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DESCRIPCION
Anticuerpos de dominio simple dirigidos contra factor de necrosis tumoral-alfa y usos para los mismos
Campo de la invencion

La presente invencion proporciona polipéptidos que comprenden al menos dos anticuerpos de dominio simple
dirigidos hacia el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-alfa) y al menos un anticuerpo de dominio simple dirigido
contra una proteina sérica, en el que dicha proteina sérica es cualquiera de albdimina sérica, inmunoglobulinas
séricas, proteina de union a tiroxina, transferrina o fibrindgeno. La presente invencion se refiere ademas a su uso en
terapia. Tales anticuerpos pueden tener una secuencia de entramado con alta homologia con secuencias de
entramado humanas. Se describen composiciones que comprenden anticuerpos frente al factor de necrosis tumoral-
alfa (TNF-alfa) solos o en combinacion con otros farmacos.

Antecedentes de la invencion

Se cree que el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-alfa) desempefia un papel importante en diversos trastornos, por
ejemplo en trastornos inflamatorios tales como artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa y esclerosis
multiple. Tanto TNF-alfa como los receptores (CD120a, CD120b) se han estudiado en gran detalle. TNF-alfa en su
forma bioactiva es un trimero y la ranura formada por subunidades vecinas es importante para la interaccion
citocina-receptor. Se han desarrollado varias estrategias para antagonizar la accion de la citocina y se usan
actualmente para tratar diversos estados patolégicos.

Un inhibidor de TNF-alfa que tiene suficiente especificidad y selectividad frente a TNF-alfa puede ser un compuesto
farmacéutico profilactico o terapéutico eficaz para prevenir o tratar trastornos en los que se ha implicado a TNF-alfa
como agente causante. El documento WO 91/02078 describe anticuerpos de cuatro cadenas convencionales
producidos contra TNF-alfa. Se han descrito métodos de tratamiento de choque téxico (documento EP 486526),
regresion tumoral, inhibicion de la citotoxicidad (documentos US 6448380, US 6451983, US 6498237), enfermedad
autoinmunitaria tal como AR y enfermedad de Crohn (documentos EP 663836, US 5672347, US 5656272), reaccion
de injerto contra huésped (documento US 5672347), meningitis bacteriana (documento EP 585705) por medio de un
anticuerpo frente a TNF-alfa.

Aun asi, ninguno de los farmacos disponibles actualmente es completamente eficaz para el tratamiento de una
enfermedad autoinmunitaria, y la mayoria estan limitados por toxicidad grave. Ademas, es extremadamente dificil y
es un proceso largo desarrollar una nueva entidad quimica (NCE) con suficiente potencia y selectividad frente a tal
secuencia diana. Por otro lado, los agentes terapéuticos basados en anticuerpos tienen un potencial significativo
como farmacos debido a que tienen una especificidad exquisita por su diana y una baja toxicidad inherente.
Ademas, el tiempo de desarrollo puede reducirse considerablemente en comparacion con el desarrollo de nuevas
entidades quimicas (NCE). Sin embargo, es dificil generar anticuerpos convencionales contra proteinas multiméricas
en las que el dominio de union al receptor del ligando esta incrustado en una ranura, como es el caso de TNF-alfa.
Se sabe que anticuerpos de cadena pesada descritos en la invencién que se derivan de camélidos tienen
propension a unirse a cavidades (documento W0O97/49805; Lauwereys et al, EMBO J. 17, 5312, 1998)). Por tanto,
tales anticuerpos de cadena pesada son inherentemente adecuados para unirse a dominios de unién a receptor de
ligandos tales como TNF. Ademas, se sabe que tales anticuerpos son estables a lo largo de periodos de tiempo
prolongados, aumentando asi su vida util (Perez et al, Biochemistry, 40, 74, 2001). Ademas, tales fragmentos de
anticuerpos de cadena pesada pueden producirse “en masa” en fermentadores usando sistemas de expresion
baratos en comparacién con fermentacién de cultivo de células de mamifero, tales como levaduras u otros
microorganismos (documento EP 0 698 097).

El uso de anticuerpos derivados de fuentes tales como ratén, oveja, cabra, conejo etc., y derivados humanizados de
los mismos como tratamiento para estados que requieren una modulacién de la inflamacién es problematico por
varios motivos. Los anticuerpos tradicionales no son estables a temperatura ambiente, y tienen que refrigerarse para
su preparacion y almacenamiento, lo que requiere equipo de laboratorio, almacenamiento y transporte refrigerados
necesariamente, lo que contribuye al tiempo y al gasto. Algunas veces no es viable la refrigeracion en paises en
desarrollo. Ademas, la fabricacién o produccién a pequefia escala de dichos anticuerpos es cara porque los
sistemas de células de mamiferos necesarios para la expresion de anticuerpos intactos y activos requieren altos
niveles de apoyo en cuanto a tiempo y equipo, y los rendimientos son muy bajos. Ademas el gran tamafo de los
anticuerpos convencionales restringiria la penetracion en el tejido, por ejemplo, en el sitio de tejido inflamado.
Ademas, los anticuerpos tradicionales tienen una actividad de unién que depende del pH, y por tanto no son
adecuados para su uso en entornos fuera del intervalo de pH fisiolégico habitual tal como, por ejemplo, en el
tratamiento de hemorragia gastrica, cirugia gastrica. Ademas, los anticuerpos tradicionales son inestables a pH bajo
o alto y por tanto no son adecuados para la administracion oral. Sin embargo, se ha demostrado que los anticuerpos
de camélidos resisten condiciones duras, tales como pH extremo, reactivos desnaturalizantes y altas temperaturas
(Dumoulin et al, Protein Science 11, 500, 2002), lo que los hace adecuados para su suministro mediante
administracion oral. Ademas, los anticuerpos tradicionales tienen una actividad de unién que depende de la
temperatura, y por tanto no son adecuados para su uso en ensayos o kits realizados a temperaturas fuera de los
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intervalos de temperatura bioldgicamente activa (por ejemplo 37 + 20°C).

Los agentes terapéuticos polipeptidicos y en particular agentes terapéuticos basados en anticuerpos tienen un
potencial significativo como farmacos debido a que tienen una especificidad exquisita por su diana y una baja
toxicidad inherente. Sin embargo, el experto en la técnica sabe que un anticuerpo que se ha obtenido para una diana
terapéuticamente util requiere modificacion adicional con el propésito de prepararlo para la terapia en humanos, de
modo que se evite una reaccion inmunolégica no deseada en un individuo humano tras su administracion al mismo.
El proceso de modificacion se denomina cominmente “humanizacién”. El experto en la técnica sabe que los
anticuerpos generados en especies distintas de humanos requieren humanizacion para hacer que el anticuerpo sea
terapéuticamente util en humanos ((1) injerto de CDR: Protein Design Labs: Documentos US 6180370, US 5693761;
Genentech documento US 6054297; Celltech: documentos 460167, EP 626390, US 5859205; (2) remodelacion de la
superficie: Xoma: documentos US 5869619, US 5766886, US 5821123). Hay una necesidad de un método para
producir anticuerpos que evite el requisito de humanizacioén sustancial, o que obvie completamente la necesidad de
humanizaciéon. Hay una necesidad de una nueva clase de anticuerpos que tengan residuos de aminoacido o
regiones de entramado definidos y que puedan administrarse a un sujeto humano sin el requisito de humanizacion
sustancial, o la necesidad de humanizacién en absoluto.

Otra desventaja importante de los anticuerpos convencionales es que son moléculas grandes, complejas y por tanto
son relativamente inestables, y son sensibles a la degradacion por proteasas. Esto significa que los convencional
farmacos de anticuerpos convencionales no pueden administrarse por via oral, por via sublingual, por via topica, por
via nasal, por via vaginal, por via rectal o mediante inhalacion porque no son resistentes al pH bajo en estos sitios, a
la accién de proteasas en estos sitios y en la sangre y/o debido a su gran tamafo. Tienen que administrarse
mediante inyeccién (por via intravenosa, por via subcutanea, etc.) para superar alguno de estos problemas. La
administracion mediante inyeccion requiere entrenamiento del especialista con el propdsito de usar una aguja o
jeringa hipodérmica de manera correcta y segura. Requiere ademas equipo estéril, una formulacién liquida del
polipéptido terapéutico, envases de viales de dicho polipéptido en una forma estéril y estable y, del sujeto, un sitio
adecuado para la entrada de la aguja. Ademas, los sujetos experimentan comunmente estrés fisico y sicolégico
antes y después de recibir una inyeccion. Por tanto, hay una necesidad de un método para la administracion de
polipéptidos terapéuticos que evite la necesidad de inyeccion que no solo ahorre coste/tiempo, sino que también sea
mas conveniente y mas coémodo para el sujeto.

Los agentes terapéuticos basados en anticuerpos de dominio simple tienen un potencial significativo como farmacos
debido a que tienen una especificidad exquisita por su diana y una baja toxicidad inherente. Sin embargo, la mejora
adicional de su afinidad intrinseca y funcional puede conducir a muchos beneficios para un paciente tal como dosis
reducida de agente terapéutico, terapia mas rapida y efectos secundarios reducidos.

Los objetivos de la presente invencion

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar polipéptidos que comprenden uno o mas anticuerpos de
dominio simple que se unen a TNF-alfa, homdlogos de dichos polipéptidos, porciones funcionales de homologos de
dichos polipéptidos. Dichos polipéptidos modifican la actividad biolégica de TNF-alfa tras la union. Tales polipéptidos
podrian unirse en la ranura de unién a receptor de TNF-alfa, o podrian no unirse en la ranura de unién a receptor.
Tales polipéptidos son anticuerpos de un solo dominio.

Un objetivo adicional de la presente invencién es proporcionar anticuerpos de dominio simple que pueden ser
cualquiera de la técnica, o cualquier anticuerpo de dominio simple futuro. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan
a, anticuerpos de cadena pesada, anticuerpos que carecen de manera natural de cadenas ligeras, anticuerpos de
dominio simple derivados de anticuerpos de 4 cadenas convencionales, anticuerpos maodificados por ingenieria
genética y armazones de dominio simple distintos de los derivados de anticuerpos. Segun un aspecto de la
invencion, un anticuerpo de dominio simple tal como se usa en el presente documento es un anticuerpo de dominio
simple que se produce de manera natural conocido como anticuerpo de cadena pesada que carece de cadenas
ligeras (documento WO 9404678). Por motivos de claridad, este dominio variable derivado de un anticuerpo de
cadena pesada que carece de cadena ligera se denominara VHH o nanocuerpo para distinguirlo del VH
convencional de inmunoglobulinas de cuatro cadenas. Una molécula de VHH de este tipo puede derivarse de
anticuerpos generados en especies de camélidos, por ejemplo en camello, llama, dromedario, alpaca y guanaco.

Un objetivo adicional de la invencion es proporcionar un método de administracion de polipéptidos anti-TNF-alfa por
via intravenosa, por via subcutanea, por via oral, por via sublingual, por via tépica, por via nasal, por via vaginal, por
via rectal o mediante inhalacion.

Un objetivo adicional de la invencion es potenciar la afinidad de unién de anticuerpos de dominio simple
monovalentes.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se describe en las reivindicaciones adjuntas.
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Una realizacion de la presente invencion es un polipéptido anti-TNF-alfa que comprende al menos dos anticuerpos
de dominio simple anti-TNF-alfa y al menos un anticuerpo de dominio simple dirigido contra una proteina sérica, en
el que dicha proteina sérica es cualquiera de albumina sérica, inmunoglobulinas séricas, proteina de unién a tiroxina,
transferrina o fibrindgeno.

Otra realizacion de la presente invenciéon es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describié anteriormente en el
que al menos un anticuerpo de dominio simple anti-TNF-alfa corresponde a una secuencia representada por
cualquierade SEQ ID NO:1a 16y 79 a 84.

Otra realizacion descrita en el presente documento es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describid
anteriormente que comprende ademas al menos un anticuerpo de dominio simple dirigido contra una proteina sérica.

Otra realizacion de la presente invencién es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describié anteriormente en el
que dicha proteina sérica es cualquiera de albumina sérica, inmunoglobulinas séricas, proteina de union a tiroxina,
transferrina o fibrinégeno.

Otra realizacion descrita en el presente documento es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describid
anteriormente en el que un anticuerpo de dominio simple anti-proteina sérica de dominio simple corresponde a una
secuencia representada por cualquiera de SEQ ID NO: 26 a 29y 85 a 97.

Otra realizacion descrita en el presente documento es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describid
anteriormente que corresponde a una secuencia representada por cualquiera de SEQ ID NO: 30 a 43.

Otra realizacion de la presente invencién es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describié anteriormente que
comprende ademas al menos un anticuerpo de dominio simple seleccionado del grupo que consiste en anticuerpo
de dominio simple anti-IFN-gamma, anticuerpo de dominio simple anti-receptor de TNF-alfa y anticuerpo de dominio
simple anti-receptor de IFN-gamma.

Otra realizacion descrita en el presente documento es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describid
anteriormente, en el que el nimero de anticuerpos de dominio simple dirigidos contra TNF-alfa es de al menos dos.

Otra realizacion descrita en el presente documento es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describid
anteriormente que corresponde a una secuencia representada por cualquiera de SEQ ID NO: 73 a 76.

Otra realizacién de la presente invencion es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describié anteriormente, en el
que al menos un anticuerpo de dominio simple es un VHH de camélido humanizado.

Otra realizacion descrita en el presente documento es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describid
anteriormente en el que un VHH de camélido humanizado corresponde a una secuencia representada por cualquiera
de SEQID NO: 17 a19y 21 a 24.

Otra realizacién descrita en el presente documento es una composicién que comprende un polipéptido anti-TNF-alfa
tal como se describié anteriormente y al menos un anticuerpo de dominio simple del grupo que consiste en
anticuerpo de dominio simple anti-IFN-gamma, anticuerpo de dominio simple anti-receptor de TNF-alfa y anticuerpo
de dominio simple anti-receptor de IFN-gamma, para la administracion simultanea, separada o secuencial a un
sujeto.

Otra realizacion descrita en el presente documento es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describid
anteriormente, o una composicion tal como se describié anteriormente en la que al menos un anticuerpo de dominio
simple anti-IFN-gamma corresponde a una secuencia representada por cualquiera de SEQ ID NO: 44 a 72.

Otra realizacion de la presente invencion es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describié anteriormente, o una
composicion tal como se describié anteriormente en la que dicho anticuerpo de dominio simple es una secuencia
homologa, una porcién funcional o una porcidon funcional de una secuencia homadloga del anticuerpo de dominio
simple de longitud completa.

Otra realizacion de la presente invencion es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describié anteriormente, o una
composicion tal como se describié anteriormente, en el que el polipéptido anti-TNF-alfa es una secuencia homologa,
una porcion funcional o una porcién funcional de una secuencia homologa del polipéptido anti-TNF-alfa de longitud
completa.

Otra realizacién de la presente invencion es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describié anteriormente, o una
composicion tal como se describié anteriormente, en el que al menos un anticuerpo de dominio simple es un VHH de
camélido.
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Otra realizacién de la presente invencion es un acido nucleico que codifica para un polipéptido anti-TNF-alfa tal
como se describid anteriormente.

Otra realizacion descrita en el presente documento es un método de identificacion de un agente que modula la unién
de un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describié anteriormente a factor de necrosis tumoral-alfa que comprende
las etapas de:

(a) poner en contacto un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describié anteriormente con una diana que es factor
de necrosis tumoral-alfa, en presencia y ausencia de un modulador candidato en condiciones que permiten la unién
entre dicho polipéptido y la diana, y

(b) medir la unién entre el polipéptido y la diana de la etapa (a), en el que una disminucion en la unién en presencia
de dicho modulador candidato, en relacién con la uniéon en ausencia de dicho modulador candidato identificé a dicho
modulador candidato como agente que modula la unién de un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describio
anteriormente y factor de necrosis tumoral-alfa.

Otra realizacion descrita en el presente documento es un método de identificacion de un agente que modula
trastornos mediados por factor de necrosis tumoral-alfa a través de la unién de un polipéptido anti-TNF-alfa tal como
se describié anteriormente a factor de necrosis tumoral-alfa que comprende:

(a) poner en contacto un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describié anteriormente con una diana que es factor
de necrosis tumoral-alfa, en presencia y ausencia de un modulador candidato en condiciones que permiten la unién
entre dicho polipéptido y la diana, y

(b) medir la unién entre el polipéptido y la diana de la etapa (a), en el que una disminucion en la unién en presencia
de dicho modulador candidato, en relacién con la unién en ausencia de dicho modulador candidato identificé a dicho
modulador candidato como agente que modula trastornos mediados por factor de necrosis tumoral-alfa.

Otra realizacion descrita en el presente documento es un método de identificacion de un agente que modula la unién
de factor de necrosis tumoral-alfa a su receptor a través de la unién de un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se
describié anteriormente a factor de necrosis tumoral-alfa que comprende:

(a) poner en contacto un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describié anteriormente con una diana que es factor
de necrosis tumoral-alfa, en presencia y ausencia de un modulador candidato en condiciones que permiten la unién
entre dicho polipéptido y la diana, y

(b) medir la unién entre el polipéptido y la diana de la etapa (a), en el que una disminucién en la unién en presencia
de dicho modulador candidato, en relacién con la unién en ausencia de dicho modulador candidato identificé a dicho
modulador candidato como agente que modula la unién de factor de necrosis tumoral-alfa a su receptor.

Otra realizacion descrita en el presente documento es un kit para detectar agentes que modulan trastornos
mediados por factor de necrosis tumoral-alfa que comprende un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describid
anteriormente y factor de necrosis tumoral-alfa.

Otra realizacion descrita en el presente documento es un agente desconocido que modula la unién de un polipéptido
anti-TNF-alfa tal como se describio anteriormente a factor de necrosis tumoral-alfa, identificado segun el método
descrito anteriormente.

Otra realizacion descrita en el presente documento es un agente desconocido que modula trastornos mediados por
factor de necrosis tumoral-alfa, identificados segun los métodos descritos anteriormente.

Otra realizacion descrita en el presente documento es un agente desconocido tal como se describié anteriormente
en el que dichos trastornos son uno o mas de inflamacion, artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa,
sindrome inflamatorio del intestino y esclerosis multiple.

Otra realizacion de la presente invencion es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describié anteriormente, o un
acido nucleico tal como se describié anteriormente, para su uso en un método de tratamiento y/o prevencion y/o
alivio de trastornos relacionados con procesos inflamatorios.

Otra realizacién de la presente invencién es un uso de un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describid
anteriormente, o un acido nucleico tal como se describié anteriormente, o una composicién tal como se describid
anteriormente para la preparaciéon de un medicamento para tratar y/o prevenir y/o aliviar trastornos relacionados con
reacciones inflamatorias.

Otra realizacién de la presente invencién es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describié anteriormente o una
composicion tal como se describié anteriormente, para su uso en un método de tratamiento y/o prevencion y/o alivio

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2655912 T3

de trastornos susceptibles de modulacién por una sustancia moduladora de TNF-alfa que es capaz de pasar a través
del entorno gastrico sin que la sustancia se inactive.

Otra realizacién de la presente invencién es un uso de un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describid
anteriormente o una composicién tal como se describié anteriormente, para la preparacién de un medicamento para
tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos susceptibles de modulacién por una sustancia moduladora de
TNF-alfa que puede pasar a través del entorno gastrico sin que la sustancia se inactive.

Otra realizacién de la presente invencién es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describié anteriormente o una
composicion tal como se describié anteriormente, para su uso en un método de tratamiento y/o prevencion y/o alivio
de trastornos susceptibles de modulacién por una sustancia moduladora de TNF-alfa administrada al tracto vaginal
y/o rectal.

Otra realizacién de la presente invencién es un uso de un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describid
anteriormente una composicion tal como se describié anteriormente, para la preparacion de un medicamento para
tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos susceptibles de modulacién por una sustancia moduladora de
TNF-alfa administrada al tracto vaginal y/o rectal.

Otra realizacién de la presente invencién es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describié anteriormente o una
composicion tal como se describié anteriormente, para su uso en un método de tratamiento y/o prevencion y/o alivio
de trastornos susceptibles de modulacién por una sustancia moduladora de TNF-alfa administrada a la nariz, las
vias respiratorias altas y/o el pulmon.

Otra realizacién de la presente invencién es un uso de un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describid
anteriormente o una composicion tal como se describié anteriormente, para la preparacién de un medicamento para
tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos susceptibles de modulacién por una sustancia moduladora de
TNF-alfa administrada a la nariz, las vias respiratorias altas y/o el pulmon.

Otra realizacién de la presente invencién es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describié anteriormente o una
composicion tal como se describié anteriormente, para su uso en un método de tratamiento y/o prevencion y/o alivio
de trastornos susceptibles de modulacién por una sustancia moduladora de TNF-alfa administrada a la mucosa
intestinal, en el que dicho trastorno aumenta la permeabilidad de la mucosa intestinal.

Otra realizacién de la presente invencién es un uso de un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describid
anteriormente o una composicion tal como se describié anteriormente, para la preparacién de un medicamento para
tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos susceptibles de modulacién por una sustancia moduladora de
TNF-alfa administrada a la mucosa intestinal, en el que dicho trastorno aumenta la permeabilidad de la mucosa
intestinal.

Otra realizacién de la presente invencién es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describié anteriormente o una
composicion tal como se describié anteriormente, para su uso en un método de tratamiento y/o prevencion y/o alivio
de trastornos susceptibles de modulacién por una sustancia moduladora de TNF-alfa que es capaz de pasar a través
de los tejidos de debajo de la lengua eficazmente.

Otra realizacién de la presente invencién es un uso de un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describid
anteriormente o una composicién tal como se describié anteriormente, para la preparacién de un medicamento para
tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos susceptibles de modulacién por una sustancia moduladora de
TNF-alfa que es capaz de pasar a través de los tejidos de debajo de la lengua eficazmente.

Otra realizacién de la invencién descrita en el presente documento es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se
describié anteriormente o una composicién tal como se describié anteriormente, para tratar y/o prevenir y/o aliviar
trastornos susceptibles de modulacién por una sustancia moduladora de TNF-alfa que es capaz de pasar a través de
la piel eficazmente.

Otra realizacién descrita en el presente documento es un uso de un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describid
anteriormente o una composicién tal como se describié anteriormente, para la preparacién de un medicamento para
tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos susceptibles de modulacién por una sustancia moduladora de
TNF-alfa que es capaz de pasar a través de la piel eficazmente.

Otra realizacién de la presente invencién es un acido nucleico o, un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describid
anteriormente, para su uso en un método para tratar y/o prevenir y/o aliviar trastornos relacionados con procesos
inflamatorios, en los que dichos trastornos son cualquiera de inflamacién, artritis reumatoide, enfermedad de Crohn,
colitis ulcerosa, sindrome inflamatorio del intestino, esclerosis multiple, enfermedad de Addison, hepatitis
autoinmunitaria, parotiditis autoinmunitaria, diabetes tipo |, epididimitis, glomerulonefritis, enfermedad de Graves,
sindrome de Guillain-Barre, enfermedad de Hashimoto, anemia hemolitica, lupus eritematoso sistémico, esterilidad
masculina, esclerosis multiple, miastenia grave, pénfigo, psoriasis, fiebre reumatica, artritis reumatoide, sarcoidosis,
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esclerodermia, sindrome de Sjogren, espondiloartropatias, tiroiditis y vasculitis.

Otra realizacién de la presente invencidon es una composicion que comprende un acido nucleico tal como se
describié anteriormente, un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describié anteriormente, y un vehiculo farmacéutico
adecuado.

Otra realizacion descrita en el presente documento es un método de diagndstico de un trastorno caracterizado por la
disfuncion de factor de necrosis tumoral-alfa que comprende:

(a) poner en contacto una muestra con un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describié anteriormente,
(b) detectar la union de dicho polipéptido a dicha muestra, y

(c) comparar la union detectada en la etapa (b) con un patrén, en el que una diferencia en la unién en relacion a
dicha muestra es diagndstico de un trastorno caracterizado por disfuncion de factor de necrosis tumoral-alfa.

Otra realizacion descrita en el presente documento es un kit para detectar un trastorno tal como se mencioné
anteriormente, usando un método tal como se describié anteriormente.

Otra realizacion descrita en el presente documento es un kit para detectar un trastorno tal como se mencioné
anteriormente que comprende un polipéptido anti-TNF-alfa aislado tal como se describié anteriormente.

Otra realizacién descrita en el presente documento es un uso de un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describid
anteriormente para la purificacion de dicho factor de necrosis tumoral-alfa.

Otra realizacién de la presente invencién es un uso de un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describid
anteriormente para inhibir la interaccion entre factor de necrosis tumoral-alfa y uno o mas receptores de factor de
necrosis tumoral-alfa.

Otra realizacion descrita en el presente documento es un método para producir un polipéptido anti-TNF-alfa tal como
se describié anteriormente que comprende las etapas de:

(a) obtener ADN bicatenario que codifica para un VHH de camélido dirigido a factor de necrosis tumoral-alfa,
(b) clonar y expresar el ADN seleccionado en la etapa (b).

Otra realizacién descrita en el presente documento es un método de produccion de un polipéptido anti-TNF-alfa tal
como se describié anteriormente que comprende:

(a) cultivar células huésped que comprenden acido nucleico capaz de codificar para un polipéptido anti-TNF-alfa tal
como se describié anteriormente, en condiciones que permiten la expresion del polipéptido, y,

(b) recuperar el polipéptido producido del cultivo.

Otra realizacion descrita en el presente documento es un método tal como se describié anteriormente, en el que
dichas células huésped son bacterianas o de levadura.

Otra realizacion descrita en el presente documento es un kit para detectar cualquiera de inflamacion, artritis
reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, sindrome inflamatorio del intestino o esclerosis multiple que
comprende un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se describié anteriormente.

Breve descripcion de figuras y tablas

Figura 1. Alineacion de VHH anti-TNF humano tal como se describe en el ejemplo 1.

Figura 2. Series de dilucion de VHH anti-TNF-alfa humano tal como se somete a prueba en ELISA segun el ejemplo
1.

Figura 3. Efecto antagonista de VHH tal como se determina en ensayo de citotoxicidad usando la linea celular
humana KYM segun el ejemplo 1.

Figura 4. Ensayo de union a receptor in vitro de VHH#12B de tipo natural y A74S+Y76N+K83R+P84A mutante.

Figura 5. Ensayo de unioén a receptor in vitro de VHH#12B de tipo natural y 1E + Q5LA74S + Y76N + K83R + P84A
mutante.
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Figura 6. Unién en ELISA de VHH#3E de tipo natural y VHH mutantes.
Figura 7. Ensayo de union a receptor in vitro de VHH#3E de tipo natural y VHH mutantes.
Figura 8. Alineacion de anticuerpos antagonistas anti-TNF de raton tal como se describe en el ejemplo 3.

Figura 9. Efecto antagonista de VHH anti-TNF de ratén tal como se determina en ensayo de citotoxicidad usando la
linea celular murina L929 segun el ejemplo 3.

Figura 10. Inserto de EcoRI - Hindlll del vector pAX11 (estructura principal de pUC119) para la produccion de VHH
bivalente o biespecifico.

Figura 11. PAGE tefiida con Coomassie (15%) de VHH anti-TNFa purificado por IMAC mono (carril 8), bi (carril 1), tri
(carriles 2, 3y 5) y tetravalente (carriles 4,6 y 7).

Figura 12. Cromatograma del analisis mediante filiracion en gel en Superdex 75HR del VHH mono, bi, tri y
tetravalente.

Figura 13. Comparacion de las caracteristicas antagonistas de la forma mono, bi, tri y tetravalente del VHH anti-TNF
humano con los productos usados clinicamente Remicade y Enbrel.

Figura 14. Comportamiento antagonista del VHH mono y bivalentes dirigidos contra TNF-alfa de raton.
Figura 15. PAGE tefiida con Coomassie de la fusion VHH-Fc derivada de IgG1 humana descrita en el ejemplo 4.

Figura 16. Eficacia antagonista de la fusion VHH-Fc derivada de VHH#3E en comparacion con el formato bivalente
de VHH#3E tal como se determina en bioensayo.

Figura 17. ELISA de TNF3E de referencia y tratado con pepsina a pH 2,2, pH 3,2 y pH 4,2 (el 100% es la sefal
medida a una dilucién 1/100).

Figura 18. Entorno experimental.

Tabla 1. Lista de secuencias de aminoacidos de los péptidos de aspectos de presente invencion dirigidos contra
TNF-alfa.

Tabla 2. Lista de reacciones de mutagénesis, cebadores mutagénicos y moldes usados para la mutagénesis de
VHH#12B.

Tabla 3. Lista de reacciones de mutagénesis, cebadores mutagénicos y moldes usados para la mutagénesis de
VHH#3E.

Tabla 4. Vision general de VHH humanizado y de tipo natural.
Tabla 5. Anticuerpos anti-albumina sérica de ratén/anti-TNF-alfa.
Tabla 6. Lista de secuencias de aminoacidos de VHH dirigidos contra IFN-gamma humano.

Tabla 7. Secuencias de VHH bivalente (BIV 3E, BIV#m3F), trivalente (TRI3E) o tetravalente (TETRA 3E) dirigido
contra TNF-alfa.

Tabla 8. Homologias fraccionales entre las secuencias de aminoacidos de VHH anti-albumina sérica de ratén de la
invencion.

Tabla 9. Homologias fraccionales entre VHH anti-TNF-alfa de la invencion.

Tabla 10. Porcentajes de homologia entre VHH anti-IFN-gamma de la invencion.

Tabla 11. Programa de tratamiento.

Descripcion detallada

La presente invencion se refiere a un polipéptido anti-factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-alfa) que comprende al
menos dos anticuerpos de dominio simple que se dirigen contra TNF-alfa y al menos un anticuerpo de dominio

simple dirigido contra una proteina sérica, en el que dicha proteina sérica es cualquiera de albumina sérica,
inmunoglobulinas séricas, proteina de union a tiroxina, transferrina o fibrindgeno. La invencion también se refiere a
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acidos nucleicos capaces de codificar para dichos polipéptidos.

Los anticuerpos de dominio simple son anticuerpos cuyas regiones determinantes de complementariedad son parte
de un polipéptido de un solo dominio. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos de cadena pesada,
anticuerpos que carecen de manera natural de cadenas ligeras, anticuerpos de dominio simple derivados de
anticuerpos de 4 cadenas convencionales, anticuerpos modificados por ingenieria genética y armazones de dominio
simple distintos de los derivados de anticuerpos. Los anticuerpos de dominio simple pueden ser cualquiera de la
técnica, o cualquier anticuerpo de dominio simple futuro. Los anticuerpos de dominio simple pueden derivarse de
cualquier especie incluyendo, pero sin limitarse a ratén, humano, camello, llama, cabra, conejo, bovino. Segun un
aspecto de la invencién, un anticuerpo de dominio simple tal como se usa en el presente documento es un
anticuerpo de dominio simple que se produce de manera natural conocido como anticuerpo de cadena pesada que
carece de cadenas ligeras. Tales anticuerpos de dominio simple se divulgan en el documento WO 94/04678 por
ejemplo. Por motivos de claridad, este dominio variable derivado de un anticuerpo de cadena pesada que carece de
manera natural de cadena ligera se conoce en el presente documento como VHH o nanocuerpo para distinguirlo del
VH convencional de inmunoglobulinas de cuatro cadenas. Una molécula de VHH de este tipo puede derivarse de
anticuerpos generados en especies de camélidos, por ejemplo en camello, dromedario, llama, alpaca y guanaco.
Otras especies ademas de camélidos pueden producir anticuerpos de cadena pesada que carecen de manera
natural de cadena ligera; tales VHH estan dentro del alcance de la invencion.

Los VHH, segun la presente invencion, y tal como conoce el experto en la técnica son dominios variables de cadena
pesada derivados de inmunoglobulinas que carecen de manera natural de cadenas ligeras tales como las derivadas
de camélidos tal como se describe en el documento WO 94/04678 (y denominados a continuacion en el presente
documento dominios de VHH o nanocuerpos). Las moléculas de VHH son aproximadamente 10x mas pequefas que
las moléculas de IgG. Son polipéptidos individuales y muy estables, resistiendo condiciones de pH y temperatura
extremas. Ademas, son resistentes a la accidon de proteasas, lo que no es el caso de los anticuerpos
convencionales. Ademas, la expresion in vitro de VHH produce VHH funcionales plegados apropiadamente, con alto
rendimiento. Ademas, los anticuerpos generados en camélidos reconoceran epitopos distintos de los reconocidos
por anticuerpos generados in vitro a través del uso de bibliotecas de anticuerpos o por medio de inmunizacion de
mamiferos distintos de camélidos (documento WO 9749805). Como tales, los VHH anti-TNF-alfa pueden
interaccionar mas eficazmente con TNF-alfa que los anticuerpos convencionales, bloqgueando de ese modo su
interaccion con el receptor de TNF-alfa mas eficazmente.

Segun la invencion, TNF-alfa se deriva de cualquier especie. Los ejemplos de especies relevantes para la invencion
incluyen conejos, cabras, ratones, ratas, vacas, terneros, camellos, llamas, monos, asnos, cobayas, pollos, oveja,
perros, gatos, caballos y preferiblemente humanos.

TNF-alfa también es un fragmento de TNF-alfa, capaz de provocar una respuesta inmunitaria. TNF-alfa también es
un fragmento de TNF-alfa, capaz de unirse a un anticuerpo de dominio simple generado contra el TNF-alfa de
longitud completa.

Un anticuerpo de dominio simple dirigido contra TNF-alfa significa un anticuerpo de dominio simple capaz de unirse
a TNF-alfa con una afinidad mejor que 10 M.

Una realizaciéon de la presente invencién es un polipéptido anti-TNF, en el que los anticuerpos de dominio simple
comprenden VHH de camélidos dirigido contra TNF-alfa.

Los al menos dos anticuerpos de dominio simple del polipéptido anti-TNF que se dirigen contra TNF-alfa pueden ser
de la misma secuencia. Alternativamente, pueden no tener todos la misma secuencia. Esta dentro del alcance de la
invencion que un polipéptido anti-TNF comprende anticuerpos de dominio simple anti-TNF-alfa que no comparten
todos la misma secuencia, pero que se dirigen contra la misma diana, uno o mas antigenos de la misma.

Otra realizacién de la presente invencion es un polipéptido anti-TNF-alfa, en el que un anticuerpo de dominio simple
corresponde a una secuencia representada por cualquiera de SEQ ID NO: 1 a 16 y 79 a 84 tal como se muestra en
la tabla 1. Dichas secuencias se derivan de anticuerpos de cadena pesada (VHH) de camélidos que se dirigen
contra TNF-alfa.

La presente invencién se refiere ademas a un polipéptido anti-TNF-alfa, en el que dicho anticuerpo de dominio
simple es un VHH dirigido contra TNF-alfa, en el que el VHH pertenece a una clase que tiene secuencias de tipo
humano. La clase se caracteriza porque los VHH portan un aminoacido del grupo que consiste en glicina, alanina,
valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, tirosina, triptéfano, metionina, serina, treonina, asparagina o
glutamina en la posicién 45, tal como, por ejemplo, L45 y un triptéfano en la posicion 103, segun la numeracion de
Kabat. La nueva clase anticuerpos de dominio simple de camélidos descrita en esta invencion (tabla 1, ejemplo 1) se
representa por VHH#2B (SEQ ID NO: 3) y VHH#12B (SEQ ID NO: 14) que contienen los residuos hidréfobos en FR2
en combinacion con el residuo hidréfobo triptéfano en la posicion 103.

Otra clase de tipo humano de anticuerpos de dominio simple de camélidos representados por las secuencias
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VHH#1A (SEQ ID NO. 1), VHH#4B (SEQ ID NO. 12), VHH#8-29 (SEQ ID NO. 81), VHH#8-41 (SEQ ID NO. 82),
VHH#8-42 (SEQ ID NO. 83) y VHH#8-44 (SEQ ID NO. 84) (tabla 1, ejemplo 1) se han descrito en el documento
WO03035694 y contienen los residuos de FR2 hidréfobos que se encuentran normalmente en anticuerpos
convencionales de origen humano o de otras especies, pero compensando esta pérdida de hidrofilicidad por el
residuo de arginina cargado en la posicion 103 que sustituye al residuo de triptéfano conservado presente en VH de
anticuerpos de cadena doble. Como tales, los péptidos que pertenecen a estas dos clases muestran una homologia
de secuencia de aminodacidos alta con regiones de entramado de VH humanas y dichos péptidos podrian
administrarse a un humano directamente sin esperar una respuesta inmunitaria no deseada a partir de los mismos, y
sin la carga de la humanizacion adicional. La invencién también se refiere a acidos nucleicos capaces de codificar
para dichos polipéptidos.

Por tanto, un aspecto de la presente invencién permite el uso en un método de administracion de un polipéptido anti-
TNF-alfa, en el que los anticuerpos de dominio simple pertenecen a la clase humanizada de VHH, y comprenden
una secuencia representada por cualquiera de SEQ ID NO: 1, 3, 12, 14, 81, 82, 83 y 84 a un paciente que necesita
del mismo.

Cualquiera de los VHH usados por la invencién puede ser de la clase tradicional o de las clases de anticuerpos de
camélidos de tipo humano. Dichos anticuerpos pueden dirigirse contra todo el TNF-alfa o un fragmento del mismo, o
un fragmento de una secuencia homologa del mismo. Estos polipéptidos incluyen los anticuerpos de camélidos de
longitud completa, concretamente dominios Fc y VHH, versiones quiméricas de anticuerpos de camélidos de cadena
pesada con un dominio Fc humano o VHH por si mismos o fragmentos derivados.

Los VHH anti-albumina sérica pueden interaccionar de un modo mas eficaz con albimina sérica que anticuerpos
convencionales que se sabe que es una proteina portadora. Como proteina portadora, algunos de los epitopos de la
albumina sérica pueden ser inaccesibles para proteinas, péptidos y compuestos quimicos pequefios unidos. Puesto
que se sabe que los VHH se unen a epitopos “poco comunes” o no convencionales tales como cavidades
(documento WO 97/49805), la afinidad de tales VHH por la albdamina circulante puede aumentar.

La presente invencion también se refiere al hallazgo de que un polipéptido anti-TNF descrito en el presente
documento que comprende ademas uno o mas anticuerpos de dominio simple dirigidos contra una o mas proteinas
séricas de un sujeto, tiene sorprendentemente una semivida significativamente prolongada en la circulaciéon de dicho
sujeto en comparacion con la semivida del anticuerpo de dominio simple anti-TNF-alfa cuando no es parte de dicho
constructo. Se representan ejemplos de tales polipéptidos en la tabla 5 mediante SEQ ID NO: 30 a 43. Ademas, se
encontré que dichos polipéptidos presentan las mismas propiedades favorables de anticuerpos de dominio simple
tales como alta estabilidad permaneciendo intactos en ratones, resistencia a pH extremo, estabilidad a alta
temperatura y alta afinidad por la diana.

Otra realizacién de la presente invenciéon es un polipéptido anti-TNF-alfa que comprende ademas uno o mas
anticuerpos de dominio simple dirigidos contra una o mas proteinas séricas, comprendiendo dicho polipéptido anti-
TNF-alfa una secuencia correspondiente a cualquiera representada por SEQ ID NO: 30 a 43 (tabla 5).

Otra realizacion de la presente invencion es un polipéptido anti-TNF-alfa, en el que un anticuerpo de dominio simple
anti-proteina sérica corresponde a una secuencia representada por cualquiera de SEQ ID NO: 26 a 29 y 85 a 97 tal
como se muestra en la tabla 5.

La proteina sérica puede ser cualquier proteina adecuada que se encuentre en el suero del sujeto. En un aspecto de
la invencion, la proteina sérica es albumina sérica, inmunoglobulinas séricas, proteina de unién a tiroxina,
transferrina o fibrindgeno. Dependiendo del uso previsto tal como la semivida requerida para el tratamiento y/o la
compartimentalizacion eficaces del antigeno diana, la pareja de VHH puede dirigirse a una de las proteinas séricas
anteriores.

Otro aspecto descrito en el presente documento es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se divulga en el presente
documento que comprende ademas al menos un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en un polipéptido
anti-IFN-gamma, un polipéptido anti-receptor de TNF-alfa y polipéptido anti-receptor de IFN-gamma.

Es una realizacion descrita en el presente documento que un anticuerpo de dominio simple dirigido contra IFN-
gamma corresponda a una secuencia representada por cualquiera de SEQ ID NO: 44 a 72 tal como se muestra en
la tabla 6.

Segun un aspecto de la divulgacion, un anticuerpo de dominio simple se dirige contra el receptor de TNF-alfa. Dicho
anticuerpo de dominio simple puede ser un VHH de camélido.

Segun un aspecto descrito en el presente documento, un anticuerpo de dominio simple se dirige contra el receptor
de IFN-gamma. Dicho anticuerpo de dominio simple puede ser un VHH de camélido.

Otro aspecto descrito en el presente documento es un método de tratamiento de una enfermedad o condicién
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autoinmunitaria tal como se menciona en el presente documento, que comprende administrar a un paciente una
cantidad eficaz de un polipéptido anti-TNF-alfa que comprende ademas al menos un polipéptido seleccionado del
grupo que consiste en polipéptido anti-IFN-gamma, polipéptido anti-receptor de TNF-alfa y polipéptido anti-receptor
de IFN-gamma, tales polipéptidos unidos entre si tal como se describe mas adelante.

Tales constructos multiespecificos pueden tener una potencia mejorada como compuesto terapéutico inflamatorio
con respecto a constructos monoespecificos.

Un aspecto descrito en el presente documento es una composicién que comprende un polipéptido anti-TNF-alfa tal
como se divulga en el presente documento y al menos un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en
polipéptido anti-IFN-gamma, polipéptido anti-receptor de TNF-alfa y polipéptido anti-receptor de IFN-gamma, para la
administracion simultanea, separada o secuencial a un sujeto.

Un aspecto de la invencion es el uso en un método para tratar una enfermedad autoinmunitaria que comprende
administrar a un individuo una cantidad eficaz de un polipéptido anti-TNF-alfa y al menos un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste en polipéptido anti-IFN-gamma, polipéptido anti-receptor de TNF-alfa y
polipéptido anti-receptor de IFN-gamma, simultdneamente, por separado o secuencialmente.

Otro aspecto descrito en el presente documento es un kit que contiene un polipéptido anti-TNF-alfa y al menos un
polipéptido seleccionado del grupo que consiste en polipéptido anti-IFN-gamma, polipéptido anti-receptor de TNF-
alfa y polipéptido anti-receptor de IFN-gamma para la administracion simultanea, separada o secuencial a un sujeto.
También se divulga que el kit puede usarse segun la invencion. También se divulga que el kit puede usarse para
tratar las enfermedades mencionadas en el presente documento.

Por administracion simultanea quiere decirse que los polipéptidos se administran a un sujeto al mismo tiempo. Por
ejemplo, como una mezcla de los polipéptidos o una composicion que comprende dichos polipéptidos. Los ejemplos
incluyen, pero no se limitan a una disolucion administrada por via intravenosa, un comprimido, liquido, crema topica,
etc., en el que cada preparacion comprende los polipéptidos de interés.

Por administracion separada quiere decirse que los polipéptidos se administran a un sujeto al mismo tiempo o
sustancialmente al mismo tiempo. Los polipéptidos estan presentes en el kit como preparaciones separadas, no
mezcladas. Por ejemplo, los diferentes polipéptidos pueden estar presentes en el kit como comprimidos individuales.
Los comprimidos pueden administrarse al sujeto tragando ambos comprimidos al mismo tiempo, o un comprimido
directamente tras el otro.

Por administracion secuencial quiere decirse que los polipéptidos se administran a un sujeto secuencialmente. Los
polipéptidos estan presentes en el kit como preparaciones separadas, no mezcladas. Hay un intervalo de tiempo
entre las dosis. Por ejemplo, un polipéptido podria administrarse hasta 336, 312, 288, 264, 240, 216, 192, 168, 144,
120, 96, 72, 48, 24, 20, 16, 12, 8, 4, 2, 1 6 0,5 horas después del otro componente.

En la administracion secuencial, puede administrarse un polipéptido una vez, o cualquier nimero de veces y en
diversas dosis antes y/o después de la administracién de otro polipéptido. La administracion secuencial puede
combinarse con la administracion simultanea o secuencial.

Los usos médicos del polipéptido anti-TNF-alfa descritos mas adelante también se aplican a la composicion que
comprende un polipéptido anti-TNF-alfa divulgado en el presente documento y al menos un polipéptido seleccionado
del grupo que consiste en polipéptido anti-IFN-gamma, polipéptido anti-receptor de TNF-alfa y polipéptido anti-
receptor de IFN-gamma, para la administracion simultanea, separada o secuencial a un sujeto tal como se divulgo
en el presente documento anteriormente.

Segun un aspecto de la divulgacion, un polipéptido anti-IFN-gamma anti-TNF-alfa un anticuerpo de dominio simple
dirigido contra IFN-gamma. Dicho anticuerpo de dominio simple puede ser un VHH de camélido.

Una realizacion de la divulgacion es que un anticuerpo de dominio simple dirigido contra IFN-gamma corresponda a
una secuencia representada por cualquiera de SEQ ID NO: 44 a 72 tal como se muestra en la tabla 6.

Segun un aspecto de la invencion, anti-TNF-alfa un anticuerpo de dominio simple dirigido contra el receptor de TNF-
alfa. Dicho anticuerpo de dominio simple puede ser un VHH de camélido.

Segun un aspecto de la divulgacion, un polipéptido anti-receptor de IFN-gamma anti-TNF-alfa un anticuerpo de
dominio simple dirigido contra el receptor de IFN-gamma. Dicho anticuerpo de dominio simple puede ser un VHH de
camélido.

En la presente invencion es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se divulga en el presente documento, el nimero

de anticuerpos de dominio simple dirigidos contra TNF-alfa es de dos o mas. Tales polipéptidos anti-TNF-alfa
multivalentes tienen la ventaja de una afinidad funcional inusualmente alta por la diana, presentando propiedades
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inhibidoras mucho mas altas de lo esperado en comparacién con sus homdélogos monovalentes.

Los polipéptidos anti-TNF-alfa multivalentes tienen afinidades funcionales que son varios 6rdenes de magnitud mas
altos que las de los polipéptidos anti-TNF-alfa originales monovalentes. Los inventores han encontrado que las
afinidades funcionales de estos polipéptidos multivalentes son mucho mas altas que las notificadas en la técnica
anterior para anticuerpos bivalentes y multivalentes. Sorprendentemente, los polipéptidos anti-TNF-alfa de la
presente invencion unidos entre si directamente (SEQ ID No. 77 y 78) o por medio de una secuencia de ligador corta
muestran las altas afinidades funcionales esperadas tedricamente con anticuerpos de cuatro cadenas
convencionales multivalentes.

Los inventores han encontrado que tales actividades funcionales enormemente aumentadas pueden detectarse
preferiblemente con antigenos compuestos por proteinas multiméricas y de multiples dominios, o bien en ensayos
de unidn directa o bien en ensayos funcionales, por ejemplo ensayos de citotoxicidad.

Otra realizacién de la presente invencion es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se divulga en el presente
documento, en el que el nimero de anticuerpos de dominio simple dirigidos contra TNF-alfa es de dos o mas,
comprendiendo dicho polipéptido anti-TNF-alfa una secuencia correspondiente a cualquiera representada por SEQ
ID NO: 73 a 76.

Los anticuerpos de dominio simple pueden unirse para formar cualquiera de los polipéptidos divulgados en el
presente documento que comprenden mas de un anticuerpo de dominio simple usando métodos conocidos en la
técnica o cualquier método futuro. Por ejemplo, pueden fusionarse mediante reticulacion quimica haciendo
reaccionar residuos de aminoacido con un agente de derivatizacion organico tal como se describe por Blattler et al,
Biochemistry 24,1517-1524; documento EP294703. Alternativamente, el anticuerpo de dominio simple puede
fusionarse genéticamente al nivel del ADN, es decir un constructo de polinucleétido formado que codifica para el
constructo de polipéptido completo que comprende uno o mas anticuerpos de dominio simple anti-diana y uno o mas
anticuerpos de dominio simple anti-proteina sérica. Se divulga un método para producir constructos de polipéptido
VHH bivalente o multivalente en la solicitud de patente PCT WO 96/34103. Un modo de unir multiples anticuerpos de
dominio simple es por medio de la ruta genética uniendo secuencias que codifican para un anticuerpo de dominio
simple o bien directamente o bien por medio de un ligador peptidico. Por ejemplo, el extremo C-terminal del primer
anticuerpo de dominio simple puede unirse al extremo N-terminal del siguiente anticuerpo de un solo dominio. Este
modo de unién puede extenderse con el propdsito de unir anticuerpos de dominio simple adicionales para la
construccién y produccion de constructos tri, tetra, etc. funcionales.

Segun un aspecto de la presente invencion, los anticuerpos de dominio simple se unen entre si directamente, sin el
uso de un ligador. Al contrario que unir anticuerpos convencionales voluminosos en los que es necesario una
secuencia de ligador para retener la actividad de unién en las dos subunidades, los polipéptidos de la invencion
pueden unirse directamente (SEQ ID No. 77 y 78) evitando de ese modo posibles problemas de la secuencia de
ligador, tal como antigenicidad cuando se administra a un sujeto humano, inestabilidad de la secuencia de ligador
que conduce a disociacion de las subunidades.

Segun otro aspecto de la presente invencion los anticuerpos de dominio simple se unen entre si por medio de una
secuencia de ligador peptidico. Tal secuencia de ligador puede ser una secuencia que se produce de manera natural
0 una secuencia que no se produce de manera natural. Se espera que la secuencia de ligador sea no inmunogénica
en el sujeto al que se administra el polipéptido anti-TNF-alfa. La secuencia de ligador puede proporcionar suficiente
flexibilidad al polipéptido anti-TNF-alfa multivalente, al mismo tiempo que es resistente a la degradacion proteolitica.
Un ejemplo no limitativo de una secuencia de ligador es una que puede derivarse de la region bisagra de los VHH
descritos en el documento WO 96/34103.

Segun otro aspecto de la invencién, pueden unirse entre si anticuerpos de dominio simple multivalentes que
comprenden mas de dos anticuerpos de dominio simple directamente o por medio de una secuencia de ligador.
Tales constructos son dificiles de producir con anticuerpos convencionales y debido al impedimento estérico de las
subunidades voluminosas, se perdera la funcionalidad o disminuira enormemente en vez de aumentar
considerablemente tal como se observa con los VHH de la invenciéon en comparacion con el constructo monovalente
(véase la figura 12 para analisis de filtracion en gel de tales constructos multivalentes de VHH).

Los constructos de polipéptido divulgados en el presente documento pueden preparase por el experto en la técnica
seguin métodos conocidos en la técnica o cualquier método futuro. Por ejemplo, pueden obtenerse VHH usando
métodos conocidos en la técnica tal como inmunizando un camello y obteniendo hibridomas del mismo, o clonando
una biblioteca de anticuerpos de dominio simple usando técnicas de biologia molecular conocidas en la técnica y
seleccion posterior usando presentacion en fago.

Segun un aspecto de la invencion, un polipéptido anti-TNF-alfa puede ser una secuencia homologa de un polipéptido
anti-TNF-alfa de longitud completa. Segun otro aspecto de la invencion, un polipéptido anti-TNF-alfa puede ser una
porcién funcional de un polipéptido anti-TNF-alfa de longitud completa. Segun otro aspecto de la invencion, un
polipéptido anti-TNF-alfa puede ser una secuencia homdloga de un polipéptido anti-TNF-alfa de longitud completa.
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Segun otro aspecto de la invencion, un polipéptido anti-TNF-alfa puede ser una porcion funcional de una secuencia
homologa de un polipéptido anti-TNF-alfa de longitud completa. Segun un aspecto de la invencidon un polipéptido
anti-TNF-alfa puede comprender una secuencia de un polipéptido anti-TNF-alfa.

Segun un aspecto de la invencién, un anticuerpo de dominio simple usado para formar un polipéptido anti-TNF-alfa
puede ser un anticuerpo de dominio simple completo (por ejemplo un VHH) o una secuencia homologa del mismo.
Segun otro aspecto de la invencion, un anticuerpo de dominio simple usado para formar el constructo de polipéptido
puede ser una porcion funcional de un anticuerpo de dominio simple completo. Segun otro aspecto de la invencion,
un anticuerpo de dominio simple usado para formar el constructo de polipéptido puede ser una secuencia homéloga
de un anticuerpo de dominio simple completo. Segun otro aspecto de la invencién, un anticuerpo de dominio simple
usado para formar el constructo de polipéptido puede ser una porcién funcional de una secuencia homologa de un
anticuerpo de dominio simple completo.

Tal como se usa en el presente documento, una secuencia homdloga de la presente invencion puede comprender
adiciones, deleciones o sustituciones de uno o mas aminoacidos, que no alteran sustancialmente las caracteristicas
funcionales de los polipéptidos de la invencion. El nimero de deleciones o sustituciones de aminoacidos es
preferiblemente de hasta 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58,
59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69 6 70 aminoacidos.

Una secuencia homologa segun la presente invencion puede ser un polipéptido modificado por la adicién, delecion o
sustitucion de aminoacidos, sin alterar sustancialmente dicha modificacion las caracteristicas funcionales en
comparacion con el polipéptido no modificado.

Una secuencia homologa segun la presente invencion puede ser un polipéptido modificado por la adicién, delecién o
sustitucion de aminoacidos, sin alterar sustancialmente dicha modificacion las caracteristicas funcionales en
comparacion con el polipéptido no modificado.

Una secuencia homologa segun la presente invencidon puede ser una secuencia que existe en otras especies de
camélidos tales como, por ejemplo, camello, dromedario, llama, alpaca, guanaco, etc.

Cuando una secuencia homologa indica identidad de secuencia, significa una secuencia que presenta una alta
identidad de secuencia (identidad de secuencias de mas del 70%, el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 95% o el 98%)
con la secuencia original y se caracteriza preferiblemente por propiedades similares de la secuencia original,
concretamente afinidad, calculandose dicha identidad usando métodos conocidos.

Alternativamente, una secuencia homologa también puede ser cualquier secuencia de aminoacidos que resulte de
sustituciones permitidas en cualquier nimero de posiciones de la secuencia original segun la formula a continuacion:

Ser sustituida por Ser, Thr, Gly y Asn;

Arg sustituida por uno de Arg, His, GIn, Lys y Glu;

Leu sustituida por una de Leu, lle, Phe, Tyr, Met y Val;

Pro sustituida por una de Pro, Gly, Ala'y Thr;

Thr sustituida por una de Thr, Pro, Ser, Ala, Gly, His y GIn;
Ala sustituida por una de Ala, Gly, Thry Pro;

Val sustituida por una de Val, Met, Tyr, Phe, lle y Leu;

Gly sustituida por una de Gly, Ala, Thr, Pro y Ser;

lle sustituida por una de lle, Met, Tyr, Phe, Val y Leu;

Phe sustituida por una de Phe, Trp, Met, Tyr, lle, Val y Leu;
Tyr sustituida por una de Tyr, Trp, Met, Phe, lle, Val y Leu;
His sustituida por una de His, Glu, Lys, GIn, Thry Arg;

GIn sustituida por una de Gin, Glu, Lys, Asn, His, Thry Arg;

Asn sustituida por uno de Asn, Glu, Asp, GIn y Ser;
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Lys sustituida por uno de Lys, Glu, GIn, His y Arg;

Asp sustituido por uno de Asp, Glu y Asn;

Glu sustituido por uno de Glu, Asp, Lys, Asn, GIn, His y Arg;
Met sustituida por una de Met, Phe, lle, Val, Leuy Tyr.

Una secuencia de nucledtidos homdloga segun la presente invencion puede referirse a secuencias de nucleotidos
de mas de 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 800 6 1000 nucleétidos capaces de hibridarse con la reversa-
complementaria de la secuencia de nucledtidos capaz de codificar para la secuencia de la patente, en condiciones
de hibridacion rigurosas (tales como las descritas por Sambrook et al., Molecular Cloning, Laboratory Manuel, Cold
Spring, Harbor Laboratory Press, Nueva York).

Tal como se usa en el presente documento, una porcién funcional se refiere a una secuencia de un anticuerpo de
dominio simple que tiene un tamano suficiente de manera que la interaccién de interés se mantiene con una afinidad
de 1x 10° M o mejor.

Alternativamente, una porcion funcional comprende una delecién parcial de la secuencia de aminoacidos completa y
todavia mantiene el/los sitio(s) de union y el/los dominio(s) de proteina necesario(s) para la unién de y la interaccion
con la diana.

Tal como se usa en el presente documento, una porcién funcional se refiere a menos del 100% de la secuencia
completa (por ejemplo, el 99%, el 90%, el 80%, el 70%, el 60%, el 50%, el 40%, el 30%, el 20%, el 10%, el 5%, el
1%, etc.), pero comprende 5 o0 mas aminoacidos o 15 o mas nucledtidos.

Las dianas mencionadas en el presente documento tales como TNF-alfa, receptor de TNF-alfa, proteinas séricas
(por ejemplo, albumina sérica, inmunoglobulinas séricas, proteina de unién a tiroxina, transferrina, fibringeno) e
IFN-gamma, receptor de IFN-gamma pueden ser fragmentos de dichas dianas. Por tanto una diana también es un
fragmento de dicha diana, que puede provocar una respuesta inmunitaria. Una diana también es un fragmento de
dicha diana, que puede unirse a un anticuerpo de dominio simple generado contra la diana de longitud completa.

Un fragmento tal como se usa en el presente documento se refiere a menos del 100% de la secuencia (por ejemplo,
el 99%, el 90%, el 80%, el 70%, el 60%, el 50%, el 40%, el 30%, el 20%, el 10%, etc.), pero que comprende 5, 6, 7,
8, 9,10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o mas aminoacidos. Un fragmento es de longitud
suficiente de manera que la interaccion de interés se mantiene con una afinidad de 1 x 10° M o mejor.

Un fragmento tal como se usa en el presente documento también se refiere a inserciones, deleciones y sustituciones
opcionales de uno o mas aminoacidos que no alteran sustancialmente la capacidad de la diana para unirse a un
anticuerpo de dominio simple generado contra la diana de tipo natural. El nimero de inserciones, deleciones o
sustituciones de aminoacidos es preferiblemente de hasta 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49,
50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69 6 70 aminoacidos.

Una secuencia homologa de la presente invencion puede incluir un polipéptido anti-TNF-alfa que se ha humanizado.
La humanizacién de anticuerpos de la nueva clase de VHH reduciria adicionalmente la posibilidad de una reaccion
inmunoldgica no deseada en un individuo humano tras su administracion.

Una realizacion de la presente invencion se refiere a un método para preparar polipéptidos modificados basados en
anticuerpos de llama determinando los residuos de aminoacido del dominio variable de anticuerpo (VHH) que puede
modificarse sin disminuir la afinidad nativa del dominio por el antigeno y al tiempo que se reduce su
inmunogenicidad con respecto a una especie heterdloga; al uso de VHH que tienen modificaciones en los residuos
identificados que son utiles para su administracion a especies heterdlogas; y al VHH asi modificado.

Mas especificamente, la invencion se refiere a la preparacion de VHH modificados, que estan modificados para su
administracion a humanos, los propios VHH resultantes y el uso de tales VHH “humanizados” en el tratamiento de
enfermedades en humanos. Por humanizado quiere decirse mutado de modo que la inmunogenicidad tras su
administracion en pacientes humanos es minoritaria o no existente. La humanizacion de un polipéptido, segun la
presente invencién, comprende una etapa de reemplazar uno o mas de los aminoacidos de camélidos por su
homologo humano tal como se encuentra en la secuencia consenso humana, sin que ese polipéptido pierda su
caracter tipico, es decir la humanizacién no afecta significativamente a la capacidad de unién a antigeno del
polipéptido resultante. Tales métodos los conocen los expertos en la técnica.

La humanizacién de anticuerpos de dominio simple de camélidos requiere la introduccion y mutagénesis de una
cantidad limitada de aminoacidos en una Unica cadena polipeptidica. Esto es en contraposicién a la humanizacion
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de scFv, Fab, (Fab)2 e IgG, que requiere la introduccion de cambios de aminoacidos en dos cadenas, la cadena
ligera y la pesada y la conservacion del ensamblaje de ambas cadenas.

Como un ejemplo no limitado, se humanizé el polipéptido de VHH#12B que contiene residuos de tipo humano en
FR2. La humanizacién requirié la mutagénesis de residuos en FR1 en las posiciones 1 y 5 que se introdujeron
mediante el cebador usado para la clonacion del repertorio y que no se producen de manera natural en la secuencia
de llama. La mutagénesis de esos residuos no dio como resultado la pérdida de la actividad de unién y/o inhibicién.
La humanizacion también requirié la mutagénesis de residuos en FR3 en las posiciones 74, 76, 83, 84, 93. La
mutagénesis de esos residuos no dio como resultado una pérdida drastica de la actividad de union y/o inhibicion
(véase la figura 4). La combinacion de las mutaciones de FR1 y FR3 no afecto por tanto a la actividad de unién y/o
inhibicién (figura 5). La humanizacion también requirié la mutagénesis de residuos en FR4 en la posicion 108. La
mutagénesis de Q108L dio como resultado un nivel de produccion inferior en Escherichia coli. La posicion 108 esta
expuesta al disolvente en VHH de camélido, mientras que en anticuerpos humanos esta posicién esta enterrada en
la superficie de contacto VH-VL (Spinelli, 1996; Nieba, 1997). En VH aislados la posicién 108 esta expuesta al
disolvente. La introduccion de una Leu hidréfoba no polar en lugar de GIn no cargada polar puede tener un efecto
drastico sobre la estabilidad/plegamiento intrinseco de la molécula.

Como un ejemplo no limitado, se humanizé el polipéptido representado en el VHH#3E que contiene residuos
distintivos de camélido en las posiciones 37, 44, 45 y 47 con caracteristicas hidréfilas. El reemplazo de los residuos
hidréfilos por residuos hidrofobos humanos en las posiciones 44 y 45 (E44G y R45L), no tuvo ningun efecto sobre la
union y/o inhibicién. Sin embargo, se observé pérdida de actividad de unién y/o inhibicion cuando se introdujeron
F37V y F47W. Los datos de modelado confirmaron que el residuo critico 37 conservaba la integridad de la
conformacion del bucle de CDR3 y por tanto la actividad (véase la figura 6) (toda la numeracion segun Kabat).

SEQ ID NO: 3 y 14 presentan una homologia de secuencia de aminoacidos de mas del 90% con regiones de
entramado de VH humanas y por tanto dichos VHH podrian administrarse a pacientes directamente sin esperar una
respuesta inmunitaria a partir de los mismos, y sin la carga adicional de la humanizacién. Por tanto, un aspecto
descrito en el presente documento permite la administracion directa del polipéptido que comprende SEQ ID NO: 3 y
14, una secuencia homologa del mismo, o una porcién funcional de una secuencia homologa del mismo a un
paciente que necesita el mismo.

Una realizacién de la presente invencién es un método para humanizar un VHH que comprende las etapas de
reemplazar cualquiera de los siguientes residuos o bien solos o bien en combinacion:

posicion de FR1 1, 5, 28 y 30,

el aminoacido distintivo en las posiciones 44 y 45 en FR2,
residuos de FR3 74, 75, 76, 83, 84, 93 y 94,

y posiciones 103, 104, 108 y 111 en FR4;

numeracion segun la numeracion de Kabat.

Una realizacién de la presente invencion es un polipéptido anti-TNF-alfa, o un acido nucleico capaz de codificar para
dicho polipéptido para su uso en un método para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos relacionados
con procesos inflamatorios. TNF-alfa esta implicado en procesos inflamatorios, y el bloqueo de la accién de TNF-alfa
puede tener un efecto antiinflamatorio, lo que es altamente deseable en determinados estados patologicos tales
como, por ejemplo, enfermedad de Crohn. Los ejemplos demuestran VHH segun la invencion que se unen a TNF-
alfa y, ademas, bloquean su union al receptor de TNF-alfa.

Los polipéptidos anti-TNF-alfa de la presente invencién pueden aplicarse a enfermedades autoinmunitarias, tales
como enfermedad de Addison (glandula suprarrenal), enfermedades autoinmunitarias del oido (oido), enfermedades
autoinmunitarias del ojo (ojo), hepatitis autoinmunitaria (higado), parotiditis autoinmunitaria (glandulas parétidas),
enfermedad de Crohn (intestino), diabetes tipo | (pancreas), epididimitis (epididimo), glomerulonefritis (rifiones),
enfermedad de Graves (tiroides), sindrome de Guillain-Barre (células nerviosas), enfermedad de Hashimoto
(tiroides), anemia hemolitica (glébulos rojos), lupus eritematoso sistémico (mdltiples tejidos), esterilidad masculina
(esperma), esclerosis multiple (células nerviosas), miastenia grave (unién neuromuscular), pénfigo (piel
principalmente), psoriasis (piel), fiebre reumatica (corazén y articulaciones), artritis reumatoide (revestimiento
articular), sarcoidosis (multiples tejidos y érganos), esclerodermia (piel y tejidos conjuntivos), sindrome de Sjogren
(glandulas exocrinas y otros tejidos), espondiloartropatias (esqueleto axial y otros tejidos), tiroiditis (tiroides),
vasculitis (vasos sanguineos).

Entre paréntesis esta el tejido afectado por la enfermedad. Esta lista de enfermedades autoinmunitarias pretende ser
a modo de ejemplo mas que inclusiva.
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Los estados autoinmunitarios para los que los polipéptidos anti-TNF-alfa de la presente invencion pueden aplicarse
incluyen, por ejemplo, SIDA, alergia atopica, asma bronquial, eczema, lepra, esquizofrenia, depresién heredada,
trasplante de tejidos y 6rganos, sindrome de fatiga crénica, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
infarto de miocardio, accidente cerebrovascular, autismo, epilepsia, fenémeno de Arthus, anafilaxia, y alcoholismo y
drogadiccion. En los estados autoinmunitarios identificados anteriormente, el tejido afectado es la diana primaria, en
otros casos es la diana secundaria. Estos estados son parcial o mayoritariamente sindromes autoinmunitarios. Por
tanto, al tratarlos, es posible usar los mismos métodos, o aspectos de los mismos métodos que se divulgan en el
presente documento, algunas veces en combinacién con otros métodos.

Otra realizacidon de la presente invencién es un uso de un polipéptido anti-TNF-alfa segun la invencion, o un acido
nucleico capaz de codificar para dicho polipéptido para la preparacion de un medicamento para tratar un trastorno
relacionado con procesos inflamatorios. Los ejemplos de trastornos incluyen artritis reumatoide, enfermedad de
Crohn, colitis ulcerosa, sindrome inflamatorio del intestino y esclerosis multiple.

Pueden usarse polipéptidos y acidos nucleicos segun la presente invencion en un método de administracion a un
sujeto por vias convencionales, tal como por via intravenosa. Sin embargo, una propiedad especial de los
polipéptidos anti-TNF-alfa de la invencién es que penetran por barreras tales como membranas tisulares y/o tumores
y actian localmente y actuan localmente sobre los mismos, y son lo suficientemente estables como para soportar
entornos extremos tales como en el estdbmago. Por tanto, otro aspecto de la presente invencion se refiere a la
administracion de polipéptidos anti-TNF-alfa.

Un sujeto segun la invencion puede ser cualquier mamifero susceptible de tratamiento mediante polipéptidos
terapéuticos.

La administracion oral de polipéptidos anti-TNF-alfa de la invencion da como resultado la provisién de tales
moléculas en una forma activa en el colon en sitios locales que estan afectados por el trastorno. Estos sitios pueden
estar sumamente inflamados y contener células que producen TNF-alfa. Los polipéptidos anti-TNF-alfa de la
invencion que se unen a TNF-alfa pueden neutralizar el TNF-alfa localmente, evitando la distribucién por todo el
cuerpo y por tanto limitando efectos secundarios negativos. Microorganismos genéticamente modificados tales como
Micrococcus lactis son capaces de secretar anticuerpos o porciones funcionales de los mismos. Tales
microorganismos modificados pueden usarse como vehiculos para la produccién y administracion locales de
anticuerpos o porciones funcionales de los mismos en el intestino. Usando una cepa que produce un polipéptido
anti-TNF-alfa, podria tratarse el sindrome inflamatorio del intestino.

Otro aspecto de la invencién implica administrar polipéptidos anti-TNF usando expresion de superficie sobre o
secrecion a partir de bacterias no invasivas, tales como organismos huésped Gram-positivos como Lactococcus
spec. usando un vector tal como el descrito en el documento WO00/23471.

Una realizacion de la presente invencion es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se divulga en el presente
documento para su uso en un método de tratamiento, prevencion y/o alivio de los sintomas de trastornos
susceptibles de modulacién por una sustancia moduladora de TNF-alfa que es capaz de pasar a través del entorno
gastrico sin que la sustancia se inactive.

Ejemplos de trastornos son cualquiera que provoque inflamacion, incluyendo, pero sin limitarse a, artritis reumatoide,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, sindrome inflamatorio del intestino y esclerosis multiple. Tal como conocen
los expertos en la técnica, una vez en posesion de dicho constructo de polipéptido, puede aplicarse tecnologia de
formulacién para liberar una cantidad maxima de polipéptido en la ubicacion correcta (en el estdmago, en el colon,
etc.). Este método de administracion es importante para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos cuyas
dianas se ubican en el sistema digestivo.

Un aspecto de la invencion se usa en un método para tratar, prevenir y/o aliviar, mediante administracion por via oral
a un sujeto, los sintomas de un trastorno susceptible de modulacién por una sustancia moduladora de TNF-alfa que
es capaz de pasar a través del entorno gastrico sin inactivarse, administrando por via oral a un sujeto un polipéptido
anti-TNF-alfa tal como se da a conocer en el presente documento.

Otra realizacién de la presente invencién es un uso de un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se da a conocer en el
presente documento para la preparacion de un medicamento para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de
trastornos susceptibles de modulacién por una sustancia moduladora de TNF-alfa que es capaz de pasar a través
del entorno gastrico sin inactivarse.

Un aspecto de la invencion se usa en un método para administrar una sustancia moduladora de TNF-alfa al sistema
digestivo sin que dicha sustancia se inactive, mediante administracién por via oral a un sujeto de un polipéptido anti-
TNF-alfa tal como se divulga en el presente documento.

Un aspecto de la invencion se usa en un método para administrar una sustancia moduladora de TNF-alfa al torrente
sanguineo de un sujeto sin que la sustancia se inactive, mediante administracion por via oral a un sujeto de un
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polipéptido anti-TNF-alfa tal como se divulga en el presente documento.

Otra realizacién de la presente invencion es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se divulga en el presente
documento para su uso en un método de tratamiento, prevencion y/o alivio de los sintomas o trastornos susceptibles
de modulacién por una sustancia moduladora de TNF-alfa administrada al tracto vaginal y/o rectal.

Ejemplos de trastornos son cualquiera que provoque inflamacion, incluyendo, pero sin limitarse a, artritis reumatoide,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, sindrome inflamatorio del intestino y esclerosis multiple. En un ejemplo no
limitativo, una formulacién segun la invencion comprende un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se divulga en el
presente documento, en forma de un gel, una crema, un supositorio, una pelicula, o en forma de una esponja o
como un anillo vaginal que libera lentamente el principio activo a lo largo del tiempo (tales formulaciones se
describen en los documentos EP 707473, EP 684814, US 5629001).

Un aspecto de la invencidon se usa en un método para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos
susceptibles de modulacién por una sustancia moduladora de TNF-alfa administrada al tracto vaginal y/o rectal,
administrando por via vaginal y/o rectal a un sujeto un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se da a conocer en el
presente documento.

Otra realizacién de la presente invencién es un uso de un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se da a conocer en el
presente documento para la preparacion de un medicamento para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de
trastornos susceptibles de modulacion por una sustancia moduladora de TNF-alfa administrada al tracto vaginal y/o
rectal.

Un aspecto de la invencién se usa en un método para administrar una sustancia moduladora de TNF-alfa al tracto
vaginal y/o rectal sin que dicha sustancia se inactive, mediante administracion al tracto vaginal y/o rectal de un sujeto
de un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se divulga en el presente documento.

Un aspecto de la invencion se usa en un método para administrar una sustancia moduladora de TNF-alfa al torrente
sanguineo de un sujeto sin que dicha sustancia se inactive, mediante administracion al tracto vaginal y/o rectal de un
sujeto de un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se divulga en el presente documento.

Otra realizacién de la presente invencion es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se divulga en el presente
documento para su uso en un método de tratamiento, prevencion y/o alivio de los sintomas de trastornos
susceptibles de modulacion por una sustancia moduladora de TNF-alfa administrada a la nariz, las vias respiratorias
altas y/o el pulmén.

Ejemplos de trastornos son cualquiera que provoque inflamacion, incluyendo, pero sin limitarse a, artritis reumatoide,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, sindrome inflamatorio del intestino y esclerosis multiple. En un ejemplo no
limitativo, una formulacién segun la invencion comprende un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se divulga en el
presente documento en forma de una pulverizacién nasal (por ejemplo, un aerosol) o inhalador. Puesto que el
constructo de polipéptido es pequefio, puede alcanzar su diana mucho mas eficazmente que las moléculas de IgG
terapéuticas.

Un aspecto de la invencion es el uso en un método para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos
susceptibles de modulacién por una sustancia moduladora de TNF-alfa administrada a las vias respiratorias altas y
el pulmén, administrando a un sujeto un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se da a conocer en el presente
documento, mediante inhalacién a través de la boca o la nariz.

Otra realizacién de la presente invencién es un uso de un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se da a conocer en el
presente documento para la preparacion de un medicamento para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de
trastornos susceptibles de modulacién por una sustancia moduladora de TNF-alfa administrada a la nariz, las vias
respiratorias altas y/o el pulmdn, sin que dicho polipéptido se inactive.

Un aspecto de la invencién es el uso en un método para administrar una sustancia moduladora de TNF-alfa a la
nariz, las vias respiratorias altas y el pulmén sin inactivacion, mediante administracion a la nariz, las vias
respiratorias altas y/o el pulmdn de un sujeto de un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se divulga en el presente
documento.

Un aspecto de la invencidon es el uso en un método para administrar una sustancia moduladora de TNF-alfa al
torrente sanguineo de un sujeto sin inactivacion mediante administracion a la nariz, las vias respiratorias altas y/o el
pulmén de un sujeto de un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se divulga en el presente documento.

Una realizacion de la presente invencion es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se divulga en el presente
documento para su uso en un método de tratamiento, prevencion y/o alivio de los sintomas de trastornos
susceptibles de modulacién por una sustancia moduladora de TNF-alfa administrada a la mucosa intestinal, en el
que dicho trastorno aumenta la permeabilidad de la mucosa intestinal. Debido a su pequefio tamafio, un polipéptido
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anti-TNF-alfa tal como se divulga en el presente documento puede pasar a través de la mucosa intestinal y alcanzar
el torrente sanguineo mas eficazmente en sujetos que padecen trastornos que provocan un aumento en la
permeabilidad de la mucosa intestinal, por ejemplo, enfermedad de Crohn.

Un aspecto de la invencion es el uso en un método para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos
susceptibles de modulacién por una sustancia moduladora de TNF-alfa administrada a la mucosa intestinal, en el
que dicho trastorno aumenta la permeabilidad de la mucosa intestinal, administrando por via oral a un sujeto un
polipéptido anti-TNF-alfa tal como se da a conocer en el presente documento.

Este procedimiento puede incluso mejorarse mediante un aspecto adicional de la presente invencion, el uso de
portadores de transporte activos. En este aspecto de la invencién, se fusiona VHH a un portador que mejora la
transferencia a través de la pared intestinal al torrente sanguineo. En un ejemplo no limitativo, este “portador” es un
segundo VHH que se fusiona al VHH terapéutico. Tales constructos de fusidon se preparan usando métodos
conocidos en la técnica. El VHH “portador” se une especificamente a un receptor en la pared intestinal que induce
un transporte activo a través de la pared.

Otra realizacién de la presente invencién es un uso de un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se da a conocer en el
presente documento para la preparacion de un medicamento para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de
trastornos susceptibles de modulacién por una sustancia moduladora de TNF-alfa administrada a la mucosa
intestinal, en el que dicho trastorno aumenta la permeabilidad de la mucosa intestinal.

Un aspecto de la invencién es el uso en un método para administrar una sustancia moduladora de TNF-alfa a la
mucosa intestinal sin que se inactive, mediante administracion por via oral a un sujeto de un polipéptido anti-TNF-
alfa de la invencion.

Un aspecto de la invencidon es el uso en un método para administrar una sustancia moduladora de TNF-alfa al
torrente sanguineo de un sujeto sin que se inactive, mediante administracion por via oral a un sujeto de un
polipéptido anti-TNF-alfa de la invencion.

Este procedimiento puede incluso mejorarse mediante un aspecto adicional de la presente invencion, el uso de
portadores de transporte activos. En este aspecto de la invencion, se fusiona un polipéptido anti-TNF-alfa tal como
se describe en el presente documento a un portador que mejora la transferencia a través de la pared intestinal al
torrente sanguineo. En un ejemplo no limitativo, este “portador” es un VHH que se fusiona a dicho polipéptido. Tales
constructos de fusién se preparan usando métodos conocidos en la técnica. EI VHH “portador” se une
especificamente a un receptor en la pared intestinal que induce una transferencia activa a través de la pared.

Una realizacion de la presente invencion es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se divulga en el presente
documento para su uso en un método de tratamiento, prevencion y/o alivio de los sintomas de trastornos
susceptibles de modulacién por una sustancia moduladora de TNF-alfa que es capaz de pasar a través de los tejidos
de debajo de la lengua eficazmente.

Los ejemplos de trastornos son cualquiera que provoque inflamacioén, incluyendo, pero sin limitarse a, artritis
reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, sindrome inflamatorio del intestino y esclerosis multiple. Una
formulacién de dicho constructo de polipéptido tal como se divulga en el presente documento, por ejemplo, un
comprimido, pulverizacién, gota se coloca debajo de la lengua y se absorbe a través de las membranas mucosas a
la red capilar de debajo de la lengua.

Un aspecto de la invencion es el uso en un método para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos
susceptibles de modulacién por una sustancia moduladora de TNF-alfa que es capaz de pasar a través de los tejidos
de debajo de la lengua eficazmente, administrando por via sublingual a un sujeto un polipéptido anti-TNF-alfa tal
como se divulga en el presente documento.

Otra realizacién de la presente invencién es un uso de un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se da a conocer en el
presente documento para la preparacion de un medicamento para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de
trastornos susceptibles de modulacién por una sustancia moduladora de TNF-alfa que es capaz de pasar a través de
los tejidos de debajo de la lengua.

Un aspecto de la invencion es el uso en un método para administrar una sustancia moduladora de TNF-alfa a los
tejidos de debajo de la lengua sin que se inactive, mediante administracion por via sublingual a un sujeto de un
polipéptido anti-TNF-alfa tal como se divulga en el presente documento.
Un aspecto de la invenciéon es el uso en un método para administrar una sustancia moduladora de TNF-alfa al
torrente sanguineo de un sujeto sin que se inactive, mediante administracion por via oral a un sujeto de un
polipéptido anti-TNF-alfa tal como se divulga en el presente documento.

Una realizacion de la presente invencion es un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se divulga en el presente
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documento para su uso en un método de tratamiento, prevencion y/o alivio de los sintomas de trastornos
susceptibles de modulacién por una sustancia moduladora de TNF-alfa que es capaz de pasar a través de la piel
eficazmente.

Ejemplos de trastornos son cualquiera que provoque inflamacion, incluyendo, pero sin limitarse a, artritis reumatoide,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, sindrome inflamatorio del intestino y esclerosis multiple. Una formulacion de
dicho constructo de polipéptido, por ejemplo, una crema, pelicula, pulverizacion, gota, parche, se coloca sobre la piel
y pasa a su través.

Un aspecto de la invencidon es el uso en un método para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos
susceptibles de modulacién por una sustancia moduladora de TNF-alfa que es capaz de pasar a través de la piel
eficazmente, administrando por via topica a un sujeto un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se divulga en el presente
documento.

Otra realizacién de la presente invencién es un uso de un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se da a conocer en el
presente documento para la preparacion de un medicamento para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de
trastornos susceptibles de modulacién por una sustancia moduladora de TNF-alfa que es capaz de pasar a través de
la piel eficazmente.

Un aspecto de la invencion es el uso en un método para administrar una sustancia moduladora de TNF-alfa a la piel
sin que se inactive, mediante administracion por via tdpica a un sujeto de un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se
divulga en el presente documento.

Un aspecto de la invencidon es el uso en un método para administrar una sustancia moduladora de TNF-alfa al
torrente sanguineo de un sujeto, mediante administracion por via topica a un sujeto de un polipéptido anti-TNF-alfa
tal como se divulga en el presente documento.

En otra realizacién de la presente invencion, un polipéptido anti-TNF-alfa comprende ademas un anticuerpo de
dominio simple portador (por ejemplo, VHH) que actia como portador de transporte activo para el transporte de
dicho polipéptido anti-TNF-alfa, desde la luz del pulmén hasta la sangre.

Un polipéptido anti-TNF-alfa que comprende ademas un portador se une especificamente a un receptor presente en
la superficie mucosa (células epiteliales bronquiales) dando como resultado el transporte activo del polipéptido
desde la luz del pulmén hasta la sangre. El anticuerpo de dominio simple portador puede fusionarse al constructo de
polipéptido. Tales constructos de fusiéon pueden preparase usando métodos conocidos en la técnica y se describen
en el presente documento. El anticuerpo de dominio simple “portador” se une especificamente a un receptor en la
superficie mucosa que induce una transferencia activa a través de la superficie.

Otro aspecto descrito en el presente documento es un método para determinar qué anticuerpos de dominio simple
(por ejemplo, VHH) se transportan de manera activa al torrente sanguineo tras administracién nasal. De manera
similar, puede administrarse por via nasal una biblioteca de fagos con VHH inmunizada o no inmunizada, y tras
diferentes puntos de tiempo tras la administracion, pueden aislarse érganos o sangre para rescatar fagos que se han
transportado de manera activa al torrente sanguineo. Un ejemplo no limitativo de un receptor para transporte activo
desde la luz del pulmoén hasta el torrente sanguineo es el receptor de Fc N (FcRn). Un aspecto descrito en el
presente documento incluye las moléculas de VHH identificadas mediante el método. Tal VHH puede usarse
entonces como VHH portador para la administracién de un VHH terapéutico a la diana correspondiente en el torrente
sanguineo tras administracion nasal.

En un aspecto de la invencion, puede usarse un polipéptido anti-TNF-alfa tal como se divulga en el presente
documento, con el propdsito de seleccionar agentes que modulan la unién del polipéptido a TNF-alfa. Cuando se
identifican en un ensayo que mide la union o el desplazamiento de dicho polipéptido solo, los agentes tendran que
someterse a pruebas funcionales para determinar si modularian la accién del antigeno in vivo. Se facilitan a
continuacion ejemplos de ensayos de seleccion principalmente con respecto a SEQ ID NO: 3, aunque puede ser
apropiado cualquier polipéptido anti-TNF-alfa tal como se divulga en el presente documento.

En un ejemplo de un experimento de desplazamiento, se incuban fagos o células que expresan TNF-alfa o un
fragmento del mismo en tampdn de unién con, por ejemplo, un polipéptido representado por SEQ ID NO: 3 que se
ha marcado, en presencia o ausencia de concentraciones crecientes de un modulador candidato. Para validar y
calibrar el ensayo, pueden realizarse reacciones de competencia de control usando concentraciones crecientes de
dicho polipéptido y que no estd marcado. Tras la incubacion, se lavan las células exhaustivamente, y se mide el
polipéptido marcado, unido segun sea apropiado para el marcador dado (por ejemplo, recuento de centelleo,
fluorescencia, etc.). Una disminucion de al menos el 10% en la cantidad de polipéptido marcado unido en presencia
de modulador candidato indica desplazamiento de la unién por el modulador candidato. Se considera que los
moduladores candidatos se unen especificamente en este u otros ensayos descritos en el presente documento si
desplazan el 50% del polipéptido marcado (dosis de polipéptido de subsaturacién) a una concentracion de 1 uM o
menos.
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Alternativamente, puede monitorizarse la unién o el desplazamiento de la unién mediante resonancia de plasmon
superficial (SPR). Pueden usarse ensayos de resonancia de plasmoén superficial como método cuantitativo para
medir la unién entre dos moléculas mediante el cambio en la masa cerca de un sensor inmovilizado provocado por la
union o la pérdida de union de, por ejemplo, el polipéptido representado por SEQ ID NO: 3 a partir de la fase acuosa
a TNF-alfa inmovilizado en una membrana sobre el sensor. Este cambio en la masa se mide como unidades de
resonancia frente al tiempo tras la inyeccidon o eliminacién de dicho polipéptido o modulador candidato y se mide
usando un biosensor Biacore (Biacore AB). Por ejemplo, puede inmovilizarse TNF-alfa sobre un chip sensor (por
ejemplo, chip CM5 de calidad para investigacion; Biacore AB) en una membrana lipidica fina segun métodos
descritos por Salamon et al. (Salamon et al., 1996, Biophys J. 71: 283-294; Salamon et al., 2001, Biophys. J. 80:
1557-1567; Salamon et al., 1999, Trends Biochem. Sci. 24: 213-219.). Sarrio et al. demostraron que puede usarse
SPR para detectar la unién del ligando al receptor de adenosina GPCR A(1) inmovilizado en una capa lipidica sobre
el chip (Sarrio et al., 2000, Mol. Cell. Biol. 20: 5164-5174). Un experto en la técnica puede ajustar de manera fina las
condiciones para la unién de SEQ ID NO: 3 a TNF-alfa en un ensayo de SPR usando las condiciones notificadas por
Sarrio et al. como punto de partida.

La SPR puede someter a ensayo moduladores de la union al menos de dos modos. En primer lugar, un polipéptido
representado por SEQ ID NO: 3, por ejemplo, puede unirse previamente a TNF-alfa inmovilizado seguido por
inyeccion de modulador candidato a una concentracién que oscila entre 0,1 nM y 1 uM. El desplazamiento del
polipéptido unido puede cuantificarse, permitiendo la deteccién de la unién del modulador. Alternativamente, el TNF-
alfa unido a la membrana puede preincubarse con un modulador candidato y exponerse a, por ejemplo, un
polipéptido representado por SEQ ID NO: 3. Una diferencia en la afinidad de union entre dicho polipéptido y TNF-alfa
preincubado con el modulador, en comparacion con aquélla entre dicho polipéptido y TNF-alfa en ausencia del
modulador demostrara la unién o el desplazamiento de dicho polipéptido en presencia de modulador. En cualquier
ensayo, una disminucioén del 10% o mas en la cantidad de dicho polipéptido unido en presencia de modulador
candidato, en relacién con la cantidad de dicho polipéptido unido en ausencia de modulador candidato indica que el
modulador candidato inhibe la interaccién de TNF-alfa y dicho polipéptido.

Otro método de deteccion de la inhibicion de la unién de, por ejemplo, un polipéptido representado por SEQ ID NO:
3, a TNF-alfa usa transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET). FRET es un fenomeno de
mecanica cuantica que se produce entre un donador de fluorescencia (D) y una aceptor de fluorescencia (A) en
proximidad estrecha entre si (habitualmente < 100 A de separacién) si el espectro de emision de D se solapa con el
espectro de excitacion de A. Las moléculas que van a someterse a prueba, por ejemplo, un polipéptido representado
por SEQ ID NO: 3 y un TNF-alfa se marcan con una pareja de fluoréforos donador y aceptor complementarios.
Mientras estan unidos entre si de manera estrecha por la interaccién TNF-alfa:polipéptido, la fluorescencia emitida
tras la excitacion del fluoréforo donador tendra una longitud de onda diferente de la emitida en respuesta a la
longitud de onda de excitacion cuando dicho polipéptido y TNF-alfa no estan unidos, lo que proporciona la
cuantificacion de las moléculas unidas frente a las no unidas mediante la medicidon de la intensidad de emision a
cada longitud de onda. Se conocen bien en la técnica fluoréforos donadores con los que marcar el TNF-alfa. De
particular interés son variantes de la GFP de A. Victoria conocida como cian FP (CFP, donador (D)) y amarillo FP
(YFP, aceptor (A)). Como ejemplo, la variante de YFP puede preparase como una proteina de fusién con TNF-alfa.
Se conocen en la técnica vectores para la expresion de variantes de GFP como fusiones (Clontech) asi como
reactivos marcados con fluoréforo (Molecular Probes). La adicién de un modulador candidato a la mezcla de
polipéptido marcado con fluorescencia e YFP-TNF-alfa dara como resultado una inhibiciéon de la transferencia de
energia evidenciada por, por ejemplo, una disminucion en la fluorescencia de YFP en relacion con una muestra sin
el modulador candidato. En un ensayo que usa FRET para la deteccion de la interaccion TNF-alfa:polipéptido, una
disminucion del 10% o mayor en la intensidad de la emision fluorescente a la longitud de onda del aceptor en
muestras que contienen un modulador candidato, en relacién con las muestras sin el modulador candidato, indica
que el modulador candidato inhibe la interaccién TNF-alfa:polipéptido.

Una muestra tal como se usa en el presente documento puede ser cualquier muestra bioldgica que contenga TNF-
alfa tal como muestras clinicas (por ejemplo, fracciones de células, sangre completa, plasma, suero, tejido, células,
etc.), derivadas de muestras clinicas, agricolas, forenses, de investigacion u otras posibles muestras. Las muestras
clinicas pueden ser de origen humano o animal. La muestra analizada puede ser de naturaleza tanto sélida como
liquida. Es evidente, cuando se usan materiales solidos, que estos se disuelven en primer lugar en una disolucion
adecuada.

Una variacion de FRET usa la desactivacion de la fluorescencia para monitorizar las interacciones moleculares. Una
molécula en la pareja de interaccion puede marcarse con un fluoréforo, y la otra con una molécula que desactiva la
fluorescencia del fluoréforo cuando se lleva a aposicion estrecha con la misma. Un cambio en la fluorescencia tras la
excitacion es indicativo de un cambio en la asociacion de las moléculas etiquetadas con la pareja fluoréforo:agente
de desactivacion. Generalmente, un aumento en la fluorescencia del TNF-alfa marcado es indicativo de que el
polipéptido anti-TNF-alfa que lleva el agente de desactivacion se ha desplazado. Para ensayos de desactivacion, un
aumento del 10% o mayor en la intensidad de la emisién fluorescente en muestras que contienen un modulador
candidato, en relacién con muestras sin el modulador candidato, indica que el modulador candidato inhibe la
interaccion TNF-alfa:polipéptido anti-TNF-alfa.
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Ademas de los métodos de resonancia de plasmén superficial y FRET, la medicion de la polarizacion de
fluorescencia es Util para cuantificar la unién. El valor de polarizacién de fluorescencia para una molécula etiquetada
de manera fluorescente depende del tiempo de correlacion rotacional o velocidad de volteo. Complejos, tales como
los formados por TNF-alfa que se asocia con un polipéptido anti-TNF-alfa marcado de manera fluorescente, tienen
valores de polarizacion superiores que polipéptido no complejado, marcado. La inclusion de un inhibidor candidato
de la interaccién TNF-alfa:polipéptido anti-TNF-alfa da como resultado una disminucién en la polarizacién de
fluorescencia, en relacién con una mezcla sin el inhibidor candidato, si el inhibidor candidato altera o inhibe la
interaccion de TNF-alfa con dicho polipéptido. La polarizacion de fluorescencia es muy adecuada para la
identificacion de moléculas pequefias que alteran la formacion de complejos de TNF-alfa:polipéptido anti-TNF-alfa.
Una disminuciéon del 10% o mas en la polarizacion de fluorescencia en muestras que contienen un modulador
candidato, en relacidon con la polarizacion de fluorescencia en una muestra que carece del modulador candidato,
indica que el modulador candidato inhibe la interaccién TNF-alfa:polipéptido anti-TNF-alfa.

Otra alternativa para monitorizar las interacciones TNF-alfa:polipéptido anti-TNF-alfa usa un ensayo de biosensor.
Se han descrito en la técnica biosensores ICS (Australian Membrane Biotechnology Research Institute; Cornell B,
Braach-Maksvytis V, King L, Osman P, Raguse B, Wieczorek L, y Pace R. “A biosensor that uses ion-channel
switches” Nature 1997, 387, 580). En esta tecnologia, la asociacion de TNF-alfa y un polipéptido anti-TNF-alfa se
acopla al cierre de canales iénicos facilitados por gramicidina en bicapas de membrana suspendidas y por tanto a un
cambio medible en la admitancia (similar a la impedancia) del biosensor. Este enfoque es lineal a lo largo de seis
ordenes de magnitud de cambio de admitancia y es adecuado idealmente para la selecciéon a gran escala, de alto
rendimiento, de bibliotecas combinatorias de moléculas pequefias. Un cambio del 10% o mayor (aumento o
disminucion) en la admitancia en una muestra que contiene un modulador candidato, en relaciéon con la admitancia
de una muestra que carece del modulador candidato, indica que el modulador candidato inhibe la interaccién de
TNF-alfa y dicho polipéptido. Es importante indicar que en ensayos que someten a prueba la interaccion de TNF-alfa
con un polipéptido anti-TNF-alfa, es posible que no sea necesario que un modulador de la interaccién interaccione
necesariamente de manera directa con el/los dominio(s) de las proteinas que interaccionan fisicamente con dicho
polipéptido. También es posible que un modulador interaccione en una ubicacién alejada del sitio de interaccion y
provoque, por ejemplo, un cambio conformacional en el TNF-alfa. No obstante, los moduladores (inhibidores o
agonistas) que actian de esta manera son de interés como agentes para modular la unién de TNF-alfa a su
receptor.

Cualquiera de los ensayos de unién descritos puede usarse para determinar la presencia de un agente en una
muestra, por ejemplo, una muestra de tejido, que se une a TNF-alfa, o que afecta a la unién de, por ejemplo, un
polipéptido representado por SEQ ID NO: 3 al TNF-alfa. Para hacer esto se hace reaccionar un TNF-alfa con dicho
polipéptido en presencia o ausencia de la muestra, y se mide la unién al polipéptido segun sea apropiado para el
ensayo de union que esta usandose. Una disminucion del 10% o mas en la unién de dicho polipéptido indica que la
muestra contiene un agente que modula la union de dicho polipéptido al TNF-alfa. Por supuesto, el método
generalizado anterior podria aplicarse facilmente para seleccionar moduladores candidatos que alteran la unién
entre cualquier polipéptido anti-TNF-alfa de la invencion, una secuencia homologa del mismo, una porcion funcional
del mismo o una porcién funcional de una secuencia homdloga del mismo, y TNF-alfa o un fragmento del mismo.

Una realizacion descrita en el presente documento es un agente desconocido identificado mediante el método
divulgado en el presente documento.

Una realizacion descrita en el presente documento es un agente desconocido identificado mediante el método
divulgado en el presente documento para su uso en el tratamiento, la prevencion y/o el alivio de los sintomas de
trastornos relacionados con procesos inflamatorios.

Otra realizacion descrita en el presente documento es un uso de un agente desconocido identificado mediante el
método divulgado en el presente documento para su uso en el tratamiento, la prevencién y/o el alivio de los
sintomas de trastornos relacionados con procesos inflamatorios.

Los ejemplos de trastornos incluyen artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, sindrome inflamatorio
del intestino y esclerosis multiple.

Una célula que es util segun la invencion se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en células
bacterianas tales como, por ejemplo, E. coli, células de levadura tales como, por ejemplo, S. cerevisiae, P. pastoris,
células de insecto o células de mamifero.

Una célula que es util segun la invencion puede ser cualquier célula en la que puede introducirse una secuencia de
acido nucleico que codifica para un polipéptido que comprende un anti-TNF-alfa de la invencion, una secuencia
homologa del mismo, una porcién funcional del mismo o una porciéon funcional de una secuencia homologa del
mismo segun la invencion, de manera que el polipéptido se exprese a niveles naturales o por encima de los niveles
naturales, tal como se define en el presente documento. Preferiblemente, un polipéptido de la invencién que se
expresa en una célula presenta una farmacologia normal o casi normal, tal como se define en el presente
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documento. Lo mas preferiblemente, un polipéptido de la invencién que se expresa en una célula comprende la
secuencia de nucleotidos capaz de codificar para una cualquiera de las secuencias de aminoacidos presentadas en
la tabla 1 o capaz de codificar para una secuencia de aminoacidos que es al menos el 70% idéntica a la secuencia
de aminoacidos presentada en la tabla 1.

Segun una realizacion preferida de la presente invencion, se selecciona una célula del grupo que consiste en células
COS7, una célula CHO, una célula LM (TK-), una célula NIH-3T3, célula HEK-293, célula K-562 o una célula de
astrocitoma 1321N1 pero también otras lineas celulares que pueden transfectarse.

En general, “cantidad terapéuticamente eficaz”, “dosis terapéuticamente eficaz” y “cantidad eficaz” significan la
cantidad necesaria para lograr el resultado o resultados deseados (modulacion de la uniéon a TNF-alfa; tratamiento o
prevencion de la inflamacion). Un experto habitual en la técnica reconocera que la potencia y, por tanto, una
“cantidad eficaz” pueden variar para los diversos compuestos que modulan la unién a TNF-alfa usados en la
invencion. Un experto en la técnica puede evaluar facilmente la potencia del compuesto.

Tal como se usa en el presente documento, el término “compuesto” se refiere a un polipéptido anti-TNF-alfa de la
presente invencién, a una composicién, o a un acido nucleico capaz de codificar para dicho polipéptido o dicho
polipéptido que comprende uno o mas aminoacidos derivatizados.

Por “farmacéuticamente aceptable” quiere decirse un material que no es indeseable biolégicamente o de otra forma,
es decir, el material puede administrarse a un individuo junto con el compuesto sin provocar ningun efecto bioldgico
no deseado ni interaccionar de una manera perjudicial con cualquiera de los otros componentes de la composicion
farmacéutica en la que esta contenido.

Los polipéptidos anti-TNF-alfa divulgados en el presente documento son Utiles para tratar o prevenir estados en un
sujeto y comprenden administrar una cantidad farmacéuticamente eficaz de un compuesto o composicion.

Los polipéptidos anti-TNF de la presente invencion se usan en un método para tratar o prevenir estados
relacionados con artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, sindrome inflamatorio del intestino y
esclerosis multiple en un sujeto y comprenden administrar una cantidad farmacéuticamente eficaz de un compuesto
0 composicion que se une a TNF-alfa.

Los polipéptidos anti-TNF-alfa divulgados en el presente documento son Utiles para tratar o prevenir estados en un
sujeto y comprenden administrar una cantidad farmacéuticamente eficaz de una combinacién de compuestos con
otro, tal como, por ejemplo, aspirina.

Los polipéptidos anti-TNF-alfa divulgados en el presente documento son Utiles para tratar o prevenir estados
relacionados con artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, sindrome inflamatorio del intestino y
esclerosis multiple en un sujeto y comprenden administrar una cantidad farmacéuticamente eficaz de una
combinacién de compuestos con otro, tal como, por ejemplo, aspirina.

La presente invencion no se limita a la administracién de formulaciones que comprenden un Unico compuesto de la
invencion. Esta dentro del alcance de la invencidon proporcionar tratamientos de combinacién en los que se
administra una formulacién que comprende mas de un compuesto de la invencién a un paciente que necesita de la
misma.

Las condiciones mediadas por TNF-alfa incluyen, pero no se limitan a, artritis reumatoide, enfermedad de Crohn,
colitis ulcerosa, sindrome inflamatorio del intestino y esclerosis multiple.

Un compuesto util en la presente invencion puede formularse como composiciones farmacéuticas y administrarse a
un huésped mamifero, tal como un paciente humano o un animal doméstico en una variedad de formas adaptadas a
la via de administracion elegida, es decir, por via oral o por via parenteral, por via intranasal mediante inhalacion,
vias intravenosa, intramuscular, topica o subcutanea.

Un compuesto de la presente invenciéon también puede administrarse usando métodos de administracién de terapia
génica. Véase, por ejemplo, la patente estadounidense n.° 5.399.346. Usando un método de administracion de
terapia génica, pueden transfectarse adicionalmente células primarias transfectadas con el gen para el compuesto
de la presente invencion con promotores especificos de tejido para seleccionar como diana 6rganos, tejido, injertos,
tumores o células especificos.

Por tanto, el presente compuesto puede administrarse de manera sistémica, por ejemplo, por via oral, en
combinacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable tal como un diluyente inerte o un portador comestible
asimilable. Puede encerrarse en capsulas de gelatina duras o blandas, puede comprimirse para dar comprimidos o
puede incorporarse directamente al alimento de la dieta del paciente. Para la administracion terapéutica oral, el
compuesto activo puede combinarse con uno o mas excipientes y usarse en forma de comprimidos ingeribles,
comprimidos bucales, trociscos, capsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas, y similares. Tales composiciones
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y preparaciones deben contener al menos el 0,1% de compuesto activo. El porcentaje de las composiciones y
preparaciones, por supuesto, puede variar y puede estar convenientemente entre aproximadamente el 2 y
aproximadamente el 60% del peso de una forma de dosificacion unitaria dada. La cantidad de compuesto activo en
tales composiciones terapéuticamente Utiles es tal que se obtendra un nivel de dosificacion eficaz.

Los comprimidos, trociscos, pastillas, capsulas, y similares también pueden contener lo siguiente: pueden afadirse
aglutinantes tales como goma tragacanto, goma arabiga, almidon de maiz o gelatina; excipientes tales como fosfato
de dicalcio; un agente disgregante tal como almidén de maiz, almidén de patata, acido alginico y similares; un
lubricante tal como estearato de magnesio; y un agente edulcorante tal como sacarosa, fructosa, lactosa o
aspartamo o un agente aromatizante tal como menta, aceite de gaulteria o aroma de cereza. Cuando la forma de
dosificacion unitaria es una capsula, puede contener, ademas de los materiales del tipo anterior, un portador liquido,
tal como un aceite vegetal o un polietilenglicol. Otros diversos materiales pueden estar presentes como
recubrimientos o para modificar de otra manera la forma fisica de la forma de dosificaciéon unitaria sélida. Por
ejemplo, pueden recubrirse comprimidos, pastillas o capsulas con gelatina, cera, laca o azucar y similares. Un jarabe
o elixir puede contener el compuesto activo, sacarosa o fructosa como agente edulcorante, metil y propilparabenos
como conservantes, un colorante y aromatizante tal como aroma de cereza o naranja. Por supuesto, cualquier
material usado en la preparacion de cualquier forma de dosificacion unitaria debe ser farmacéuticamente aceptable y
sustancialmente no toxico en las cantidades empleadas. Ademas, el compuesto activo puede incorporarse en
dispositivos y preparaciones de liberacion sostenida.

El compuesto activo también puede administrarse por via intravenosa o por via intraperitoneal mediante infusién o
inyeccion. Pueden prepararse disoluciones del compuesto activo o sus sales en agua, opcionalmente mezclado con
un tensioactivo no toxico. También pueden preparase dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos, triacetina, y
mezclas de los mismos y en aceites. En condiciones habituales de almacenamiento y uso, estas preparaciones
contienen un conservante para impedir el crecimiento de microorganismos.

Las formas de dosificacion farmacéuticas adecuadas para inyeccion o infusion pueden incluir disoluciones o
dispersiones acuosas estériles o polvos estériles que comprenden el principio activo que estan adaptados para la
preparacion extemporanea de disoluciones o dispersiones infundibles o inyectables estériles, opcionalmente
encapsulados en liposomas. En todos los casos, la forma de dosificacion final debe ser estéril, fluida y estable en las
condiciones de fabricacion y almacenamiento.

El portador o vehiculo liquido puede ser un disolvente o medio de dispersion liquido que comprende, por ejemplo,
agua, etanol, un poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, polietilenglicoles liquidos, y similares), aceites vegetales,
ésteres glicerilicos no toxicos, y mezclas adecuadas de los mismos. Puede mantenerse la fluidez apropiada, por
ejemplo, mediante la formacién de liposomas, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el
caso de dispersiones o mediante el uso de tensioactivos. La prevencion de la acciéon de microorganismos puede
lograrse mediante diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol,
acido sorbico, timerosal, y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo,
azucares, tampones o cloruro de sodio. Puede lograrse la absorcion prolongada de las composiciones inyectables
mediante el uso en las composiciones de agentes que retrasan la absorcion, por ejemplo, monoestearato de
aluminio y gelatina.

Se preparan disoluciones inyectables estériles incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida en el
disolvente apropiado con diversos de los otros componentes enumerados anteriormente, segun se requiera, seguido
por esterilizacion por filtracion. En el caso de polvos estériles para la preparacion de disoluciones inyectables
estériles, los métodos de preparacion preferidos son las técnicas secado a vacio y secado por congelacion, lo que
produce un polvo del principio activo mas cualquier componente deseado adicional presente en las disoluciones
esterilizadas por filtracién anteriormente.

Para la administracion tépica, el presente compuesto puede aplicarse en forma pura, es decir, cuando son liquidos.
Sin embargo, generalmente sera deseable administrarlos a la piel como composiciones o formulaciones, en
combinacién con un portador dermatolégicamente aceptable, que puede ser un sélido o un liquido.

Los portadores solidos utiles incluyen soélidos finamente divididos tales como talco, arcilla, celulosa microcristalina,
silice, alimina y similares. Los portadores liquidos utiles incluyen agua, hidroxialquilos o glicoles o combinaciones de
agua-alcohol/glicol, en los que el presente compuesto puede disolverse o dispersarse a niveles eficaces,
opcionalmente con la ayuda de tensioactivos no toxicos. Pueden afadirse adyuvantes tales como fragancias y
agentes antimicrobianos adicionales para optimizar las propiedades para un uso dado. Las composiciones liquidas
resultantes pueden aplicarse a partir de almohadillas absorbentes, usarse para impregnar vendajes y otros apositos,
o pulverizarse sobre la zona afectada usando pulverizadores de aerosol o de tipo bomba.

También pueden emplearse espesantes tales como polimeros sintéticos, acidos grasos, sales y ésteres de acidos
grasos, alcoholes grasos, celulosas modificadas o materiales minerales modificados con portadores liquidos para
formar pastas, geles, pomadas, jabones extensibles, y similares, para su aplicacion directamente a la piel del
usuario.
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Se conocen en la técnica ejemplos de composiciones dermatoldgicas Utiles que pueden usarse para administrar el
compuesto a la piel; por ejemplo, véase Jacquet et al. (patente estadounidense n.° 4.608.392), Geria (patente
estadounidense n.° 4.992.478), Smith et al. (patente estadounidense n.° 4.559.157) y Wortzman (patente
estadounidense n.° 4.820.508).

Las dosificaciones utiles del compuesto pueden determinarse comparando su actividad in vitro y actividad in vivo en
modelos animales. Se conocen en la técnica métodos para la extrapolacion de dosificaciones eficaces en ratones, y
otros animales, a humanos; por ejemplo, véase la patente estadounidense n.° 4.938.949.

Generalmente, la concentracion del/de los compuesto(s) en una composicion liquida, tal como una locién, sera de
aproximadamente el 0,1-25% en peso, preferiblemente de aproximadamente el 0,5-10% en peso. La concentracion
en una composicion sélida o semisolida tal como un gel o un polvo sera de aproximadamente el 0,1-5% en peso,
preferiblemente de aproximadamente el 0,5-2,5% en peso.

La cantidad del compuesto, o una sal o derivado activo del mismo, requerida para su uso en el tratamiento variara
no sélo con la sal particular seleccionada sino también con la via de administracién, la naturaleza del estado que
esta tratandose y la edad y estado del paciente y en ultima instancia estara al criterio del médico o doctor
encargado. Ademas, la dosificacion del compuesto varia dependiendo de la célula, tumor, tejido, injerto u 6rgano
diana.

La dosis deseada puede presentarse convenientemente en una Unica dosis o como dosis divididas administradas a
intervalos apropiados, por ejemplo, como dos, tres, cuatro o mas subdosis al dia. La propia subdosis puede dividirse
adicionalmente, por ejemplo, en varias administraciones diferenciadas espaciadas de manera flexible; tal como
inhalaciones multiples a partir de un insuflador o0 mediante la aplicacién de una pluralidad de gotas al ojo.

Un régimen de administracion podria incluir tratamiento a largo plazo, diario. Por “a largo plazo” quiere decirse al
menos dos semanas y preferiblemente, varias semanas, meses o afios de duracién. Un experto habitual en la
técnica puede determinar modificaciones necesarias en este intervalo de dosificacién usando sélo experimentacion
de rutina dadas las ensefianzas en el presente documento. Véase Remington’s Pharmaceutical Sciences (Martin,
E.W., ed. 4), Mack Publishing Co., Easton, PA. La dosificacién también puede ajustarse por el médico individual en
el caso de cualquier complicacion.

La invencion proporciona un agente que es un modulador de las interacciones TNF-alfa / receptor de TNF-alfa.

El agente candidato puede ser un agente sintético, o una mezcla de agentes, o puede ser un producto natural (por
ejemplo, un extracto vegetal o sobrenadante de cultivo). Un agente candidato segun la divulgacion incluye una
molécula pequefia que puede sintetizarse, un extracto natural, péptidos, proteinas, hidratos de carbono, lipidos, etc.

Pueden seleccionarse agentes moduladores candidatos a partir de bibliotecas grandes de agentes naturales o
sintéticos. Se usan actualmente numerosos medios para la sintesis al azar y dirigida de agentes basados en
sacaridos, péptidos y acidos nucleicos. Estan disponibles comercialmente bibliotecas de agentes sintéticos de varias
compafiias incluyendo Maybridge Chemical Co. (Trevillet, Cornwall, RU), Comgenex (Princeton, NJ), Brandon
Associates (Merrimack, NH) y Microsource (New Milford, CT). Una biblioteca quimica poco comun esta disponible de
Aldrich (Milwaukee, WI). Estan disponibles bibliotecas combinatorias y pueden prepararse. Alternativamente, estan
disponibles bibliotecas de agentes naturales en forma de extractos bacterianos, fungicos, vegetales y animales de
por ejemplo, Pan Laboratories (Bothell, WA) o MycoSearch (NC), o pueden producirse facilmente mediante métodos
bien conocidos en la técnica. Adicionalmente, se modifican facilmente bibliotecas producidas de manera natural y
sintética a través de medios quimicos, fisicos y bioquimicos convencionales.

Pueden encontrarse agentes utiles dentro de numerosas clases quimicas. Agentes utiles pueden ser agentes
organicos, o agentes organicos pequefos. Los agentes organicos pequefios tienen un peso molecular de mas de 50
aunque menos de aproximadamente 2.500 daltons, preferiblemente menos de aproximadamente 750, mas
preferiblemente menos de aproximadamente 350 daltons. Las clases a modo de ejemplo incluyen heterociclos,
péptidos, sacaridos, esteroides, y similares. Los agentes pueden modificarse para mejorar la eficacia, estabilidad,
compatibilidad farmacéutica, y similares. Puede usarse la identificacion estructural de un agente para identificar,
generar o seleccionar agentes adicionales. Por ejemplo, cuando se identifican agentes peptidicos, pueden
modificarse de una variedad de modos para mejorar su estabilidad, tal como usando un aminoacido no natural, tal
como un D-aminoacido, particularmente D-alanina, funcionalizando el extremo amino o carboxilo terminal, por
ejemplo, para el grupo amino, acilaciéon o alquilacion, y para el grupo carboxilo, esterificacion o amidacion, o
similares.

Para la seleccion primaria, una concentracion util de un agente candidato segun la invencién es de desde
aproximadamente 10 mM hasta aproximadamente 100 uM o mas (es decir, 1 mM, 10 mM, 100 mM, 1 M, etc.). La
concentracion de la seleccion primaria se usara como limite superior, junto con nueve concentraciones adicionales,
en el que las concentraciones adicionales se determinan reduciendo la concentracién de la seleccion primaria a
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intervalos semilogaritmicos (por ejemplo, para 9 concentraciones mas) para selecciones secundarias o para generar
curvas de concentracion.

Kit de seleccion de alto rendimiento

Un kit de seleccion de alto rendimiento segun la divulgacion comprende todos los accesorios y medios necesarios
para realizar la deteccion de un agente que module las interacciones TNF-alfa/receptor de TNF-alfa mediante la
interaccion con TNF-alfa en presencia de un polipéptido, preferiblemente a una concentracién en el intervalo de
1uMa 1 mM.

El kit comprende lo siguiente. Células recombinantes de la divulgacion, que comprenden y expresan la secuencia de
nucledétidos que codifica para TNF-alfa, que se hacen crecer segun el kit sobre un soporte solido, tal como una placa
de microtitulacion, mas preferiblemente una placa de microtitulacion de 96 pocillos, segun métodos bien conocidos
por el experto en la técnica especialmente tal como se describe en el documento WO 00/02045. Alternativamente,
se suministra TNF-alfa en una forma purificada para inmovilizarse sobre, por ejemplo, una placa de microtitulacion
de 96 pocillos por el experto en la técnica. Alternativamente, se suministra TNF-alfa en el kit preinmovilizado sobre,
por ejemplo, una placa de microtitulacion de 96 pocillos. El TNF-alfa puede ser TNF-alfa completo o un fragmento
del mismo.

Se afiaden agentes moduladores segun la invencién a concentraciones de desde aproximadamente 1 uM hasta
1 mM o mas, a pocillos definidos en presencia de una concentracion apropiada de polipéptido anti-TNF-alfa, una
secuencia homodloga del mismo, una porcién funcional del mismo o una porcion funcional de una secuencia
homologa del mismo, estando preferiblemente dicha concentracion de dicho polipéptido en el intervalo de 1 uM a 1
mM. Los kits pueden contener uno o mas polipéptidos anti-TNF-alfa (por ejemplo uno o mas de un polipéptido
representado por cualquiera de las SEQ ID NO: 1 a 15 u otros polipéptidos anti-TNF-alfa, una secuencia homdloga
de los mismos, una porcién funcional de los mismos o una porcion funcional de una secuencia homoéloga de los
mismos).

Se realizan ensayos de unién segun los métodos ya divulgados en el presente documento y se comparan los
resultados con el nivel inicial de, por ejemplo, unién de TNF-alfa a un polipéptido anti-TNF-alfa, una secuencia
homologa del mismo, una porcién funcional del mismo o una porcién funcional de una secuencia homdloga del
mismo, pero en ausencia del agente modulador afiadido. Se seleccionan para su analisis adicional pocillos que
muestran un aumento o una disminucién de al menos 2 veces, preferiblemente 5 veces, mas preferiblemente 10
veces y lo mas preferiblemente 100 veces en la unién de polipéptido frente a TNF-alfa (por ejemplo) en comparacion
con el nivel de actividad en ausencia de modulador.

Otros kits utiles segun la divulgacion

La divulgacion proporciona kits utiles para seleccionar moduladores de la union de TNF-alfa/receptor de TNF-alfa,
asi como kits Utiles para el diagnostico de trastornos caracterizados por disfuncion de TNF-alfa. La divulgacion
también proporciona kits utiles para seleccionar moduladores de trastornos asi como kits para su diagndstico,
caracterizandose dichos trastornos por uno o mas procesos que implican a TNF-alfa. Los kits utiles segun la
divulgaciéon pueden incluir un TNF-alfa aislado. Alternativamente, o ademas, un kit puede comprender células
transformadas para expresar TNF-alfa. En una realizacion adicional, un kit segun la divulgacién puede comprender
un polinucledtido que codifica para TNF-alfa. En todavia una realizacion adicional, un kit segun la divulgacion puede
comprender los cebadores especificos Utiles para la amplificacion de TNF-alfa. Los kits utiles segun la divulgacion
pueden comprender un polipéptido frente a TNF-alfa aislado, un homélogo del mismo o una porcién funcional del
mismo. Un kit segun la divulgacion puede comprender células transformadas para expresar dicho polipéptido. Los
kits pueden contener mas de un polipéptido. En una realizacion adicional, un kit segun la divulgacién puede
comprender un polinucledtido que codifica para TNF-alfa. En todavia una realizacion adicional, un kit segun la
divulgacién puede comprender los cebadores especificos utiles para la amplificacion de una macromolécula tal
como, por ejemplo, TNF-alfa. Todos los kits segun la divulgaciéon comprenderan los articulos establecidos o
combinaciones de articulos y materiales de envasado para los mismos. Los kits incluiran también instrucciones para
SU USoO.

Ejemplos
La invencion se ilustra mediante el siguiente ejemplo no limitativo.

Ejemplo 1: Ejemplo de anticuerpos de camélidos contra el factor de necrosis tumoral-alfa humano

1) Inmunizacién y construccién de bibliotecas

Se inmunizé una llama (Llama glama) con TNF-alfa humano. Para la inmunizacién, se formulé la citocina como una
emulsiéon con un adyuvante apropiado, inocuo para el animal (Specoll, CEDI Diagnostics B.V.). Se administro el
coctel de antigenos mediante inyecciones en dos puntos por via intramuscular en el cuello. El animal recibio 6

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2655912 T3

inyecciones de la emulsion, que contenian 100 pg de TNF-alfa a intervalos semanales. A diferentes puntos de
tiempo durante la inmunizacioén, se recogieron muestras de sangre de 10 ml del animal y se prepararon sueros. Se
verificé la induccién de una respuesta inmunitaria humoral especifica de antigeno usando las muestras de suero en
un experimento de ELISA con TNF (datos no mostrados). Cinco dias tras la ultima inmunizacién, se recogié una
muestra de sangre de 150 ml. A partir de esta muestra, se fraccionaron anticuerpos convencionales y de cadena
pesada (HcAc) (Lauwereys ef al. 1998) y se usaron en un ELISA, que reveld que los HcAc eran responsables de la
respuesta inmunitaria humoral especifica de antigeno (datos no mostrados). Se aislaron linfocitos de sangre
periférica (PBL), como fuente genética de las inmunoglobulinas de cadena pesada de llama (HcAc), a partir de la
muestra de sangre de 150 ml usando un gradiente de Ficoll-Paque (Amersham Biosciences) produciendo 5x10°
PBL. Se espera que la diversidad maxima de anticuerpos sea igual al nimero de linfocitos B muestreados, que es
aproximadamente el 10% del numero de PBL (5x‘|07). La fraccion de anticuerpos de cadena pesada en llama es de
hasta el 20% del numero de linfocitos B. Por tanto, la diversidad maxima de HcAc en la muestra de sangre de 150 ml
se calcula como 10" moléculas diferentes. Se aislo el ARN total (alrededor de 400 ng) a partir de estas células
usando una extraccion con tiocianato de guanidinio acido (Chomczynski y Sacchi, 1987).

Se preparé ADNc en 100 pg de ARN total con transcriptasa inversa de VLMM (Gibco BRL) y cebador de oligo-dT o
cebadores hexanucleotidicos al azar (Amersham Biosciences) tal como se describié anteriormente (de Haard et al,,
1999). Se purificé el ADNc con una extraccion con fenol/cloroformo combinada con una precipitacion con etanol y se
uso posteriormente como molde para amplificar especificamente el repertorio de VHH.

Se amplifico el repertorio de VHH usando ADNc cebado con oligo-dT como molde con un uUnico cebador de
entramado 1 (FR1) degenerado ABLO013 (5-GAGGTBCARCTGCAGGASTCYGG-3’), introduciendo un sitio de
restriccion Pstl (en negrita), en combinacion con el cebador de oligo-dT descrito en el documento EP01205100.9.
Esta amplificacion produce dos fragmentos de 1650 pb y 1300 pb, siendo este ultimo el producto derivado de los
genes de HcAc con CH1 delecionado. Se purificé en gel el producto de PCR mas pequefio y posteriormente se
digiri6 con Pstl y BstEIl. El sitio BstEll se encuentra frecuentemente dentro de FR4 de fragmentos de ADN que
codifican para VHH derivado de cadena pesada. Alternativamente, se amplificé el repertorio de VHH en un enfoque
dependiente de bisagra usando dos cebadores oligonucleotidicos especificos de IgG. En una unica reaccion de
PCR, se combiné un cebador de bisagra corto (5-
AACAGTTAAGCTTCCGCTTGCGGCCGCGGAGCTGGGGTCTTCGCTGTGGTGCG-3) o largo 5
AACAGTTAAGCTTCCGCTTGCGGCCGCTGGTTGTGGTTTTGGTGTCTTGGGTT-3') que se sabe que es
especifico para HcAc, con el cebador de FR1 ABL013 (véase anteriormente). Se introdujo un sitio de restriccion Pstl
y Notl (subrayado y en negrita) dentro de los cebadores FR1 y bisagra respectivamente, para permitir la clonacion.
Posteriormente, se ligaron los fragmentos de ADN en el vector de fagémido pAX004 digerido con Pstl-BsfEll o Pstl-
Notl, que es idéntico a pHEN1 (Hoogenboom et al., 1991), pero que codifica para una etiqueta carboxilo terminal
(His)s y c-myc para la purificacion y deteccion, respectivamente. Se desald la mezcla de ligamiento en un filtro
Microcon (YM-50, Millipore) y se introdujo mediante electroporacion en células E. coli TG1 para obtener una
biblioteca que contenia 1,8x107 clones. Se hicieron crecer las células transformadas durante la noche a 37°C en una
unica placa de 20x20 cm con LB que contenia ampicilina 100 ug/ml y glucosa al 2%. Se rasparon las colonias de las
placas usando medio 2xTY y se almacenaron a -80°C en glicerol al 20%.

Como control de calidad, se verifico el porcentaje de clones que contenian inserto en 24 clones para cada biblioteca
mediante PCR usando una combinacion de cebadores basados en vector. Este analisis reveld que el 95% de los
clones contenian un inserto que codificaba para VHH. Se examiné la variabilidad mediante andlisis de la huella
genética de Hinfl del fragmento de VHH amplificado de estos 24 clones, mostrando de ese modo que todos los
clones eran de hecho diferentes (datos no mostrados).

2) Seleccién de VHH anti-TNF antagonistas

A partir de ambas bibliotecas se preparé un fago. Para rescatar el repertorio de fagos policlonales, se hicieron crecer
las bibliotecas hasta la fase logaritmica (DO600 = 0,5) a 37°C en 2xTY que contenia ampicilina 100 ug/ml y glucosa
al 2% y se superinfectaron posteriormente con el fago auxiliar M13K07 durante 30 minutos a 37°C. Se sedimentaron
las células infectadas durante 5 minutos a 4000 rpm y se resuspendieron en 2xTY que contenia ampicilina 100 pg/ml
y kanamicina 25 ug/ml. Se propago el bacteriéfago mediante crecimiento durante la noche a 37°C y 250 rpm. Se
centrifugaron los cultivos durante la noche durante 15 minutos a 4500 rpm y se precipitd el fago con una quinta parte
del volumen de una disolucién de [polietilenglicol 6000 al 20%, NaCl 1,5 M] mediante incubacién durante 30 minutos
sobre hielo. Se sedimentd el fago mediante centrifugacion durante 15 minutos a 4000 x g y 4°C. Tras la
resuspension de los fagos en PBS, se sedimento6 el residuo celular mediante centrifugacion durante 1 minuto a
velocidad maxima (15000 x g) en tubos de microcentrifuga. Se transfirié el sobrenadante que contenia las particulas
de fago a un nuevo tubo y se precipitdé de nuevo el fago tal como se describié anteriormente. Se disolvié el fago en
PBS y se separé del residuo celular restante tal como se menciond anteriormente. Se determind el titulo del fago
mediante infeccion de células TG1 logaritmicas seguido por siembra en placa en medio selectivo.

Se selecciond la biblioteca usando TNF-alfa biotinilado in vitro. Se llevé a cabo la biotinilacion tal como se describe
por Magni et al (Anal Biochem 2001, 298, 181-188). Se evaluo la incorporacion de biotina en TNF mediante analisis
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de SDS-PAGE vy deteccion con conjugado de Extravidin-fosfatasa alcalina (Sigma). Se evalu6 la funcionalidad de la
proteina modificada para determinar su capacidad para unirse a la fase soélida recubierta con un receptor de p75
recombinante.

Se seleccionaron VHH mediante captura de TNF-alfa biotinilado (de 10 a 400 ng por pocillo durante 2 horas a
temperatura ambiente) sobre placas de microtitulacion recubiertas con estreptavidina (recubiertas con 100 pl de
estreptavidina 10 ug/ml durante 16 horas a +4°C). Se obtuvieron VHH antagonistas mediante eluciéon con un exceso
de receptor, o bien el dominio de unién a ligando extracelular o bien con células que expresan el receptor. Tras 2
horas de incubacion del fago con citocina capturada, se eliminé por lavado el fago no especifico, al mismo tiempo
que se eluyo el fago especifico que presentaba VHH antagonistas durante 30 minutos con receptor (dominio
extracelular de CD120b o p75; 10 uM) o con células que presentaban receptor (>105 células KYM por pocillo). Altos
enriquecimientos, es decir la razén del nimero de fagos eluidos con receptor y los eluidos mediante albdimina sérica
(50 pg por pocillo), de mas de un factor de 20, sugirieron la seleccion satisfactoria de clones especificos de TNF-alfa.
Alternativamente, en lugar de elucion con receptor, se aplicd un procedimiento convencional, en el que un bajo pH
provoca la desnaturalizacion de VHH y/o antigeno (tampodn glicina 0,1 M pH 2,5). Se infectaron células E. coli que
crecian en fase logaritmica con el fago eluido y neutralizado y se sembraron en placa sobre medio selectivo.

Se recogieron clones individuales y se hicieron crecer en una placa de microtitulaciéon para la produccion de VHH en
sobrenadante de cultivo. El examen mediante ELISA con TNF-alfa capturado sobre placas recubiertas con Extravidin
reveld que aproximadamente el 50% de los clones eran positivos. El analisis de la huella genética de Hinfl mostro
que se seleccionaron 13 clones diferentes, que se hicieron crecer y se indujeron a una escala de 50 ml. En la tabla
1, se muestran las secuencias de dichos clones.

Se caracterizaron en mas detalle cinco clones, codificados como VHH#1A, #2B, #3E, #3G, #7B y #12B, con
diferentes secuencias (figura 1). VHH#3E, #3G y #7B son fragmentos de anticuerpo de dominio simple que portan el
residuo hidrdfilo tipico en la posicion 45 (arginina) y la sustitucion de fenilalanina por triptéfano en la posicion 47 en
FR2, confiriendo de ese modo las caracteristicas ventajosas en cuanto a solubilidad. VHH#1A contiene los residuos
de FR2 hidréfobos que se encuentran normalmente en anticuerpos de cadena doble de origen humano o de otras
especies, pero compensando esta pérdida de hidrofilicidad por el residuo de arginina cargado en la posicion 103 que
sustituye al residuo de triptéfano conservado presente en VH de anticuerpos de cadena doble (documento WO
03/035694). Una nueva clase de anticuerpos de dominio simple de camélidos humanizados descritos en esta
invencion esta representada por VHH#2B y VHH#12B, que contienen los residuos hidrofobos en FR2 en
combinacion con el residuo hidréfobo triptofano en la posicion 103. Se expresaron cantidades mas grandes de
fragmentos de anticuerpo mediante cultivo a una escala de 50 ml y se purificaron mediante IMAC usando la resina
TALON (Clontech). Tras dialisis frente a PBS para eliminar el eluyente imidazol, se determiné la cantidad de VHH
mediante DO280; se obtuvieron aproximadamente 300 ug de VHH de cada clon.

Se uso6 este material para determinar la sensibilidad de la deteccion de TNF (biotinilado) en ELISA. Para este
propésito, se empleo una placa de microtitulacion recubierta con estreptavidina (10 pg/ml) para la captura de TNF
biotinilado (1 ng/ml), se diluyé VHH en caseina al 0,2% / PBS y se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente.
Se detecté VHH unido con AcM anti-MYC 9E10 (0,5 pg/ml) y conjugado de AP anti-ratéon (diluido 1000 veces,
Sigma). En la figura 2, se muestran los resultados.

3) Determinacién del efecto antagonista en ensayo de citotoxicidad con la linea celular KYM

Se determind la citostasia/citotoxicidad inducida por TNF-alfa mediante el ensayo de MTT colorimétrico descrito por
Vandenabeele y colaboradores (Vandenabeele, P., Declercq, W., Vercammen, D., Van de Craen, M., Grooten, J.,
Loetscher, H., Brockhaus, M., Lesslauer, W., Fiers, W. (1992) Functional characterization of the human tumor
necrosis factor receptor p75 in a transfected rat/mouse cell T hybridoma. J. Exp. Med. 176, 1015-1024.). MTT
(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) es un sustrato de color amarillo palido que se escinde por
células vivas para producir un producto de formazan de color azul oscuro. Este proceso requiere mitocondrias
activas, e incluso las células recién muertas no escinden cantidades significativas de MTT. Se sembraron células
KYM (Sekiguchi M, Shiroko Y, Suzuki T, Imada M, Miyahara M, Fujii G. (1985) Characterization of a human
rhabdomyosarcoma cell strain in tissue culture. Biomed. Pharmacother. 39, 372-380) en placas de microtitulacion de
96 pocillos y se cultivaron en presencia o ausencia de TNF-alfa (0,216 ng/ml o aproximadamente 5 pM de trimero).
Ademas de TNF, se incluyeron cantidades variables de anticuerpo (VHH o Remicade) durante el cultivo. Para el
ensayo, se afiadié6 MTT al medio de cultivo a una concentracion final de 500 ug/ml y se incubaron las placas a 37°C
para lograr la escision de MTT por enzimas mitocondriales. Se disolvio el producto de formazan formado, que
aparece como cristales negros, difusos en el fondo del pocillo, mediante la adicién de isopropanol acido (HCI 40 nM
en isopropanol) o DMSO. Se mide la absorbancia a 570 nm.

El ensayo de MTT (figura 3) muestra que VHH#1A, que tiene una arginina en la posicién 103 en combinacion con los
residuos hidréfobos de tipo humano en FR2, tiene un efecto antagonista moderado (C150 ~100 nM). VHH#7B con los
residuos hidroéfilos caracteristicos en FR2 no impide la unién de TNF-a a su ligando a pesar de su deteccion sensible
de la citocina en ELISA (curva no mostrada). En cambio, VHH#3E y #3G con residuos distintivos de FR2 hidrofilos
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son VHH antagonistas muy potentes (CI50 de 20 nM). VHH#3E y #3G tienen un alto grado de homologia y estan
relacionados de manera clonal (Harmsen et al., Mol. Immunol. 37, 579-590), pero VHH#3E es mas potente,
probablemente debido al hecho de que tiene una mayor afinidad que VHH#3G (figura 2). El anticuerpo monoclonal
(quimérico) Remicade es muy potente (CI50 de 80 pM), pero su fragmento Fab derivado perdi6 la mayor parte de
esta eficacia (la CI50 es de 3 nM, 30 veces inferior al AcM intacto). Esto muestra claramente el efecto de avidez de
la interaccion entre el anticuerpo y la citocina: el AcM con dos sitios de union interacciona mas eficazmente con la
molécula de TNF trimérica por medio de unién cooperativa. Los fragmentos de VHH son estrictamente monovalentes
y, por tanto, se especul6 que el aumento de la avidez fusionando genéticamente genes de VHH podria aumentar su
eficacia antagonista (véase el ejemplo 4).

Estos experimentos muestran que una nueva clase de VHH de tipo humano tiene caracteristicas funcionales y de
unioén auténticas, permitiendo de ese modo su aplicacion para propésitos terapéuticos.

Ejemplo 2: Humanizacién de VHH#12B y VHH#3E mediante mutagénesis dirigida al sitio

1) Homologia entre VHH#3E / VHH#12B y DP-47 de reqgion V de cadena pesada de linea germinal humana

La alineacion de VHH#12B y una secuencia de linea germinal de VH3 humana (DP-47) revel6 un alto grado de
homologia:

» cambios de 4 AA en FR1 en las posiciones 1, 5, 28 y 30
» cambios de 5 AA en FR3 en las posiciones 74, 76, 83, 84 y 93
» cambio de 1 AA en FR4 en la posicion 108

tal como se representa en la siguiente alineacion de secuencias:

DP-47 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS SYAMS WVRQAPGKGLEWVS AISGSGGSTYY
VHH#12B QVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFEFE NHWMY WVRQAPGKGLEWVS TVNTNGLITRY
DP-47 ADSVKG RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAK

VHH#12B ADSVKG RFTISRDNAKYTLYLQMNSLKSEDTAVYYCTK VLPPYSDDSRTNAD WGQGTQVTVSS

Un inhibidor especifico para la citocina TNF-alfa, con alta homologia con el gen de linea germinal humana DP-47 era
por tanto un candidato ideal para humanizar adicionalmente y evaluar la influencia de la mutagénesis sobre la
capacidad de inhibicion en ELISA.

La alineacion de VHH#3E y una linea germinal de VH3 humana (DP-47) reveld la presencia de residuos de
aminoacido hidréfilos en FR2 de VHH#3E en comparacion con residuos hidréfobos en DP-47.

DP-47 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS SYAMS----- WVRQAPGKGLEWVS AISGSGGSTYY
VHH#3E QVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFS DHSGYTYTIG WFRQAPGKEREFVA
RIYWSSGNTYY

DP-47 ADSVKG RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAK

VHH#3E ADSVKG RFAISRDIAKNTVDLTMNNLEPEDTAVYYCAA RDGIPTSRSVESYNY WGQGTQVTVSS

La evaluacién del efecto de sustituir los residuos hidréfilos por hidrofobos tal como estan presentes en VH humano
es importante, puesto que la mayoria de las secuencias de VHH de camélidos contienen residuos hidrofilos.

2) Mutagénesis de VHH#12B

Se muté VHH#12B usando un método de mutagénesis dirigida al sitio no basado en PCR tal como se describe por
Chen y Ruffner y se comercializa por Stratagene (mutagénesis dirigida al sitio Quickchange). Se usé ADN de
plasmido como molde en combinacién con 2 cebadores mutagénicos que introducen las(s) mutacion/mutaciones
deseada(s). Los 2 cebadores son cada uno complementario a hebras opuestas del ADN de plasmido molde. En una
reaccion de polimerasa usando la Pfu ADN polimerasa, se extiende cada hebra a partir de la secuencia de cebador
durante un programa de ciclado usando un ndmero limitado de ciclos. Esto da como resultado una mezcla de hebras
de tipo natural y mutadas. La digestion con Dpnl da como resultado la selecciéon de la hebra de ADN sintetizada in
vitro mutada, puesto que solo la hebra molde es sensible a la digestion. Se precipité el ADN y se transformé en E.
coliy se analiz6 para detectar la mutacion requerida mediante analisis de secuencia. En la tabla 2, se enumeran los
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VHH mutantes generados y los cebadores mutagénicos. Se prepard plasmido a partir de clones mutantes y se
transformo en células electrocompetentes WK6. Se usé una Unica colonia para iniciar un cultivo durante la noche en
LB que contenia glucosa al 2% y ampicilina 100 pg/ml. Se diluyé este cultivo durante la noche 100 veces en 300 ml
de medio TB que contenia ampicilina 100 pg/ml, y se incub6 a 37°C hasta DO600 nm = 2, cuando se afiadieron
IPTG 1 mMy MgSO4 5 mM (concentraciones finales) y se incubd el cultivo durante 3 horas mas a 37°C.

Se centrifugaron los cultivos durante 20 minutos a 4.500 rpm a 4°C. Se congeld el sedimento durante la noche o
durante 1 hora a -20°C. A continuacion, se descongel6 el sedimento a temperatura ambiente durante 40 minutos, se
resuspendid en 20 ml de PBS/EDTA 1 mM/NaCl 1 M y se agitdé sobre hielo durante 1 hora. Se aisl6 la fraccion
periplasmica mediante centrifugacion durante 20 minutos a 4°C a 4.500 rpm. Se cargd el sobrenadante que contenia
el VHH sobre TALON (ClonTech) y se purificd hasta la homogeneidad. Se determiné el rendimiento de VHH usando
el coeficiente de extincidn calculado. Todos los VHH mutantes se expresaban de manera comparable al tipo natural.
Se analizaron los mutantes para determinar su capacidad de inhibicidon en un ensayo de unién a receptor in vitro.

Se recubrié una placa de microtitulacion durante la noche a 4°C con Enbrel (Wyeth) a 2 ug/ml en PBS. Se lavod la
placa cinco veces con PBS-Tween y se bloqueé durante 1 hora a temperatura ambiente con PBS que contenia
caseina al 1%. Se lavo la placa cinco veces con PBS-Tween. Se preincubd TNF-alfa humano biotinilado (80 ng/ml)
con una serie de dilucion de VHH#12B de tipo natural o mutante durante 1 h a TA y se incubd la mezcla durante 1 h
a temperatura ambiente en los pocillos de la placa de microtitulacién. Se lavé la placa cinco veces con PBS-Tween.
Se detectd TNF-a. humano unido usando Extravidin-AP (dilucion 1/1.000) y fosfato de paranitrofenilo (pNPP). Se
midieron las sefiales tras 30 minutos a 405 nm. En las figuras 4 y 5, se presentan los resultados. La CI50 aumenté 3
veces desde 66 nM (tipo natural) hasta 200 nM (Q1E+Q5L+A74S+Y76N+K83R+P84A mutante). La mutacion de la
posicion T93A dio como resultado pérdida de inhibicion (datos no mostrados). Las posiciones que todavia es
necesario humanizar son: E28, E30 y Q108. Sin embargo, E28 y E30 son parte de la estructura canénica H1 y, por
tanto, parte de la CDR1 segun el sistema de numeracién de Chothia.

En la tabla 4, se presentan las secuencias de aminoacidos de VHH mutantes SEQ ID NO: 17 a 19.

3) Mutagénesis de VHH#3E

Se muté VHH#3E usando un método de mutagénesis dirigida al sitio no basado en PCR tal como se describio
anteriormente. En la tabla 3, se enumeran los VHH mutantes obtenidos y los cebadores mutagénicos.

Todos los VHH mutantes se expresaban de manera comparable al tipo natural. Se analizaron los VHH mutantes
purificados segun la unién en ELISA y la capacidad de inhibicion en un ensayo de unién a receptor idéntico al
método descrito anteriormente.

En la figura 6, se muestran los resultados del ELISA, en la figura 7 los del ensayo de unidn a receptor.

En la tabla 4, se presentan las secuencias de aminoacidos de VHH mutantes SEQ ID NO 21 a 24.

Ejemplo 3: Aislamiento de VHH antagonistas contra TNF-alfa de ratén

1) Seleccién de VHH anti-TNF-alfa de ratén

Con el fin de realizar estudios de eficacia en modelos de ratéon de IBD o enfermedad de Crohn, se seleccionaron
VHH especificos de TNF de ratén. Por tanto, se inmunizé una llama con TNF-alfa de ratén tal como se describio en
el ejemplo 1. Se extrajo ARN de los PBL muestreados 4 y 10 dias tras la ultima inmunizacioén, asi como a partir de
una biopsia tomada de un ganglio linfatico tras el dia 4. Se convirtié el ARN total en ADNc o bien cebado al azar o
bien cebado con oligo-dT y se usé como molde para la amplificacion de los segmentos génicos que codifican para
VHH usando cebadores derivados de Ig o una combinacion de cebador de oligo-dT y un unlco cebador de Ig (véase
el ejemplo 1). Con los cebadores de Ig, se generd una biblioteca que contenia 8,5 x 10’ clones a partir de los
primeros PBL, y una biblioteca con 7 x 10° clones para la segunda muestra de PBL y 5,8 x 108 clones para el ganglio
linfatico. Usando la combinacién de cebador de ollgo-dT y cebador de Ig, se prepararon bibliotecas a partir de la
primera muestra de PBL que contenian 1,2 x 108 clones, a partir de la segunda muestra de PBL una biblioteca de
5,7 x 10 clones y la biblioteca derivada de ganglio linfatico contenia 2 x 10® clones. Se agruparon las bibliotecas
dependiendo de la combinacion usada de cebadores y se hicieron crecer las dos bibliotecas resultantes para la
propagacion de fagos tal como se describié anteriormente. Se realizaron selecciones con TNF-alfa de raton
biotinilado capturado sobre estreptavidina recubierta, el eluyd el fago unido mediante competencia con el receptor
humano p75, que se sabe que reacciona de manera cruzada con TNF-alfa de ratén. Se seleccionaron dos VHH
especificos de TNF-alfa de ratén distintos (VHH#m3F y VHH#mO9E) a partir de la biblioteca obtenida mediante
amplificacion con cebadores derivados de Ig, mientras que se recuperaron dos VHH estrechamente relacionados a
partir de la biblioteca construida mediante PCR con cebador de oligo-dT y cebador de Ig (figura 8).

2) Determinacion de la eficacia antagonista en ensayo de citotoxicidad con la linea celular L929 (figura 9)
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Se aplicd el mismo tipo de ensayo descrito en el ejemplo 1, pero con linea celular murina L929. VHH#mM3F y
VHH#m4B (figura 9) resultaron ser 10 veces mas potentes que los otros dos VHH.

Ejemplo 4: Potenciacién de la eficacia antagonista aumentando la avidez usando anticuerpos de camélidos
multivalentes

1) Eficacia antagonista de VHH bi, tri y tetravalente contra TNF-alfa humano y de ratén

Se disefio el vector de produccion de E. coli pAX11 (figura 10), que permite la clonacion en dos etapas de VHH
bivalente o biespecifico. Se clona en primer lugar el VHH carboxilo-terminal con Pstl y BstEll, mientras que en la
segunda etapa se inserta el otro VHH mediante Sfil y Notl, que no cortan dentro del primer fragmento génico. El
procedimiento evita la ejecucion de nuevos sitios mediante amplificacion y, por tanto, el riesgo de introducir errores
por PCR.

Con este vector se generd el derivado bivalente VHH#3E anti-TNF-alfa humano antagonista. Se uso el vector de
plasmido que codifica para el VHH bivalente para generar un derivado tri y tetramérico, lo que se logré6 mediante
digestion parcial del plasmido con BstEll, lo que se produce en ambos segmentos génicos de VHH. Se purifico el
vector linealizado a partir del gel, posteriormente se desfosforild y se usé como aceptor para la clonacion del
fragmento de BstEll de aproximadamente 350 pb que se obtuvo mediante digestion completa del mismo plasmido.
El ligamiento del fragmento de BstEll solo antes de la adicién al vector potencia la insercion de segmentos génicos
que codifican para VHH multiméricos. Tras la transformacion en E. coli TG1, se seleccionaron los clones resultantes
mediante PCR con los cebadores M13Rev y M13Fwd; puesto que BstEll es un cortador asimétrico (proyeccion de
5 nt) s6lo se obtuvieron insertos orientados correctamente tal como se confirmé digiriendo los plasmidos con Pstl
solo (350 pb) o digiriendo doblemente con EcoRIl y Hindlll (1000 pb para bivalente (BIV 3E, SEQ ID NO: 73),
1350 pb para trivalente (TRI 3E, SEQ ID NO: 74) y 1700 pb para tetravalente (TETRA 3E, SEQ ID NO: 75), datos no
mostrados). En la tabla 7, se enumeran las secuencias.

Se hicieron crecer los clones y se indujeron a una escala de 50 ml, se prepararon fracciones periplasmicas y se
usaron para la purificacion de IMAC con resina TALON. El analisis de los productos purificados en PAGE teiida con
Coomassie reveld buenos niveles de produccion (entre 2 y 10 mg por litro de cultivo celular) de VHH multivalente
intacto (véase la figura 11). Se determiné el aspecto molecular del VHH purificado por IMAC mediante filtracion en
gel en una columna Superdex 75HR y tal como se esperaba las moléculas con avideces superiores eluyeron antes
de la columna (véase la figura 12).

Se analiz6 la eficacia antagonista con el ensayo basado en células usando células KYM. Se sembraron las células
en placas de microtitulacion y se cultivaron en presencia o ausencia de TNF-alfa (1,29 ng/ml o aproximadamente
25 pM de trimero). Los ensayos (figura 13) revelaron que las moléculas monovalentes usadas en este estudio tenian
las peores caracteristicas antagonistas, lo que se refleja por sus valores de CI50: el Fab derivado del anticuerpo
quimérico Remicade tiene una CI50 de 2 nM y para VHH#3E es de 12 nM (véase también la figura 3). La avidez de
las moléculas usadas result6 tener una influencia drastica sobre la eficacia antagonista tal como se observé con la
molécula de IgG bivalente Remicade, que es 40 veces mas eficaz (CI50 de 50 pM) que el Fab. TNF-alfa es una
molécula trimérica, que interacciona con un receptor dimérico y, por tanto, puede esperarse que la avidez de la IgG
permita la unién mutua a dos epitopos sobre la citocina y soporte la formacién de grandes complejos tal como se ha
descrito anteriormente (Santora et al, Anal. Biochem. 299, 119-129). Sorprendentemente, el aumento de la avidez
del VHH desde el mondmero al dimero tiene un efecto mucho mas espectacular que el observado con Remicade,
puesto que la CI50 del dimero (30 pM) es 400 veces inferior a la del monémero. Un aumento de la avidez incluso
mayor conduce a un comportamiento antagonista todavia mejor: el VHH trimérico tiene una CI50 de 20 pM y el
formato tetravalente de 6 pM. Todos los formatos con avidez superior del VHH son mas eficaces que Remicade,
mientras que el formato tetravalente es incluso mejor que Enbrel, que consiste en el dominio extracelular del
receptor p75 fusionado al Fc de una IgG y, por tanto, tiene un modo de unién bivalente.

Se observo el mismo efecto inesperado de avidez sobre el comportamiento antagonista con VHH generado contra
TNF de raton (figura 14). Se realizé el mismo tipo de ensayo de citotoxicidad usando MTT como sustrato y TNF-alfa
de raton (65 pg/ml o 1,3 pM), pero con la linea celular murina L929, que expresa el receptor especifico de ratén. Se
identificaron tres VHH antagonistas diferentes (monovalentes) codificados por 9E y 3F, de los cuales los dos
primeros tienen CI50 de 25 nM y el dltimo de 2 nM (véase también el ejemplo 3). La conversion de 3F en el formato
bivalente (BIV#m3F, SEQ ID NO: 76) produjo un aumento de 1000 veces en CI50 (2 pM), demostrando de ese modo
una vez mas que el aumento de avidez del anticuerpo condujo a una mejora inesperada de las caracteristicas
antagonistas.

2) Comparacion con la fusion VHH-Fc

Se cloné VHH#3E, dirigido contra TNF humano, por medio de Pstl y BstEll en un vector adaptado derivado de
pCDNAS3, generando de ese modo una fusion genética con la porcién Fc con CH1 delecionado de IgG1 humana.
Tras confirmacion mediante secuenciacion, se transfecté el constructo de plasmido en la linea celular de mieloma
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NSO. Se hizo crecer la linea celular obtenida y se secretd la fusion VHH-Fc al sobrenadante de cultivo. Se purifico el
producto con una resina de VHH anti-Fc humano y se analizé en un gel tefiido con Coomassie (figura 15). En
presencia de DTT, la fusién era visible como una proteina de 45 kDa, en ausencia de DTT pudo observarse la
molécula con un peso molecular de 90 kDa. Este producto dimérico resulta de la unién de dos cadenas mediante
dos puentes disulfuro, que se originan a partir de residuos de cisteina ubicados en la regién bisagra.

Se sometid a prueba la fusion de VHH en el bioensayo con la linea celular humana KYM vy resulté ser 5 veces
menos eficaz que el VHH bivalente a pesar del hecho de que ambas moléculas tienen la misma avidez y de que se
originan ambas a partir de VHH#3E (figura 16). Probablemente el impedimento estérico por la cola de Fc voluminosa
podria provocar esta discrepancia.

Ejemplo 5: Célculo de homologias entre anticuerpos de dominio simple anti-diana de la invencion

Se calcul6 el grado de homologia de la secuencia de aminoacidos entre anticuerpos de dominio simple anti-diana de
la invencién usando el editor de alineaciéon de secuencias Bioedit. Los calculos indican la proporcién de residuos
idénticos entre todas las secuencias segun se alinean mediante ClustalW. (Thompson, J.D., Higgins, D.G. y Gibson,
T.J. (1994) CLUSTAL W: improving the sensitivity of progressive multiple sequence alignment through sequence
weighting, position specific gap penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids Research, presentado en junio de
1994). La tabla 8 indica la homologia de fracciones entre VHH anti-albumina sérica de la invencion. La tabla 9 indica
la homologia de fracciones entre VHH anti-TNF-alfa de la invencion. La tabla 10 indica el porcentaje de homologia
entre VHH anti-IFN-gamma de la invencion.

Ejemplo 6: Expresién de un fragmento de VHH-CDR3 de VHH#3E

Se amplifico la region CDR3 de VHH#3E usando un cebador sentido ubicado en la regiéon de entramado 4 (directo:
CCCCTGGCCCCAGTAGTTATACG) y un cebador antisentido ubicado en la regidon de entramado 3 (inverso:
TGTGCAGCAAGAGACGG).

Con el fin de clonar el fragmento CDR-3 en pAX10, se realiz6 una segunda ronda de amplificacién por PCR con los
siguientes cebadores que introducen los sitios de restriccion requeridos:

Cebador inverso Sfi1:

GTCCTCGCAACTGCGGCCCAGCCGGCCTGTGCAGCAAGAGACGG

Cebador directo Not1:

GTCCTCGCAACTGCGCGGCCGCCCCCTGGCCCCAGTAGTTATACG

Se realizaron las reacciones de PCR en un volumen de reaccién de 50 ml usando 50 pmol de cada cebador. Las
condiciones de reaccion para la PCR primaria fueron 11 min a 94°C, seguido por 30/60/120 s a 94/55/72°C durante
30 ciclos, y 5 min a 72°C. Se realizaron todas las reacciones con MgCl, 2,5 mM, dNTP 200 mM y 1,25 U de
AmpliTag God ADN polimerasa (Roche Diagnostics, Bruselas, Bélgica).

Tras escision con Sfi1 y Not1, se cloné el producto de PCR en pAX10.

Ejemplo 7: Pruebas de estabilidad de fragmentos de anticuerpo especificos para TNFo humano

Las proteinas administradas por via oral experimentan desnaturalizacién al pH acido del estdmago y también
degradacioén por pepsina. Se han seleccionado condiciones para estudiar la resistencia del VHH#3E a la pepsina
que se supone que imitan el entorno gastrico. Se produjo VHH#3E, un VHH especifico para TNFa humano, como
proteina recombinante en E. coliy se purificé hasta la homogeneidad mediante IMAC y cromatografia de filtracion en
gel. Se determin6 de manera espectrofotométrica la concentracién de proteina tras la purificacion usando el
coeficiente de extincion molar calculado a 280 nm. Se prepararon disoluciones diluidas a 100 microgramos/ml en
tampon de Mcllvaine (J. Biol. Chem. 49, 1921, 183) a pH 2, pH 3 y 4 respectivamente. Se incubaron posteriormente
estas disoluciones durante 15 minutos a 37°C, antes de la adicion de pepsina de mucosa gastrica porcina a una
razén de 1/30 p/p. Sesenta minutos tras afiadir la proteasa, se recogié una muestra y se diluy6 inmediatamente 100
veces en PBS pH 7,4 que contenia caseina al 0,1% para inactivar la pepsina. Se prepararon siete diluciones de 3
veces adicionales a partir de esta muestra para evaluar la presencia de fragmento de anticuerpo funcional mediante
ELISA. Diluciones idénticas preparadas a partir de una alicuota recogida antes de la adicion de la proteasa sirvieron
como referencia. En el ensayo ELISA, se capturé TNFa biotinilado en pocillos de una placa de microtitulacion
recubierta con Neutravidin. Para las muestras tanto de referencia como tratadas con pepsina, se prepararon
diluciones en serie similares de las muestras y se afiadieron 100 microlitros de esas diluciones a los pocillos. Tras
incubaciéon durante 1 hora, se lavaron las placas. Para la deteccién de la unién de VHH al TNFa capturado, se
usaron un antisuero de conejo policlonal anti-VHH (R42) y un conjugado de anticuerpo anti-lgG de conejo-fosfatasa
alcalina. Tras lavar, se revelaron las placas con fosfato de paranitrofenilo. Los datos representados graficamente en
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la figura 17 muestran curvas similares para todas las muestras expuestas a condiciones digestivas asi como para las
muestras de referencia. Esto indica que el VHH#3E conserva esencialmente su actividad funcional en todas las
condiciones elegidas.

Ejemplo 8: Administracion oral de un VHH especifico anti-TNFa humano en ratones

Se prepard una disolucién de anticuerpos que contenia el VHH#3E especifico anti-TNFo. humano (100 microgramos
por mililitro en PBS diluido 100 veces). Se privd en primer lugar a tres ratones de agua potable durante 12 horas y
posteriormente se les permitid acceder libremente a la disoluciéon de anticuerpos durante las siguientes dos horas.
Después de eso, se sacrificaron los ratones y se diseccionaron sus estdmagos. Inmediatamente, se recogio el
contenido de los estdmagos lavando el estdmago con 500 microlitros de PBS que contenia BSA al 1%.
Posteriormente se us6 este material lavado para preparar diluciones de tres veces en serie, comenzando a una
dilucién 1/5 a partir del material no diluido. Se transfirieron cien microlitros de estas muestras a pocillos individuales
de una placa de microtitulacion recubierta con TNFa humano. Tras incubaciéon durante 1 hora y tras lavado
exhaustivo, se evalué la presencia de material inmunorreactivo con un antisuero de conejo policlonal anti-VHH (R42)
seguido por incubacion con un conjugado de anticuerpo anti-conejo-fosfatasa alcalina. Se reveld el ELISA con
acetato de paranitrofenilo. Las sefiales de ELISA obtenidas tras 10 minutos demostraron claramente la presencia de
VHH#3E funcional en los lavados gastricos de estos ratones. Comparando con la curva patrén, se determiné que la
concentracion del fragmento de anticuerpo funcional en el fluido de lavado gastrico era de 1,5, 12,6 y 8,6
microgramos/ml para los tres ratones sometidos a prueba.

Ejemplo 9: Eficacia en un modelo animal para IBD

1) Modelo animal de colitis crénica

Se evalud la eficacia de constructos de VHH bivalentes aplicados por diversas vias de administracion en un modelo
inducido por DSS (sulfato sédico de dextrano) de colitis cronica en ratones BALB/c. Este modelo lo describieron
originariamente Okayasu et al. [Okayasu et al. Gastroenterology 1990; 98: 694-702] y lo modificaron Kojouharoff et
al. [G. Kojouharoff et al. Clin. Exp. Immunol. 1997; 107: 353-8]. Se obtuvieron los animales de Charles River
Laboratories, Alemania, a una edad de 11 semanas y se mantuvieron en la instalacién para animales hasta que
alcanzaron un peso corporal de entre 21 y 22 g. Se indujo colitis crénica en los animales mediante cuatro ciclos de
tratamiento con DSS. Cada ciclo consistia en un intervalo de tratamiento con DSS (7 dias) en el que se proporciond
DSS con el agua potable a una concentracién del 5% (p/v) y un intervalo de recuperacion (12 dias) sin DSS presente
en el agua potable. El ultimo periodo de recuperacion se prolongd desde 12 hasta 21 dias para proporcionar un
estado de inflamacién que representaba una inflamacion créonica mas que aguda en el momento del tratamiento. De
forma posterior al Ultimo intervalo de recuperacion, se asignaron aleatoriamente los ratones a grupos de 8 ratones y
se inicid el tratamiento con los constructos de VHH. El intervalo de tratamiento fue de 2 semanas. Una semana tras
el final del intervalo de tratamiento se sacrificaron los animales, se disecciond el intestino y se examind
histolégicamente. En la figura 18, se muestra esquematicamente el entorno experimental.

2) Programa de tratamiento con VHH

Durante el periodo de tratamiento con VHH, se trataron diariamente los ratones (8 animales por grupo) durante 14
dias consecutivos con VHH#3F bivalente (VHH#m3F-VHH#m3F; SEQ ID No. 76) mediante aplicacion intragastrica o
intravenosa de 100 ug de VHH 3F bivalente. Se traté por via rectal un grupo adicional de animales con el VHH#3F
bivalente cada dos dias durante un periodo de 14 dias. En todos los grupos de tratamiento, se aplicé una dosis de
100 pg del VHH#3F bivalente a una concentracion de 1 mg/ml en una disolucién tamponada. Los grupos control
negativo recibieron 100 ul de PBS en condiciones por lo demas idénticas. En la tabla 11, se muestra el programa de
tratamiento.

3) Resultados

Tras sacrificarse los ratones, se determiné el peso corporal y se diseccion6 el colon. Se determind la longitud del
colon diseccionado y se evalud la histologia del colon mediante tincion con hematoxilina-eosina (HE) (condiciones
convencionales). En comparaciéon con los controles negativos (tratamiento con PBS), los grupos tratados con el
nanocuerpo bivalente 3F mostraron una longitud de colon extendida asi como una puntuacién histolégica mejorada
[G. Kojouharoff et al. Clin. Exp. Immunol. 1997; 107: 353-8] demostrando de ese modo la eficacia del tratamiento.

NOMBRE SEQID NO | SECUENCIA

VHH#1A 1 QVOLOESGGGLVQPGGESLRLECATSGFDFSVSUMYWVRQAPCGRKGLEWVS
EINTNGLITKYVDSVEKGRFTISRONAKNTLYLOMDSLIPEDTALYYCAR
SPESGSFREQETOVIVES

VHH#7B 2 QVQLOESGGELVOPGESLRLSCAASGS IFRVNAMNGWYRQVPGNQREFVA

IITSGDNLNYADAVREGRFTISTONVERTVYLOMNVLEFEDTAVYYCNAT
LOTSRWE ITPSNYWGOGTQVIVES
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VHH#2B

QVOLQBESGGELVOPCGESLELSCATSGFTHFSDYWMYWVROAPGKGLEWYS
TVNTNGLITRYADSVKGRFTISRDNAKYTLYLOMNSLKSEDTAVYYCTK
VVEEYSDDSRTNADWEQGCTQVTVSS

VHH#3E

OVOLOESGEGLVOPGGSLRLSCAASGRTFSDHSGY TYTIGWFROAPGKE
REFVARIYWSSGNTYYADSVKGRFAISRDIAKNTVDLIMNNLEPEDTAYV
YYCAARDET PTSRSVESYNYWGQGETOVTVES

VHH#3G

QVOLODSGGELVOAGEELRLSCAVSGRTFSAHSVY TMGWFRQAPGKERE
FVARIYWSSANTYYADSVKGRFTISRDNAKNIVDLLMNSLKPEDTAVYY
CAARDGIPTSRTVGSYNYWGOETOVTVES

VHH#10A

OVQLOESCEELVOPGGELRLECAASGS IFRVNAMGWYRQVEGNOREFVA
IITSSDITNDTTNYADAVKGRETISTDONVEKTVY LOMNVLKPEDTAVYYC
NAVLOTSRWS I PSNYWGOGTOVIVES

VHH#2G

QVQLODSGGGLVOAGGSLRLSCTTSCRTI SVYAMGWFROAPGKEREFVA
SISGBGAITPYADSVRGREFTISRONAKNTVYLOMNSLNPEDTAVYYCALR
SEYARYRDVHAYDYWGQGTQOVTVSS

VHH#1F

OVOLODSGGGLVOAGGESLRLSCAASTRTF SRYVVGWFRQAPGKEREFVA,
TISWNGEHTYYADSVKGRYTISRDNAKNTVYLOMGSLKPEDTAVYYCAR
REFWGYNVEQRDFGSWGOGTPVTVES

VHH#9C

QVOLOESGEGLVQPGESLRLSCAASGS IFRVNAMGWYRQVPGNQREFVA
ITTNDTINYADAVKGRFTISTONVEKTVYLOMNVLKPEDTAVYYCNTVL
QTESRWNIPTNYWEQETOVIVSES

VHH#11E

10

QVOLOESGGCLVQPGGESLRLSCARSGE TFRVNAMGWYRQVPGNQREFVA
IISGDTTNYADAVRKGREFTISTDNVERTIVY LOMNVLESEDTAVYYCNAVL
QOTSRWSIPSNYWEQGETQVIVSS

VHH#10C

11

CVOLODSGEELVOPEESLRLACVASGS IFSIDVMGWYRCAPGOOREL VA
TLINSWITNYADSVRGRFTISRDNAKNVVYLOMNSLKLEDTAVY YCNAR
RWYQPEAWGQGTOVTVSS

VHH#4B

12

OVOLODSEEELVQPEESLELSCAASGFTFS THIMYWVRQAPGKGLEWVSE
TINTNGLITDYIHSVEKGRFTISRDNAKNTLYLOMNSLKSEDTAVYYCAL
NCAGLSRGQETQVTVSS

VHH#10D

13

QVQLOESGEAELVOAGGSLRLSCAASRRTFSGYAMGWFROAPGKEREFVA
VVSGTGTIAYYADSVRGRFTISRDNAENTVYLOMNSLEPEDTGLYYCAV
GPSSSRWYYRGASLVDYWEKETLVTIVSS

VHH#12B

14

VQLOESGEELVOPEESLRLESCAASGFEFENHWMYWVRQAPGKGLEWVS
TVNTNCLITRYADSVKGRFTISRDNAKY TLY LOMNSLEKSEDTAVYYOTK
VLPPYSDDSRTNADWGEQGTOVTVES

VHH#mMOA

79

EVQLVESCGGELVQACGESLERLSCAASGETLSSY ITGWFRQAPGKEREFVG
AVSWESSTIVYADSVEGRETISRONHONTVYLOMDESLEKPEDTAVYYCAR
REPYCKYNWASASYNVWGOGTOVIVSES

VHH#mMOE

15

EVQLVESGECLVOAGGSLRLESCAASGETLSSYITGWEFRQAPGKEREFVG
AVEWSESTIVYADSVEGRETIBRDNHONTVYLOMDSLKPEDTAVYYCAA
RPYORKYNWASASYNVWCEQGTQVIVSES

VHH#m3F

16

QVOLODSGEGLVOAGESLRLSCARSGETFSS I IMAWFRQAPGKEREFVG
AVSWSGGTTVYADSVLERFEISRDSARKSVY LOMNSLKPEDTAVYYCAA
REYQOKYNWASASYNVWGOGTQVTIVSS '

VHH#m4B

80

QVOLODSGEELVQAGESLRLSCGVSELESFSGYTMGWFROAPGKEREFAA
AIGWNSGTTEYRNSVKGRFTISRDNARKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCAR
EPEYMTAYERSYDFWGOGETOVIVSE

VHH#8-29

81

QVQLVESGGGLVOPGESLRLSCAASGFAFGD SWMYWVROAPGKGLEWVS
EINTNGLITKYKDSVIGRFTISRDNAKNTLHLEMNRLKPEDTALYYCAR
DPSCGKLRGPETQVIVSS

VHH#8-41

82

QVQLVESGGEGLVQPGGPLRLSCAASGFAFGISWMYWVRQAPGKGLEWVS
BINTNGLITKYKDSVIGRFT I SRONAKNTLHLEMNRLKPEDTALYYCAR
DESGKLRGPETQVTVSS

VHH#8-42

83

QVQLVESGGGLVQPEESLRLSCAASGFAFGDSWMYWVRQAPGKGLEWVS
EINTNGLITKYKDSVIGRFTISRDNAKNTLHLEMNRLKPEDTALYYCAR
DPSGKLREPGTQOVIVES
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VHH#8-44 84

OVOLVESGAGLVOPGGSLRLSCAASGF TFSDHWMYWVRQAPGRKGLEWYS
TINTRGLITHYIHSVKGRFTISRDNARKNTLYLOMNSLKSEDTAVYYCATL
NQAGLESRGEOETQVTVIS

Tabla 1: Lista de secuencias de aminoacidos de los péptidos dirigidos contra TNF-alfa.

Mutacion Molde Secuencia de cebador
A74S+Y76N+ Tipo natural 57 -AGR GAC BAC TCC AAG AAC ACG CTG TAT
K83R+P84A
CTG CAA ATG AAC AGC CTC AGA GCT GAG GAC
ACG-37
Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
Thr
Q1E+Q5L+A7 A74S+YT6N+ 5'-C ATG GCT GAG GTG CAG CTG CTIC GAG TCT
4S+Y76N+K8 K83R+P84A
3R+P84A GG-37
Met Ala @lu Val Gln Leu Leu Glu Ser
Q1E+Q5L+A7 Q1E+Q5L+A7 -G GAC ACG GCC @TC TAT TAC TGT GCA ARA
4S+Y76N+K8 4S+Y76N+K8 GTA OTT C-37
3R+P84A+T9 3A 3R+P84A Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Lys
Val Leu

Tabla 2: Lista de reacciones de mutagénesis, cebadores mutagénicos y moldes usados para la mutagénesis de

Secuencia de cebador

57 -ACC TAT ACC ATT GGC TGG GTC CGC CAG GCT-3
Thr Tyr Thr Ile ¢ly Trp Val Arg Gin Ala

5/-CGC CAG GCT CCA GGG AAG GGG CGT GAG TTT-37
Arg Gln Als Pro Gly Lys Gly Arg Glu Phe

5'-A GGG ARG GAG CTT GAG TTT GTA GCG CGET AT-37
Gly Lys Glu Leu Glu Phe Val Ala Arg

VHH#12B
Mutacion Molde
F37v Tipo natural
E44G Tipo natural
R45L Tipo natural
F47W Tipo natural

57-A GGG AAG GAG CGT GAG TGG GTA GCG CGT AT-3°
Gly Lys Glu Arg Glu Trp Val Ala Arg

Tabla 3: Lista de reacciones de mutagénesis, cebadores mutagénicos y moldes usados para la mutagénesis de

VHH#3E
SEQ ID Nombre Secuencia
17 VHH#12B OVOLORESGGGLVOPGGES LRLSCAASGFE FENEWM YWV RQAPGKGLER
A74S+Y76N
TK83R+P84 A VSTVNTNGLITRYADSVKGREFT T S RDNEKNTLYLOQMNSLRAEDTAVY
YOTKVLEPYSDRSRTNADWEQETQVIVSS
18 VHH#12B EVOLLESGEELVOPGASLRLACAASGFE FENHWM YWV ROAPGKGLEW
Q1E+Q5L+A
7AS+YTEN+ VSTVNTNGLITRYADSVKGRET T SRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
KBK83R+P84A YOTKVLPPYSDDERTRADWGQGTOVIVSS
19 VHH#12B EVOLLESGCGLVOPGGELRLSCAASGFEFENHWMYWVROA PGKGLEW
+ +
sféiéﬁng VSTVNTNGLITRYADSVKGRFT I SRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
K83R+P84A +T93A YCAKVLEPYSDDSRTNADWGOGTOVTVSS
20 VHH#12B QVOLOESGEELVOPEESLRLSCAASGFEFENHRMYWVRQAPCKGLEW
Tipo natural
P VETVNTNGLITRYADSVKGRFT T SRDNAR Y TLYLOMNSLKSEDTAVY
YOTKVLEPYSODERTNADWGQETQVTVSS
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21 VHH#3E QVOLOESGGELVOPCGSLRLECAASGRTFSDHSGY TYTIGWVRQAPG
F37V
KEREFVARIYWSSGNTYYADSVEGREFATSROITAKNTVDLTMNNLERE
DTAVYYCAARDGIPTSRSVESYNYWGQCGTQVTVSS
22 VHH#3E QVOLOQESGGGLVQPGESLRLECAASGRTFSDHESGY TYTIGWFROAPG
E44G
KGREFVARIYWSSGNTYYADSVRKGRFAISRDIAKNTVDLTMNNLEPE
DTAVYYCAARDGIPTSRSVESYNYWG
QETQVTIVES
23 VHH#3E QVQLOESGGGLVQPCGSLRLSCAASGRTFSDHSGYTYTIGKHFRQARG
R45L
KELEFVARIYWSSGNTYYADSVKGRFAI SRDIAKNTVDLTMNNLEPE
DTAVYYCAARDGIPTSREVESYNYWGQGTQVIVES
24 VHH#3E QVQLOESGAGLVOPGGSLRLECAASGRTFSDHSGY TYTIGWFRQAPG
FaTW KEREWVARIVWSSGNTYYADSVKGRFAISRDIAKNTVDLTMNNLEPE
DTAVYYCAARDGIPTSREVESYNYWGQETQVTVSS
VHH#3E QVOLOESGCCLVOPGGSLRLSCAASGRTFSDHSGYTYTIGWERQARG
tipo natural KEREFVARIYWSSGNTYYADSVKGRFATSRDIAKNTVDLTMNNLEPE
25 DTAVYYCAARDGIPTSRSVESYNYWGQGTQVTVSSE

Tabla 4: Vision general de VHH anti-TNF-alfa de tipo natural

Nombre

SEQID

Secuencia

Anti-albumina sérica de ratén

MSA21

26

QVOLOEBGGELYQPEGESLRLSCEASGFTFSRFGMTWYROAPCGKGVEWY
SGISSLEDSTLYADSVRGRFTISRDNARKNTLYLOMNSLKPEDTAVYYC
TIGESLNPGGQETOVTIVES

MSA24

27

QVQLOESGECLVOPCGNSLRLSCARSEFTERNFCMEWVRQAPGKEDPEWY
SEISGEGSNTIYADSVKDRFTISRINAKSTLYLOMNSLKPEDTAVYY(
TIGESLSRESQETOVIVES

MSA210

28

QVQLOESGGGLVOPGESLRLTCTASGFTFSSFGMESWVROAPGKGLEWY
SAISSDSGTKNYADSVRKEGREFTISRDNAKKMLFLOMNSLRPEDTAVYYC
VIGRGSPSSQGTQVIVES

MSA212

29

QVOLOESGGELVQPGGSLRLTCTASGFTFRSFGMSWVRCAPGKGLENV
SAISADGESDEKRYADSVEGREFTISRDNGKKMLTLOMNSLEKPEDTAVYYC
VIGRGSPASQGTQVIVSS

MSACcI6

85

AVQLVESGGGELVOAGDSLRLECVVEGTTFSSAAMGWFROAPGKEREFV
GAIKWEGTETYYTDSVEGRFTISRDNVEN TVY LOMNNLRPEDTGVYTC
AADRDRYRDRMGPMTTTDFRFWGCGTOVIVSS

MSAcI12

86

QVKLEESGGGLVQTGGESLRLECAASGRTFSSFAMGWERQAPGRERERY
ASIGSSGITTNYADSVRKGRFTISRDNAKNTVY LOMNSLKPEDTGLCYC
AVNRYGIPYRSGTQYONWGEQGTQVIVSS

MSAcI10

87

EVOLEESGGGLVQPGGESLRLSCAASGLTFNDYAMGWYROAPGKERDMY
ATTSIGEGRTYYADSVKGRFTI SRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAIYYCV
AHRQTVVRGEYLLWGOGETQVTVES

MSAcl14

88

QVOLVESGEKLVQAGGSLRLSCAASGRT FSNYAMGWFRQAPGKEREFV
AGSGRENSYNYYSDSVEGRFTISRDNARNTVYLOMNSLKRPEDTAVYYC
AASTNLWPRDENLYAYWGEOGTOVIVES

MSAcI16

89

EVOLVESGGELVOAGDSLRLSCAASGRSLGIYRMGWFROVPGKEREFV
ARISGWSGGTTRYLDSVRGRFTISRDETKNAVY LOMNSLKPEDTAVYYC
AVDSSGRLYWTLSTSVDYWGOGETOVIVES

MSAcI19

90

OVOLVEFGGGLVQAGDELRLECAASGRSLG IYKMAWFROVPGKEREFY
ARISWSGGETTRYIDSVKERFTLSRDNTKNMVYLOQMNSLEPDDTAVYYC
AVDESCGRLYWTLETSYDYWGQGTOVTVSS

MSAcI5

91

EVQLVESGGGLVOAGGSLSLECAASGRTFSPYTMGWFRQAPGKEREFL
AGVIWEGESTFYGDSVKERFTASRDSARN TVTLEMNSLNPEDTAVYYC
AARYGGELYRDIRSYDYWGRGTOVIVSS
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MScl11

92

AVOLVESGGGLVQAGGSLRLSCARSGFTLDAWPIAWFRCAPGREREGY
SCIRDCTTYYADSVEGRFTISSDNANNTVYLOTNSLKPEDTAVY Y AL
PSGEPATGSSHTFCIYWNLEDDYDNWGEOGTOVTVSS

MSAcI15

93

BEVQLVESGGELVQAGESLRLSCAASGF TFDHY T IGHFROVIPGKEREGY
SCLSSEDGETYYADSVKGRFTISEDNAKNTVYLOMNTLEPDDTAVYYC
AAGGLLLRVEELQASDYDYWGQAIOVTVES

MSACcI8

94

AVQLVDSCGGELVQPEGSLRLSCTASGFTLDY YAIGWFRQAPGREREGY
ACTSNSDGSTYYEDSVHGRFTISRDNAKT TVYLOMNSLKPEDTAVYY(C
ATADREYSASHHPFADFAFNSWGOGTQVTVSES

MSAcl7

95

EVQLVESGGGLVOAGGSLRLECAAYGLTFWRAAMAWFREAPGKERELY
VARNWGDGSTRYADSVKGRFTISRINAKNTVY LOMNSLKPEDTAVY VC
ARVRTYGSATYDIWGQGTQVTVSS

MSAcI20

96

EVQLVESGGGLVODGESLELSCIFESGRTFANYAMGW FRQAPGKEREFV
ARTNRNGETTNYADALKGRFTISRDNTKNTAFLOMNSLEPDDTAVY YL
AAREWPFSTIPSEWRYWGOGTOVIVSS

MSAcl4

97

DVQLVESGGGWVQPGGSLRLSCAASGPTASSHATGWFROAPGKERERY
VEINRCGVIRDYADSVRGRFAVSRDNVENTVYLOMNRLEPEDSATIYIC
AARPEYSFTAMSKGEDMDYWGKGTLVTIVSS

Anti-albumina sérica de ratén/anti-TNF-alfa

MSA21/
VHH#3E

30

OVQLOESGECLVOPGEESLRLSCEASGFTFSRFGMIWVRQAPGKGVEWY
SCISSLGDSTLYADSVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNSLEXPEDTAVY Y
TIGGSLNPGEOETOVIVESEPKTPKPCPARAOVOLOESGEELVOPGESLEL
SCAABGRIFSDHSGY TYTIGHFRQAPGKEREFVARIYWSSANTYYADSVRKGRF
AISRDIAKNTVRLTMNNLEPEDTAVYYCAARDGIPTSRSVESYNYWEQGTOVT
VB85

MSA24/
VHH#3E

31

OVQLOESGGELVOPCNSLRLSCAASGFTFRNFGMSWVROAPGKEDPEWY
SSISGEGSNTIYADSVEDRFTISRDNAKSTLYLOMNSLKPEDTAVY Y
TIGESLSRESQETOVIVS SEPKIPKPOPARADVOLOESGEELVYPGGESLEL
SCAASGRTFEDHSGYTYTIGWFROAPGRKEREFVARIYWSSGNTYYADSVEGRY
AISRDTAKNTVOLTMNNLEPEDTAVYY CAARDGIPTSREVESYNYWGQETQVT
V&3

MSA210/
VHH#3E

32

QVOLCESGGGELVQPEESLRLTCTASGFTF 3SFEMSWVRQAPGKGLEWY
SAISSDSETKNYADSVEGRFTISRDNAKKMLFLOMNSLRPEDTAVYYC
VIGRGEPESQETOQVIVSSEPKTPKPQPAALOVOLOESGEGLYOPAEGESLRLSE
CRAASGRTFSDHSGY TYTIGWFRQAPGKEREFVARIYWSSGNTYYADSVEGRFA
ISRDIAKNTVDL TMNNLEPEDTAVYYCAARDGIFISREVESTNYWGQATOVTV

MSA212/
VHH#3E

33

%%QLQE SGEGELVQPGGSLRLTCTASGFTFRSFGMSWVROAPGKGLEWVY
SAISADGSDKRYADSVRGRFTISRONGKEMITLDMNSLEKPEDTAVYY(C
VIGRGEPASQGTOVIVSSEPKTPKEQPAAAQVOLOESGCELVOPEESLRLS
CAASGRTIFSDHSGY TYTIGWFROAPGREREFVAR TYWSSGNTYYADSVRGREFA
IBRDIAKNTVDLTMNNLEPEDTAVYYCAARDEIPTEREVESYNYWGOGTOVTV
88

MSA21/
MSA21/
VHH#3E

34

QVOLOESGGGLVOPGGSLRLECEASGFTE SRFGMIWVROAPGKGVEWY
BETESLEDETLYADSVKERFT ISRDNAKNTLYLOMNSLKPEDTAVYYC
TIGESLNPGEOGTQVIVSSEPKTPEPQPARARQVOLQESCEGLVOPGES
LRLSCEASGFTFSRFGMTWVROAPGRGVEWVEGISSLEDSTLYADSVK
GRFIISRDNAKNTLYLOMNSLKPEDTAVY YCTIGGSLNPGEQETOVTV
SSEPKTPRPORPAAAQVOLORSGECCELVOPGASLRLSCAASGRTFSDHSE
YTYTIGWFRQAPGKEREFVARIYWESGNTYYADSVRKGRFAISRDIARN
TVDLTMNNLEPEDTAVYYCAARDGIPTERSVESYNYWEQGETQVTIVES

MSA210/
VHH#1A

35

OVOLOESGGELVOPGGSLELTCTASGF TS BEEMSWVROAPGKGLEWY
SAISSDSGTENYADSVRKGRET I SRONAKKMLFLOMNSLEPEDTAVYYC

VIGRESPSSQETOVTVSSEPKT PKPQPARROVOLOESGAALVODPGGST
RLSCATSGFDFSVSHMYWVROAPGEGLEWVSEINTNGLITKYVDSVRG

RFTISRDNARNTLYLOMDSLIPEDTALYYCARSPSGESFREQGTQVIVS
S
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MSA210/ 36
VHH#7B

OVOLOESGEGLVQPEGSLRLTCTASGFTFSSFGMSWVROAPGKGLEWY
SAISSDSGTENYADSVKGRFTISRONARKMLFLOMNSLRPEDTAVYYC
VIGRGESPESQETQVTVSSEPKTPKPOPAAAQVOLOESGGELVOPGGSL
RLEBCAASGSIFRVNAMGWYRQVRGNQREFVATT TSCDNLNYADAVKGR
FTISTONVEKKTIVYLOMNVLKPEDTAVYYCNATLOTSRWE T PENYWEQG
TOVIVSES

MSA210/ 37
VHH#2B

QVQLOESGEELVQPCGSLRLTCTASGFTFSSFGMEWVEQARPGKGLEWY
SATSSDEGTRNYADSVKGRET I SRDNAKKMLFLOMNSLRPEDTAVYYC
VIGRESPSSQUTOVIVSSERPKTPKPQEARAQVOLOESGGELVOPGGEL
RLBCATSGFTFSDYWMYWVROAPGKGLEWVSTVNTNGLITRYADSVEG
RFTISRDNARYTLYLOMNSLKSEDTAVYICTRVVPFYSDDSRTNADWG
QGTQVTVES

MSA210/ 38
VHH#3E

QVQLQESGGELVQPGGSLRLTCTASGEFTFSSFGMSWVRQAPGRGLEWY
SAISSDSETKNYADSVKGRFTISEDNAKKMLFLOMNSLRPEDTAVYYC
VIGRGSPSSQGTOVIVSSEPKTPKPOPAAAQVOLOESGGGLVQPEGSL
RLSCAASGRTFSDHSGYTYTIGHFROAPGKEREFVARTYWSSGNTYYA
DSVEERFAISRDIAKNTVDLTMNNLEPEDTAVYYCAARDGIFPTSREVE
SYNYWGOGTQVTVSS

MSA210/ 39
VHH#3G

QVQLOESGGGLVQPGESLRLTCTASGFI TS SFEGMSWVROAPGKGLENWV
SAISSDSETEKNYADSVRKGRFTISRDNAKKMLFLOMNSLRPEDTAVYYC
VIGRGSPSSOGTOVIVESEPKTPKPOPAARDVOLODSGEGLVOAGGSL
RLECAVSGRTFSAHSVYTMGWFRQAPGKEREFVARIYWSSANTYYADS
VEGRFTISRDNAKNTVDLIMNSLEPEDTAVYYCAARDGIPTSRIVGSY
NYWEQGTQVITVES

MSA21/ 40
VHH#12B

QVOLOESGEGLVOPGGEILRLSCEASGFTFSRFGMTWVRQAPGRKGVEWY
SGISSLGEDSTLYADSVRKGRFTISEDNAKNTLYLOMNSLEPEDTAVYYC
TIGESLNPGGQGTOVIVSSEFKTPRKPORPAAACVOLOESGGCELVOPGES
LRLSCAASGFEFENEWNMYWVRQAPGKGLEWVSTVNINGLITRYADSVEK
GRFTISRDNAKYTLYLOMNSLKSEDTAVYYCTKVLPPYSDDSRTNADW
CQETOVIVSS

MSA24/ 41
VHH#12B

OVOLOESGGGLVOPCNSLELSCARSGFTFRNFGMIWVROAPGKEPEWY
SEISGEEONT IVADSVEDRFTISRDNAKSTLYLOMNSLRPEDTAVYYC
TIGGSLEREEQGTOVIVESERKTPEPQRPAAROVOLOESGCGLVOPGEY
LRLSCAASGFEFENHWMYWVROAPGEGLEWVSTVNTNGLITRYADSVK
GRFTISRDEARYTLYLOMNESLKSEDTAVYYCTRVLPPYSDDSRTNADW
GRETQVTVSS

MSA210/ 42
VHH#12B

OVQLOESGEALVOPGESLRLTCTASGF TFSSFGMEWVROAPGRGLEWY
SATSSNSETRNYADSVEGRFT I SRDNAKKMLFLOMNSLRPEDTAVYYC
VIGRGSPSSQGTOVIVSSEPKTPRPOPAAAQVOLOESGCGLVOPGESL
RLSCAASGFEFENHWMYWVROAPGKGLEWVSTVNTNGLITRYADSVKG
RFTISRDNARYTLYLOMNSLKSEDTAVYYCTRKVL DY SDDSRTINADWG
QGTOVIVSS

MSA212/ 43
VHH#12B

QVOLOESGGGLVOPGESLRLTCTASGF TFREFPGMEWVROAPCGRGLENY
SATSADGSDERYADEVEKGRFT I SRDNGEEMLTLDMNSLEPEDTAVYYC
VIGRGSPASQGTOVIVSSERPKTPEKPQPAAAQVOLOESGECLVOPGESL
RLBCAASCGFEFENEWMYWVRQAPGKGLEWVSTVNTNGLI TRYADSVEKG
RETISRDNARYTLYLOMNSLKSEDTAVYYCTKVLPPYSDODSRTHADWG
QGTQVTVES :

Tabla 5: VHH anti-albumina sérica de ratén, y anti-albumina sérica de ratdn + anti-TNF-alfa

Familia de seq.

Nombre Seq. Id Secuencia

1

MP3D2SRA | 44 QVQLODSGEETVQAGESLRLSCAASGRTFSDYAVGWIRQA
PCKEREFVARILWIGASRSYANSVDGRFTVSTDNARKNTVY
LOMNSLEKPEDTAIYYCAALPSNIITTDYLRVY YWGQGTQOV
TVES

MP3A3SR 45 CVQLODSGGEETVQAGGSLRLSCAASGRTFSNYAVGWFROA
PGREREFVARIKWSGGSREYANSYVDGRFTVSTDNARNTVY
LOMNSLEPEDTAIYYCA?LPSNIITTDYLRVYYWGOETQV
TVES
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MP3C5SR | 46 OVOLOESGECGLVOAGGSLRLSCARAGISGSVFSRTPMGWY
RQAPGKORELVAGILTSCATSYAESVKGRFTISRDNAKNT
VYLOMNSLSPEDTAEY YOCNTYEPTHWVLSWGOGTQVIVES

MP3C1SR 47 OVOLOLSGEELVOAGGSLRLSCAAAGISGSVFSRTPMGWY
ROAPGKORELVAGILSSGATVYAESVKGRFTTSRDNAKNT
VYLOMNSLSPEDTAEYYCNTYPTWVLSWGOGTQVIVSS

MP3G8SR | 48 QVQLOESGGEGLVQAGESLRLSCAAAGI SGEVFSRTEMGWY
ROAPGRORELVAGILISGATAYARSYVKGRFTISRDNAKNT
VYLOMNSLSPEDTAEY YCNTYPTWVLSWGOGTOVTVES

MP3D2BR | 49 QVOLOESGEOLVOPCESLRLSCAASRGIFRFNAGGWYROR
PGROQRELVAFIGVDNTTRY IDSVRKGRFTISREDNARKTTVYL
OMNSLOPEDTAVYYCNEVPY TDWGOSTOVTVES

MP3HG6SRA | 50 QVQLOESGGEGLVOAGGELRLSCAASCGRTFSTYNMGWERQA
PCGKEREFVAGISWNGGSITYTSSVEGRFTISRDNAENTVY
LOMNSLKPEDTGVYYCASKGRPYGVPSPRQGDYDYWGEQET
QVTVSS

MP3B4SRA | 51 QVOLOESGGGLVOAGGSLRLSCAASGRTFSTYNMGWFRQA
PEKEREFVACGT SWNGASIYYTSSVEGRFTISRDNAENTVY
LOMNSLEKPEDTEVYYCASKGRPYGVPS ERQGDYDYWGEOGET
OVIVES

MP4E4BR 52 OVOLOESGEGLVOAGGSLRLSCARSGRTFSIYNMGWFRQA
PGKEREFVAAISWNGESIYYTSSVEGRFTISRDNAINTVY
LOMNSLXPEDTGVYYCASKGRPYGVPSPROGEYDYWGOGET
QVTIVES

MP4H8SR 53 GVOLOESGGELVOAGGSLRLSCAASGRTIFNI YNMGWEFRQA
PEKERDFVARLT BWNGGS IYYTSSVEGRFTISRDNAENTVY
LOMNSLKFEDTGVYYCASKUERPYGVPEPRQGEDYDYWGEOGT
OVTVSE

MP2F6SR 54 QVKLEESGEGLVQAGGSLRLSCAASGRTFNNYNMGWFRQA
PGKEREFVAAISWNGGETYYDDSVEKGRFTISRDNANNLVY
LOMNSLNFEDTAVYYCACAANRPYGIPOQYRENRYDFWGQGT
QVIVES

MP3D1BR | 55 OVQLOESGGGLVOAGGSLRLSCAASGRTFDN YNMGWFROA
PGKEREFVAAISHWNGGSTYYDDSVKERFTI SRDNFORLVY
LOMNSLEKLEDTAVYYCACARNPYCT POYRENRYDFRGOGT
QVTVSS

MP2B5BR 56 QVQLVESGERLVOQAGESLRLSCIASGRTISDYARGWFRQA
PGKEREFLASVIWGFGETSYADSVKGRFTISRDEAKDTVY
LOMNTLEPDDTSVYYCASSPRYCAGYRCYVIASEFDSHGD
GTOVIVSS

MP2C1BR 57 QVKLEESGGRLVQAGGSLRLSCIASGRTISDYARGWFRQA
PGKEREFLASVESWGFGSTYYADSVKGRFTISRDTAKDTVY
LOMNTLEPDDTSVYYCASSPRYCAGYRCVYATASEFDSWGE
GTQVTVSS

MP4A12SR | 58 QVQLOESGERLVOAGGSLRIL.SCIASGRTISDYAAGKFROA
POKEREFLASVIWGFGSTYYADSVEGRFTISRDKARDTVY
LOMNTLEPDDTSAYYCASSPRYCAGYRCYVTASEFDSWGR
GTOVIVES

MP3F4SRA | 59 OVOLODSGGELVQAGDSLELSCAASGREFSSYGMGWFROA
PGKEHEFVAGIWRSGVESLYYTDSVKGRFTISRDDARKMTVS
LOMNSLKPEDTAVYYCAAEATFPTWSRGRFADYDYRCGQGT
QVTIVES

MP3D3BR 60 OVOLQESGEELVOAGDSLRLSCTASGRSFSEYGMGWERQA
PGKDHEEFVAGIWRSGVSLYYADSVEGRFTISRDDARKMTVS
LOMNGLKPEDTAVYYCAABATFOTWNRGTFADYDYRGOGT
QVTVSS
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MP3E5BR

61 CVOLOESGGELVOAGDSLRLSCAASGREFSSYGMGWERQA
PGKEHEFVAGIWRSGVSLYYADSVKGRFTISRDDAKMIVS
LOMNGLEPEDTAVYYCAAEATFPTWNRGSFADYDVYRGQGET
QVIVSS

MP3C7SRA

62 QVQLOESGEGLVOAGDSLRLSCARSGRSFSSYGMGWERQA
PGKEHEFVAGIWRSGVSLYYADSVKGREFTISRDDAKMIVE
LOMNSLKPEDTAVYYCAAEATFPTWNRGRFADYDY SGQGT
QVTVES

MP2F1BR

63 AVQLVESGGEELVQTEDSLRLSCVASGETFSRYAMGWFRQA
PEREREFVARIGYSGREISYATSVEGRFAISRDNARKNTVY
LOMNSLKPEDTAVYYCABLVEGTLYQADYWEOGETOVTVES

MP2C5BR

64 QVOLVESGGGLVQTGDSLRLECVASGGTFSRYAMGWERQD
PGRERDEFVARIGYSGOSISYATESVEGRFALSRDNAKNTVY
LOMNSLEKPEDTAVYYCASTVECTLYRPNYWGOETOVTVSS

MP2C10BR

65 QVKLEESGGGLVOAGGSLRLSCAASCLTYTVGWFRQAPGK
EREFVAAISWSGGSALYARSVEGRFT ISRDRAKNTVYLOM
GSLEPEDTAYYSCAAPGTRYYEESNQVNYNYWGEQATQVIVS

MP2G5SR

g
66 QVKLEESGCGELVOAGDSLRLSCAASGLTYTVGEWFRQAPGK
EREFVAAIDWSGESALYARSVKGRFT T SRDNTEKNTVYLOM
GSLEPEDTAVYWCAAPGTRYHGRNQVNYNYWGOGTQVTVS
s

10

MP3B1SRA

67 QVQLOESGGELVOPGGSLRLSCAASGF TS SNYAMSWVRGA
PCKELEWVISINSRTGSITYADSVEGRFTITLDNAKINTLY
LOMNMSLEPEDTAVYYCASRVDDRVSRGOGTCVIVSS

11

MP2F10SR

68 QVQILVESGEGLVOAGGSLRLSCAASGRTISSFRMGWFRRA
PGEEREFVAFVRENGTSTYYADSVECGRFTITRDNAKNTVY
LRMDSLKPEDTAVYYCAARTRDYGGSFDYWEOGTOVTIVES

11

MP3A7SRA

69 QVOLODSGGELVOAGGSLRLSCARSGRTFSEFRMGWERRA
PGEEREFVAFVRSNGTSTYYADSVEGRFTITRDNAKNTVY
LRMDSLEPEOTAVY YCAATRDYCGEFDYWGOGTOVIVES

12

MP4C10SR

70 OVQLOESGEALVQPGGSLRLSCAASGFTVENYAMSWVROP
PCRGIEWVSSINNRNDHI TYADSVREGRFTTARDNANNILY
LOMNSLKPEDTAVYYCASRVDDRVIREQETOVIVES

13

MP4D5BR

71 QVOLODSGECGLVOPGGSLRLSCAAGGRTFSSYCMAWFROA
POKERELVVAINRSGGATSYATSVRGRPTISRDNAKNTMY
LOMNSLNPEDTAVYYCAARDPTRTYSSYFEYTYWGQGTQV
TVSS

14

MP3F1SRA

72 OVOLOESGGELVOAGGSLILSCVASGRTISDYAVGWFRQA
PGREREFVASISWGGGFTAFADSMEGRFTISRDNAKNTVY
LOTHTLEPDDTSVYYCASSRRYCTGYRCYATASEFDSWEQ
GTQVIVES

Tabla 6: Lista de secuencias de aminoacidos de VHH dirigidos contra IFN-gamma humano.

Nombre

SEQID

Secuencia

Con secuencia de ligador (subrayada)

BIV 3E

73

QVOLODSGEELVOAGESLRLSCAASGGTFSS I IMAWFRQAPGREREFVGAVSWSG
GTTVYADSVLGRFEISRDSARKSVYLOMNSLKPEDTAVYYCAARDPYOKYNWASAS
YNVWGQGTQVTVSSERPKTPKPQPARAQVOLODSGEGLVOAGGSLRLSCAABCGGTF
SSIIMAWFRQAPGKEREFVGAVSWSGETTVYADSVLGRFEISRDSARKSVYLOMN
SLEKPEDTAVYYCAARPYQRKYNWASASYNVHGQGETOVIVSS

TRI 3E

74

OVOLOESGGGLVQPGASLRLSCAASCRTFSDHSGY TYT I GWFROAPGKEREFVAR
IYWSSGNTYYADSVKGRFAISRDIAKNTVDL TMNNLEPEDTAVY YCAARDGI PTS
RSVESYNYWGOGTOVTVSSEPKTPKPOPAAAOVOLOESCEELVOPGGSLRLSCAR
SGRTFSDHSGYTYTIGWFROAPGKEREFVAR IYWSSGNTYYADSVKGRFAISRDT
AKNTVDLTMNNLEPEDTAVYYCAARDGI PTSRSVESYNYRGOGTOVTVSSEPKTD
KPOPAAAQVOLOESGGGLVOPGGSLRLSCARSGRTFSDHSGY TY TIGWFROADGK
EREFVARTYWSSGNTYYADSVKGRFAISRDTARNTVDL TMNNLEPEDTAVY YCAR
RDGIPTSRSVESYNYWGOGTOVIVSS

39




ES 2655912 T3

TETRA 3E

75

QVOLOESGEGLVQPGGSLRLSCAASCGRTFSDHSGYTYTIGWFRQAPGKEREFVAR
IYWSSGNTYYADSVKGRFALSRDTAKNTVDLTMNNLEPEDTAVYYCAARDGIPTS
REVESYNYWGQGTQVIVSSEPKTPKPQPAAAQVOLOESCGELVQPGESLRLICAA
SGRIFSDHESGYTYTIGHFROAPGREREFVARIYWSSGNTYYADSVKGRFAISRDI
AKNTVDLTMNNLEPEDTAVYYCAARDGI PTSRSVESYNYWGQGTQVTVSSERKTE
KPQPAAAQVQLOESGEGLVQPCGSLRLSCAASGRTFSDHSGYTYTIGWFROAPGK
EREFVARIYWSSGNTYYADSVKGRFAISRDIAKNTVDLTMNNLEPEDTAVYYCAA
RDGIPTSRSVESYNYWGQOTQVITVISEPKT PKPCPAAAQVOLOESGGGLVOPGES
LRLSCAASGRTFSDHSQYTYTIGWIFROAPGKEREFVARIVWSSGNTYYADS VKGR
FAISRDIAKNTVDLIMNNLEPEDTAVYYCAARDGIPTSROSVESYNYWGQETQVTV

BIV#m 3F

76

E%QLQDSGGGLVQAGGSLRLSCAASGGTFSSIIMAWFRQAPGKEREFVGAVSWSG
GTTVYADSVILGRFEISRDSARKSVYLOMNSLKPEDTAVYYCAARPYQKYNWASAS
YNVHGQGTQVITVSSEPKTPRKPQPAAAQVELODSGGELVOAGGSLRLSCAASGETF
SSIIMAWFROAPGKEREFVGAVSWSGETTVYADSVLGRFEI SRDSARKSVYLOMN
SLEKPEDTAVYYCAARPYQKYNWASASYNVHGQRGTQVIVSS

Sin secuencia de ligador

BIV#3 Edir

77

QVOLODSGUGLVOAGESLRLSCAASGETFS ST IMAWFRQAPGKEREFVEAVSWSG
GTTVYADSVLGRFEISRDSARKSVYLOMNSLKPEDTAVY YCAARPYOKYNWASAS
YRVWGEQGTQVTIVESQVOLODSGGELVOAGESLRLSCARSGGTFSSI IMAWFRQAP
GKEREFVGAVSWEGETIVYADSVLGRFEISRDSARKSVYLOMNSLKRPEDTAVYYC
AARPYORKYNWASASYNVWGQGTQVIVSES

BIV#12 Bdir

78

QVQLQOESEGGLVQPGGSLRLSCAASGFEFENHWH YW VRQAPGKGLEWVSTVNTNG
LITRYADSVKGRFTISRDNAKYTLYLQMNSLKSEDTAVYYCTKVLPPYSDDSRTN
ADWGQGTOVIVSSOVOLOESGEALVQPCEESLRLSCAASCFEFENHWMYWVRQAPG
KGLEWVSTYNTNGLITRYADSVKGRFTISRDNAKYTLYLOMNSLKSEDTAVYYCT
KVLPPYSDDSRTNADWGOGTOVTVES

Tabla 7: Secuencias de VHH bivalente (BIV 3E, BIV#m3F), trivalente (TRI3E) o tetravalente (TETRA 3E) dirigido

contra TNF-alfa.

SEQ MSA21 MSA24 MSA210 MSA212
MSA21 1,000 0,834 0,800 0,782
MSA24 - 1,000 0,782 0,791
MSA210 - - 1,000 0,903
MSA212 - - - 1,000
Tabla 8: Homologias fraccionales entre las secuencias de aminoacidos de VHH anti-albumina sérica de ratén.
SEQ _
< o jmjwijg |8 |g=|g |E 8 |2 |8 8§ |y
= E EE E R E R EEIERRRERIE B
E - I I - = - = = - - = = - -
VHH#A 1,000/0,601]0,764 |0,5960,622)0,6000,682|0,629 |0,6090,601)0.614 10,818 {0,642]0,747[0,596 | 0,604
VHH#TB_ |— 11,0000,604]0,635[0,645]0,943]0,653]0,6160,933]0,933]0,7190,593]0,6140,620(0,616| 0,624
VHH#ZB — | — ]1,000{0,620]0,645]0,611]0,682]0,6610,6290,620]0,637 |0,796 |0,634 (0,951]0,620| 0,645
VHHA3E — |— {— [1,000{0,8750,641!0,713]0,689]0,620]|0,643|0,612]0,6040,648]0,596|0,674 ]| 0,682
VHHEIG - | | |= [1,0001(0,651]0,779{0,740}0,637 {0,637 |0,6530,645{0,669(0,6220,708] 0,716
VHH#0A |— [~ |— |[— |— [1,000{0,658(0.6140,935]0,935(0,725{0,592|0,612]0,626(0,622| 0,637
VAH#2G [— |— |— |— |— |— [1,00010,741]0,653]0,669]0,685(0.666]0,746[0,650(0,701] 0,717
VEH#F | — |— |— |— [— |— |— [1,000/0,616]0,616]0,664(0.661]0.714]0.645[0,709] 0,717
VHHA3C - = |= |—= |- |= = |- [1,000]0,941|0,743|0,601]0,622]0,645}0,600] 0,616
VHH#1E |[— |— |— |— = = |- |— |- 1]1,000]0,719)0,60110,622/0,637)0,608| 0,624
VHH#OC [~ |- (=~ = J— fe= = J= |— J— 11,000]0,650|0,606]0,637]0,600] 0,632
VHH#4B — ._ . — — —_ f—- = = |= —  }1,000]0,611]0,796 10,588 0,629
VHH#10D [— |— |— |=— |=— |—= = |= = {— |— |-— 11.000/0,619]0,674| 0,674
VHH#2B |— |— |= [~ |-~ |=~ j— Jo= = |=—= |~ |-— |— |1,000/0,604| 0,637
VHH#SE wee  fer fe | — | - = |= |= |= |= |-— |= |= 11,000} 0,854
VHHH#3F 1,000

Tabla 9: Homologias fraccionales entre VHH anti-TNF-alfa
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Grupo Animales | Descripcion Programa

1 8 contrpl pegatlvo 1 diariamente 100 pl de PBS por via i.p. +
por via i.p.

2 8 (r:é);tarlcﬂ negativo 2 cada dos dias 100 pl de PBS rectal durante 2 semanas

3 8 control negativo 3 | diariamente 100 ul de PBS intragastrico durante 14 dias
intragastrico consecutivos

4 8 control positivo 1| 5 ug por via i.p. durante 7 dias consecutivos
dexametasona

5 8 control positivo 2 aplicado por via oral una vez al dia durante 14 dias
L. lactis que expresa IL10 consecutivos

6 8 VHH 3F bivalente | diariamente 100 ug de VHH 3F; bivalente intragastrico en
intragastrico 14 dias consecutivos

7 8 VHH 3F bivalente diariamente 100 pg de VHH 3F bivalente por via i.p.
por via i.p. durante 14 dias consecutivos

8 8 VHH 3F bivalente 100 ng de VHH 3F bivalente por via rectal en 100 pl de
por via rectal PBS cada dos dias durante dos semanas

Tabla 11: Programa de tratamiento
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REIVINDICACIONES
Polipéptido anti-TNF-alfa que comprende
- al menos dos anticuerpos de dominio simple anti-TNF-alfa; y
- al menos un anticuerpo de dominio simple dirigido contra una proteina sérica, en el que dicha proteina
sérica es cualquiera de albumina sérica, inmunoglobulinas séricas, proteina de unioén a tiroxina, transferrina
o fibrindgeno.
Polipéptido anti-TNF-alfa segun la reivindicacion 1, que comprende:
- dos anticuerpos de dominio simple anti-TNF-alfa; y
- un anticuerpo de dominio simple dirigido contra una proteina sérica, en el que dicha proteina sérica es
cualquiera de albumina sérica, inmunoglobulinas séricas, proteina de unién a tiroxina, transferrina o

fibrinégeno.

Polipéptido anti-TNF-alfa segun la reivindicacion 1 6 2, que comprende al menos un anticuerpo de dominio
simple anti-TNF-alfa que comprende

(a) una secuencia representada por cualquiera de SEQ ID NO: 1a 16y 79 a 84,

(b) una secuencia homologa que presenta una identidad de secuencia de mas del 70% con la secuencia
original representada por cualquiera de SEQ ID NO: 1 a 16y 79 a 84.

Polipéptido anti-TNF-alfa seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende al menos un
anticuerpo de dominio simple anti-TNF-alfa que comprende

(a) una secuencia representada por SEQ ID NO: 1,

(b) una secuencia homologa que presenta una identidad de secuencia de mas del 70% con la secuencia
original representada por SEQ ID NO: 1.

Polipéptido anti-TNF-alfa seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende al menos un
anticuerpo de dominio simple anti-TNF-alfa que comprende

(a) una secuencia representada por SEQ ID NO: 1,

(b) una secuencia homdloga que presente una identidad de secuencia del 80% con la secuencia original
representada por SEQ ID NO: 1.

Polipéptido anti-TNF-alfa segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el al menos un
anticuerpo de dominio simple dirigido contra una proteina sérica esta dirigido contra albimina sérica.

Polipéptido anti-TNF-alfa segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y 6, en el que los anticuerpos de
dominio simple del polipéptido anti-TNF-alfa que se dirigen contra TNF-alfa son de la misma secuencia.

Polipéptido anti-TNF-alfa segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que al menos un anticuerpo
de dominio simple es un VHH de camélido humanizado.

Acido nucleico que codifica para un polipéptido anti-TNF-alfa seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

Polipéptido anti-TNF-alfa segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, o acido nucleico segun la
reivindicacion 9, para su uso en un método para tratar y/o prevenir y/o aliviar trastornos relacionados con
procesos inflamatorios.

Polipéptido anti-TNF-alfa o acido nucleico para su uso segun la reivindicacion 10, en donde dichos
trastornos son cualquiera de inflamacién, artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa,
sindrome inflamatorio del intestino, esclerosis multiple, enfermedad de Addison, hepatitis autoinmunitaria,
parotiditis autoinmunitaria, diabetes tipo 1, epididimitis, glomerulonefritis, enfermedad de Graves, sindrome
de Guillain-Barre, enfermedad de Hashimoto, anemia hemolitica, lupus eritematoso sistémico, esterilidad
masculina, miastenia grave, pénfigo, psoriasis, fiebre reumatica, sarcoidosis, esclerodermia, sindrome de
Sjogren, espondiloartropatias, tiroiditis y vasculitis.

Composicion que comprende un acido nucleico segun la reivindicacion 9 o un polipéptido anti-TNF-alfa
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segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, y un vehiculo farmacéutico adecuado.
Uso de un polipéptido anti-TNF-alfa segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o un acido nucleico

segun la reivindicacion 9, o una composicidon segun la reivindicacion 12, para la preparacion de un
medicamento para tratar y/o prevenir y/o aliviar trastornos relacionados con procesos inflamatorios.
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FR1

CDR1 FR2

QVOLODSGEGLVQAGGSLRLSCAVSGR TFSAHS--VYTMG WFRQAPGKEREFVA
OVOLOESGGCELVORGESLRLSCARSGR TFSDHSGYTYTIC WFRQAPGKEREEVA
OVOLOBSGEGLVOPGESLRLECATSGF DFS——VSWMY—-- WYRQAPGKGLEWVS
OVOLOESGGGLVQPGGSLRLSCATSGF TFS--DYWMY~~- WYRQAPGKGLEWVS
QVOLOESGGGLVOPGGSLRLSCAASGE EFE~-NHWMY~—-~ WVRQAPGKGLEWVS

QVOLOESGGELVOPGCESLELSCAASGE IFRVNA-———-ME WYRQVPGNQREFVA

khhkd Thhkddddk Fhaokkrbed ik k3 & FR b *
CDR2 FRZ

RIYWSSANTYYADSVKG RFTISRDNAKNTVDLLMNSLKEEDTAVYYCAA

RIYWSSGNTYYADSVEG
EINTNGLITRKYVDSVEG
TVNINGLITRYADSVKG
TVNINCLITRYADSVEG
~IITSGDNLNYIADAVEG

L

CDR3

RFAISRDIAKNTVDLTMNNLEPEDTAVYYCAA
RFTISRDONAKNTLYLQMDSLIPEDTALYYCAR
RFTISRDNAKYTLYLOMNSLKSEDTAVYYCTH
RETISRONAKYTLYLOMNSLEKSEDTAVYYCTE
RFTISTDNVERTVYLOQMNVIKPEDTAVYYCHA

k& Fk ok " L * dkhchw ok

FR4 Bisagra

RDEIPTSRTVESYNY WEQGTQVTVSS EPKTPKPOP
RDGIPTSRSVESYNY WGQGETQVTVSS EPKTPKPOP
————————— SPSGSF RGQGTOVTVSS EPKTPKPQOP
~VVPPYSDDERTNAD WEQGTQVTVSS EPKTPKPOP
—VLPPYSDDSRTNAD WEOGTQOVTVSS EPKTPKEDP
~~ILQTSRWSIPSNY WEQGTQVTVSS EPKTPKPQP

hkdkkkwdbtdd FEdwhkdesd

Figura 1
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Respuesta de ELISA en TNF
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FR1 CDRL FR2
VHEHEm3F OVOLODSGEECLVOAGGSLELSCARSES THFSSITMA WFROAPGEEREDVEL
VHAZm AR OVOLODESAGELVIAGGESLRLECEVIEEL SFEGYTHNGE WFROAPOXEIEFALD
VHHEm SR EVQLVESGGELVOAGESLRLACARSGE TLOSYITE WFROQAPCGKEREFVGE
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CDR3 FRA Bisagra
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Figura 9
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Ensayo de citotoxicidad
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Modelo de colitis crénica inducida por DSS
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