLTCC CTOICTEOAT CTGTAGGARA COBTUTCACT
ATCACTTEOU GOGUARGTCOR GAGUATTATT ARGUATTIAL AGTGOTACCA GOCRAGRAACTR
GECARAGUCL CTAAGUTOCT GATUTATOCY GUATOCCGET TOUAAAUTEC CUTCCCATOR
CETTTCAGTG COAGTGGATC TOCOACAGRAT TTCACTOTCR CONTCAGTAG TOTGUAALOT
GAAGRTTTTO CTACUTACTA CTIGTCAACAL GOUGGUTCRET GOUUTCAGAL GTTCGGLCAA
GRGACCAMAGS TGOABATCAA ALGE

»DONTm- 34

GACATCCAGE TOACCCAGTS TCCATCCTCC CTOTOIGLAT CTGTAGGAGA CLOTIUICALE
ATCRUTTOOC GOOUARGTUR GAUCATTINT TATOATTTAA AGTGOTACCA GCABARACTA
CGEARAGCOCC CTAAGOTCCT GATUTATARAG GUATCCRCGT TOCRAAGTOG QUTCCCATOR
CUTITCAGTO GCACTOGATC TOCCACAGAT TICACTCICA COATCAGCAG TOTOCAACOT
GAAGATITIO CTACOGTACTA CTGTCAMCAG GTTCOGAMGE TGCCTCCGGEAL GTTCCGLCAM
GUOACCAMGE TGOARATCOAL AUGE

»DOMTr -1

GARCATCOCASH COACCCACTO TOCATCOTOC CIOTCOTGOAT CTGTAGGAGA COOTGTCALY
ATCRCTTOUC GOOCAAGTCA GTATATICOT AUGTATTIRS GTTGETATCA GUAGRAAICA
GGEARAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATGAT TCTTCCATET TECRAACTEG GUTCCCATCA
CHTTTCAGTG GUAGTOGATC TOOGGACAGAT TICACTOTCR CUATCAGOAG TCTGUARCET
GAAGATITTIO UTACGTACTA CLGTUAACAG COUTTATCOTA TOUOTTATAL GTTCGGLCAR
GGEACCAUGE TAURALTCAA AUGG
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Fig.51b (Cont V).

=DOM7r-13
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCOTCOC CTGTCTGOAT CTGTAGGAGA COCGTGTCACT

ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GCATATTCAT AGGGAGTTAA GGTGGTATCA GCAGARACCA
GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATCAG GCGTCCCGTT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA
CGTTTCAGTG GCAGTEGATC TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT
CGAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG AAGTATCTGC CTCCTTATAC GTTCGGCCAA

GGEGACCAAGG TGGARATCAA ACGGE
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Fig.51b (Cont VI).

»DOMTr - 14

GACATOCAGE TCACCOAGTC TOOATCOTOC CTGTOTGOAT CTGTAGEAGA COGTETCALE
ATCACTTOOC COCCAMAGTCA COATATTICAT AGUCACTTAL CUTGETATCA GLAGAMALCCA
GUGAARGOLOC QUAAGOTOCT GATUTARCAL GUGTCLCETT TCCARAGTEE GUETOLCATCR
CUTTTCAGTE GUAGTOGATC TOGGACAGAT TTCACTOTCR COATCAGOAS TOTECRACCT
GRAGATTTITG CTACGTACTA CTOTCAACAG COTTATAGGE TOUCTTATAL GTTUGHCCAAR
GUUACUAALG TGUMMATCAR ACGT

*PUMTr~15

GACATCCAGA TEACCCAGTC TUCATCOTOC CTETCTGOAT CTOTAGGAGA COGTHTCARLC
ATCACTIGOU GOECAACGTCA GAGTATTOEE COGAGHTITAA AGTEETACCA GUAGAARLCA
GGEGCAGCLC CTAGGUTLOT SATUTATCOOT ACEGTOCOTGET TOCARAGTEG GUTOLCATOA
COTTTCAGTE GUAGTOGATC TCGCACATAT TTUACTOTCA CCATCAGCAG TOTGLAACCTY
GAAGATTTTE CTRCGTACTA CTGTCAACAG ACGTCCGUAGT GUCCTCATAC GTTCHOCCAR
COEACCARGE TGOAMATUAA ALGG

sPOMT 16

GACATUCAGA TOACCCAUTID TCORTCUTOC CLGTICICUATY CTETAGERAGA CUGTOTIOACE
ATCACTICUC CUGUARGTCA GAAGATTTAT AAGARTTIARC GIIGETATOA GLAGRAALTA
GUCRARCUCC CTAAGUTOUT GATCTATAAT TUTTCCATTT TEUARAGTGE GOTUCLATICA
CHETTTOAGTS GUAGTOORTC TGEGACAGAT TTCACTCTCRA COATOUAGCAS TOTECARLETY
GAAGATTTTS CTACGTACTA CTGTUAALAG AGOTRTICIGT COLCOTTATAL GTTICCUCLAR
GGGACUAAGE TGUARKTCAR ROGE

DOMT =17

GAUARTCCACA TRACCCAGTC TCOATCOTCL CTOTUTCOAT CTOTAGEAGA COQTUETICALD
ATCRCTTEUC CUOCAAGTCA GRAAGRTTTRT ANTARTTTAA CUTEGTACCA GUAGARACTA
GOOARRGCCC CTAAGUTCOT GATUTATART ACTTUCATTT TECARAGTGO GOTCCCATCA
COTTTOAGTIG GUAGTOOATC TOUGACABAT THCAUTCTOM CUOATCAGLAG TCTGUARCES
GARGNTTTIO CTACGTACTA COOTURALAYG CORTGELGTE COCUTTATAL GTITCGGUCAA
GOGACCAAGE TGOABRATUAR ALGE

207 r~18

GACATICACA TCACOCASTU TOCATOOTCC CIGTCIGLAT UTOTAGGAGA COGTETCACT
KICRCTTGUC GOGCAAGTUA GTEOATTEAT ARGTCOTTAG GATOOTACCA GCAGRRALCA
GECAAACCCC UTAACCTCOT GATCTATCAC TCTTIOTTTET TGCAARCTEG GETCCCATCA
COTTTOAGTG GOAGTOGATC TOGOACAGAT TTCACTCOTCA CONTCAGCAG TCTGCAALCT
GARGATITIC CTACOTAUTA CTOTCAAMAG TRTICATCAGA TOCUTOCGAL CGTTOGECCAA
GUOACCRAGE TCGRAAATCOAL ALGH
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Fig.51b (Cont VII).

GACATCCAGA TG?LCCCAGTC TCCATCCTCC CTATCTGCAT CTGTAGGAGA CCGTGTCACT
ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GTGGATTTAT AGGCATTTAA GGTGGTACCA GCAGAAACCA
GGGARAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATGAT GOGTCCAGGT TGCAAAGTGG GGTCC_'CMC!
CGTTTCAGTG GCAGTGGATC TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT
GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG ACTCATAATC CTCCTAAGAC GTTCGGCCAA
GGGACCAAGG TGGAAATCAA ACGT
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Fig.51b (Cont VIII).

»DOMTr-3

GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCOTOC CTETOTGCAT CTUTAGBAGA COBTETCACT
RYCACTOOCC GOGCAASTON CTATATTGET AGOTATTTIAC GTTGRTATOA GUAGAAAICA
GOCARRGOCT OTRAGUTCCT GATUTATOAT TUTICCUTET TEUAAAGTUG GUICCCATCA
COTTICAGIE GUAGTOUATE TEGEACAGAT TTCACTOICA COATCAGCRE TUTELARLLY
GRAGATTTITO CTACOTACTA CTUTCARDAC ACGUTRTATGC AGUOTITTIAC GTTUCGUCAA
GCGOACCRAGG TCGARATURA ACOGE

»DOHTr -4

GARCATOCAGA TEACUCAGTY TCCATCUTCL CTGTUCGIAT CTUTAGGAGA COGTATCACT
ATCACTTOUC CUOCARGTOL UIGGATTOET COOTRITIAD GUTGETACCA GUALARACLA
GOOARAGCCC CTAABCTOCT GATUTATAAT GUUTCCOAET TOCAAAGTEG COTCCCATCA
COTTTCRITS GUAGTAOATC TOGGACAGAT TTCACTOTOR COATUAGUAL TUTGUARCCT
GARSATITUIO CTACCTACTA CTOTCRAACAG COGTATOTTC AGUCTTATALC CTTCLECLAR
QUUACCAAGE TOORARTCAL ATGE

»PORTg-7

GAUCRTCCAGR TEACCORGTC TCCOATCOTOC CTOTCTGUAT CTOTAGUAGA CUGTETCALC
ATCRCTIOCC COGLARGTOA GTATATICET AGOTATTTAC GTTOSTATCA GUAGAMACTA
GAGAARGCCC CTAAGCTCCT GATCTATOAT TOTTCOGTET TGUABAGTOE GETCCCATCR
COTTICAGTE GUAGTOOATE TOCGACAGHRT TTCACTCOTCA COATCAGUAG TCTGUAACCT
GARGATTTLS CTACOTACTA CTOTCAACAG COTEATTOTT COCOTTATAL GTTCHBECCAR
GOGACTAAGE TOOARATCAA GUGG

SDBOHTE -8

GACATCCACA TOACCCATTO TCCATCOTCC CTUTOTOOAY CIUTAGGAGA LLETIETICALT
ATCROTIONC GOECAMETCA CTATATTICU COTCASTTAR GUTEETACCA GCAGRAALLA
GOGRARGOCC CTAGUOTOOT GATOTATHEE SCOTULOTTT TCUARAGUGE GATOCCNICA
COTTTCAGTE GUAGTGOATC TOGGACAGAT TTCACTOTCA CURATCAGLAL TUTGUAACLT
GBAGETTTTE CTACOTACTA UTUTCAACAS AGUTATATTA CTCCTTATAC GTTUGGUCAA
GUGACCAMGG TGCAAGTOAR ALGE

»POMTr -8

CACATUCAGE TOACCCAGTLC TCOATCOTOC CTQTUTECOAT CISTAGGAGA COGTETOALC
ATCRCTTOOC COUCAAGTCR GTEGATTOAT AGGUAGTTAL AGTOGCTACCA GCAGARACCA
GOOARBECCD CTAASUTOCT GRTUTATTAT GUITOURITT TCUAAAGTGE GUILLLCRTICA
COTTTCAGTS GUAGTOOATC TOCOACADAT TTCAUTUTUA CORNTUAGUAR TOTGLARLCY
GARGRTTITE CTACGTACTA CIGTCARCAG ACGTTITCTA MCCTTCTAL GTTCGGLCAA
GGGRUCRAGG TOGAAATCAA ACGE
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Fig.51b (Cont IX).

>DOM7h=-23
GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGCGTCTC

TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTTAT GATTATAATA TGTCTTGGGT ccmcnséﬂ
CCABGGAAGG GTCTAGAGTE GGTCTCAACT ATTACGCATA CGGG'IT;'-GGGT TACATACTAC
GCAGACTCCG TGAAGGGCCG GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA c.hCGcT_G'ri'l‘_
CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TGCCGAGGAT ACCGCGGTAT H.'I_'TLCTETGC GAAACAGAAT
CCTTCTTATC AGTTTGACTA CTGGGGTCAS GEGAACCCTSGE TCACCGTCTC GAGC
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Fig.51b (Cont X).

»DOMTh-21

GAGGTOCAGL TOTTGGAGTC TUGGGGAGEC TIGOTACAGU CTEOGEGETC CUIGLETOIC
TCCTETGUAG COTCORGATT CACCTTTIGNT UTTTATORTA TETCGTGEET COBOCABGLT
CCAGOGARGS GTCTAGAOTE GETUTCATCG ATTOTTAAYT COGETOTTAG GACATACTAC
GUAGALUTOLE TRRAGGGLCE GITCACCATE TCCORCEALE ATIUCAAGAR CADGUTETAY
CTGCARATGA ACAGLOTGUG TECLGAGGAL ACCOCGETAT ATTACTOTOC GAARCTTAAT
CAGACTTATC ATTGEEATTY TEACTALTOR GUTCACGRAL COCTUOTUAL CATOTOBAGC

*»POMIh-22

GAGOTOUCAGC TOTTUGAGTC TCUGGGAGSC TTGOTACAGT CTEGUGEETC COTECRTOTC
TOUTCTOUAG COTCUGEATT CACCTITTUC ARGTATIGOA TOTUUTGUET COCBUCAGLOT
COARGGOAAGE CTCTAGACTC GEICTCATOT ATTGATTTITA TORETCUCCA TACATACTAC
GCAGROTCOCGE TCAAGOGOUE GITCACCATC TOCUGCEACA ATTCCALGAR CACGCTOTAT
CTROAAATGA ACAGCOTCCE TOUUGAGHAT AOCODGETAY ATTACTOTOL CAARGEEAGE
ACGTCGATOT TGCCCGATCGAL GUGLAAGTTT GACTACTSOE CTCAGEEALL CCTGETOALY
GTCTCGAGS

*DOMTB~2%

GAGGTOUAGC TCEITRCAGTC TCGGRGAGEL TTOGTACAGTE UTGLELGETL CUTLLGICIC
TOCTETGCAG COTCCGGATT CACOTTICAT COTTATTUGA TETCTIGEET CCRCCAGHCT
COAGGOAAGG GTUTAGAGTG GUICTLAMCE ATTITTIGUUTIC CTGUTGATET TACATACTAL
GUAGAUTOUC TOAAGGUOLE GITCACCATY TCOCEOGACK ATTOCAAGAN CACCUTUTAT
CTOCRARTGA ACAGUUTOLE TOUCGAGOAT ACCGUGOTAT ATTACTETEC GARMACAGALS
COTCATTATA TRTTIGACTA CTGGOETCAS GUAALCOTCE TOALCOICTC GAGT

»DUHTh-25

GRGOTGCAGC TOTTGGAGTC TCREOCALRGC TTGETACAGE CTGGLEEETL CUTELETCTC
TOCTETEUAS COTOCGOATT CACCTTTITEG MAGTATARTA TEOUOTHEET CUGUCAGEIT
CCAGEGAAGE GTCTAGAGTYS GETCTCAACT ATTICTTIGETG AGGGETAATAA TACRTACUTAL
GCAGALTOCE TEAAMGGLOUS GITCACCATY TUCUGOGACA ATTCCARGAN CACCCIERTAT
CTOCARRTER ACRGCUTECE TOUCGAGEAT ACCUCGUTAT ATTACTOIOUC GARAALCGRTE
GATTATAAGT TIGACTACTG GUOTCAGHEA ACCUTGOTCA COGRCTLGAG €

*>DOHTh-26

GAGOTOUAGC TOTTOCACTC TO0CECA0EC TTOOTACAGU CTGOGEGOTY COTwCaICTIC
TCOTCTACAS COTOCGRATT CACOTTTGAT GAGTATAATA TETICTTGLGOTY CURBUCAGGOY
COAGGGAAGE GTCTAGAGTG GETCTCAACE ATTCTOLCGT ATGUTOATCE GACATACTAL
SGLAGACTOLG THAAGGLLCL GTTCACCATC TCOCGUGACA ATTCCARAGAL CACGUTOTATY
CTGCARATGA ACAGCOTOCG TECCGAGEAT ACCGUSUTAT ATTACTETGL GAARCAGEAT
COTTTOTATA COTITCGACTA CICOLOTUAL SOARCOUTOLE TOALCETOIC GAGL
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Fig.51b (Cont XI).

»ROHTR-27

GCACGTOCAGC TETTOBAGTC TOLCOBAGEU TTCOTACAGT CTEREEGEETC CUIBLLTLTIT
TLCTOTGOAG COTCCOGATT CACCTTTITOC GATTATCOGA TOAGTTOGET COGLLAGGLT
CCAGOGAAGS GTCOTAGAGTO COTCTOARCS ATTATTTOGA ATCETAALGTT TACATACTAC
GCAGACTOOG TOAAGGOCDE GTTCACCATC TCOCGLEACA ATTCCAAGAL CACEUTGTAT
CTGCAARTGR ACAGQCOTGOE TRULGAGGAL ACUGURGETAT ATTACTOIGC GAARCAGEAT
TGOATETATA TOTTTGACTA CIGGGHTUAG GUAACCCTGE TCALCETCOTC GAGC

*DOMTh-30

GAGGTECAGY TETTGRAGTC TRUCUEAGEL TTOUTACAGL CTGOREEUTY CUTGEETLIC
TOCCTETGCAD COTCCECATT CACCTTTCGE ACGTATACTA TGCEUTTLGET COGCCAGECD
CUAGGURAGSE GTCTAGACGTS GETUTCATOUS ATTACTAGTA GIGOETICTTC TALATACTAC
GUAGACTCOCE TGAAGEGOUG GTTCACCATO TCCCGUGACA ATTCCRAGAA CACGCTATAT
CRGCABRATGA BCAGCUTECG TECCEAGEAT ALCGCGETAT ATTACTOTGU GAAAGIGAATY
TOTTIOTATA ACTTTOACTA CLCOGOTOA CEARLOCTGU TCACLGTIOIC GAGC

»ROHTh-31

GAGETGUAGL TETTUCAMETC TOUGHEAGEY TTGUTACAGT CTUGUUCGUTC CUTSLGTCTC
ICCIETGOAG COTCCEGATT CACCTTITOGRE COGACTARTA TOTCATEGAT COBLCAGELT
CCAGGGAAGS GTCTAGAGTG GGTCTCAACT ATTACTGGTA CTGGTGOTGC GACATACTAC
CUAGACTOCE TOAAGGUOUE GTTCACCATC TOCOGUCACA ATTCCAAGAL CACGOTGTAY
CTCUAARTEA ACAGUUTOUE TCOUGAGEAL AUCGUCUTAT ATTACTSOICU GARACAGARY
TCTCOTTATA GOTTTCGACTA CICGOETOAG GGRACCUTEE TOACCHTICOTC GAGLS

s D07y -20

GRGGTOUAGE TOTTGGAGTC TOCEOGAGHE TIGETACAGY CTGGRERETC COTRUEIOIC
TCCTCIGOAG COTCOGGATT CACUITTITCE COGTATACGA TEAGTTIOUET CUGCCAGELTY
CURGOCAAGE GTCTAGAGTO GEICTCARCG ATTICACCOT TTCGTTCGAC TACATACTALC
GUAGARUTCUE TOAAGEOCCE STTCACOATO TUCCELGAUA ATTCCAAGRA CALGUTIGTIAT
CTOCAARATGA ACAGUOTGOG TOUCGAGRAC AOOGUGETAT ATTACTETEY GAMAGLGEGEE
AAGGATTTTIE AUTACTGGGE TORGEGAACT CTGETCACCE TUTCOAGLG

»RONTy- 37

GAGGTOUAGE TETTGEACTC TOUUCEASOL TTEGTACASC CTOGUEGETC COTRUETLTC
FOCTETOCAG COTCCGGATT CRUCTTITGE COGTATACGA TOAGTTGGET COGUCAGRLT
CCAGUGARGS GTCTAGAGTC GOTCTCARCE AMITTCGCCET TICUTTCEAL TACATACTAC
GUAGARCTCCS TOAMAGUGOCLT GTTCALCATC TUCCEUGAUA ATTCCARGAA CACGCTETIAT
CTECAAATOA ACAGCOTECE TEOCEAGEAL ACCGUGETAT ATTACTOTEC GARARGTAAT

SGTTOTTAAGA COGOTOTGEA TGETTTTICAL TAUTGGEOTO AGGGARDCCT GETCACOLETD
TCGAGCE
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Fig.51b (Cont XlI).

GAGGTOCAGC TOTTOGAGTC TEGGOEGAGGL TTECTACAGL CTREGEEEETC CLTGLETCTC
TOUTETOOAG COTCOGORTT CACOTITEATC GUGTATCAGA TGOUIIGHET COGLCAGRLT
COAGGGAAGE GTUTAGAGTC GOTUTCALDT ATTCATCAGA CEGUETTTTITC TACATACTAL
GUAGACTOUGE TOAAGEECCE GITCACCATC TCCCOCGACA NITCCAAGAA CACGOTGIAT
CTGCAAATGA ACAGUUTECE TOOCGAGEAT ACCEUGUETAT ATTACTOTGC GAARGTGLEY

TOTRTGUGTC CTTATAAGTT TOACTACTGS GOTCAGEGAA CCUTEETCAL COTTTCGAGC
G

»DOMTr-23

GAGOTOCAGS TOTTGGAUTC TUGUGGADGT TTAOTACAGC CIOUUGOUETC COCTELETOTC
TCCTETGCAS CUTCOGEATT CACUTTITEC COUGTATALGA TCAUTTGRET CORLRAGGCT
COAGGOARGE GTUTAGACTG CUTUTCAAG NTTTCGOCAT TICCTTCRAC TACATACTAC
GUAGACTOUG TOAAGGOUOE GTTCACCRTC TULCGCOACA KTTCCAAGAA CROGUTGTAT
CTOGCARATGR ACKRGUOTOUGE TUCCORGEAL ACCGUGETAT ATTACTOTGEC GARARGGTAAT
CTTQRGCCET TIGAUTACIC CGUUTCAGEEA RUCCTOETUA COUTUTTGAG €8
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Fig.51b (Cont XIII).

»DUMTy-25

GREGTECAGC TUTTCERGTC TECGOECAGEL TTOQTACACC CTUGGEEETC COTROETOTC
TLORETECAG COTCCGEATT CAUCTTITIOG COGTATACGA TGAGTTEEGT CCOLCAGRLT
CORGGGAAGE GTUTAGAGTC GETCTCRACG ATTTCGOCGT TTGETTUGAL TACATACTAT
CCAGAUTOCE TCAAGGEUCE GITUACCATC TCCCGUGACA ATTCUAAGRA CACUGCTGTAT
CTRUAANTGA ACAGCOTROE TGUCGAGERY AUCLCRETAT ATTAUTOTEC GRARRAGALG
GETCCGTOGT COTTTORCTA CTGUGUTCAG GOARCCOTEG TOACTETOTC GAGLEG

»DOMTe~22

GAGGTUCAGC TOTTECAGTC TGOGGCAGHT TTAGTACAGC CTEGGOLEGTC CUTHLGTOTC
TOUTETOCAG COTCOGSATT CACUTITINS COGTATACEA TORUTTOGOT COGULABGLT
CORGEOAMGE GTUTAGAGTS GOTOTCAACG ATTTUGCCET TIGGTTUGAL TACATACTAD
GURGACTOOU TUAAGEOCUS GTTCACCATC TCCCGOGACA RTTICCARGRA CACGUTETAY
CTOCARATEA ACAGCCISOG TOCOGAGEAT ACCGUGETAT ATTACTETSC GARRRAGLTT
AGTAATOOTT TTUACTACTS GUOTCAGGUA ACCCTOETOA COGTUTOOAG CO

»ROMTE~23

BAGUTGCAGT TUTTOOAGTL TOCCOGAGOT TTDBUTACAGL CTEOEEEGTC COTGLETCIT
TCCTETGUAG COTCCOUATT CACCTTTTIOE CUCTATACGA TOAGTTEEET COGCLALGGLT
CCRGOGAAGS CTUTAGAGTS GETOTUAACE ATTTCGLOGT TTUOTTCOLAL TATATALTAC
GCABGRUTCUE TERAGOGCCT CTTCACCATC TCCUGUOALA ATTCURRGAR CRCGUTOTAY
CTQCAANTGA RCRGCUTECE TOCCEABOALD ACUGCEUTAY ATTADTIETEC SARRGTIEGTTY
BAGORTARTA COTTTOALT R CYUCCUTCAC CGUARCCOTEN TOACTGTIUTE GRELE

DO~ 24

GAGGTUCAGT TOTTGUAGTC TEUGECAGEL TTEUETACAGT CTRRUGEEIC CUTGCETOIC
TLCTOTOCAG COUTCCUGATTY CACCTTTICE COBTRTALCGA TCAGTICEET COOLLABELT
CCAGGGAARS CTUTAGAUTE GUTUTUAACT ATTTCOCUEY TTUOTICSAC TACRTACTAC
GCAGADTOCE TCAAGGEUTUS CITUACCOATT TUCLEURACE ATTOCAAGAR CACOUTGTAT
CTOCARRTOA AUAGCUTOCE TOCUGAGGAL ACCHOCCUETAT ATTACTUIGE GAARAATACT
GLOBETAAGT AGTITEACTA CTCEOUTOAG GOAACCUTEHE TOALCOTOTC GAGCE

»DOMTr~26

GAGGTUCAGC TOTTOEAGTC TOCGGOABAC TTHOTACAGC CTEGOGGATC COTBLETCTC
FOOTGTOCAG COTCCOOATT CACTTTTTIOS COUTATACGA TCAGTIORET COGLCAGELT
CCAGGGARGG GTUTAGASTS GOTUTICAALG ATTICGUCGT TTOGTTCGAC TACATACTAC
GUAGAUTOCUG TOAAGSUOOS GITCACCATC TUCUGUEACA ATTUCARIAL CACGOTRTAY
CTOCRAATEA ACAGCCTECE TOCCOAGGAC ACUGCUGTAT ATTACTGTOL CAAAAGGACT

GAGARTAGHG GOGTTTCTIT THEACTADTGE GUTUAGGOAR CCUTAETOAL COTUTOGAGC
@
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Fig.51b (Cont XIV).

>DOMTr-29
GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGE CTGEGGGETC CCTGCGTCTC
TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTAAG GATTATGATA TGACTTGGGT CCGCCAGGCT
CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCAATG ATTTCTTCGT CGGGTCTTTG GACATACTAC
GCAGACTCCG TEAAGGECCG GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCALGAA CACGCTGTAT
CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TGCCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC quﬂm! '

AGGCTGTTTC CTCGEACTTT TGACTACTGG GGTCAGGGAA CCCTGGTCAC CGTCTII..'GHGL‘
G
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