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DESCRIPCION
Anticuerpos estables y solubles
Campo de la invencion

La invencion se refiere a métodos para reducir la propension a la agregacion de los anticuerpos y a anticuerpos que
se modifican para reducir la propensién a la agregacion. La invencién también se refiere a anticuerpos que se unen
al factor de necrosis tumoral alfa (TNFa). En particular, la invencion se refiere a anticuerpos estables y solubles que
comprenden una modificacidon reductora de la agregacion, incluyendo anticuerpos scFv y fragmentos Fab, que
comprenden secuencias especificas de cadena ligera y cadena pesada que se optimizan conferirles estabilidad,
solubilidad y baja inmunogenicidad. Ademas, la invencién se refiere a métodos para el diagnostico y/o tratamiento de
trastornos mediados por TNF.

Antecedentes de la invencion

El factor de necrosis tumoral alfa (TNFa, también conocido como caquectina), es una citocina de mamifero de origen
natural producida por diversos tipos celulares, incluyendo monocitos y macréfagos en respuesta a endotoxinas u
otros estimulos. TNFa es un mediador principal de las reacciones inflamatorias, inmunoldgicas y patofisioldgicas
(Grell, M., et al. (1995), Cell, 83: 793-802).

El TNFa soluble se forma por la escisién de una proteina transmembrana precursora (Kriegler, et al. (1988) Cell 53:
45-53) y los polipéptidos de 17 kDa secretados se ensamblan formando complejos de homotrimero solubles (Smith,
et al. (1987) J. Biol. Chem. 262: 6951-6954; para una revision del TNFa, véase Butler et al. (1986), Nature 320:584;
Old (1986), Science 230:630). Después, estos complejos entonces se unen a receptores encontrados en una
diversidad de células. La unién produce una serie de efectos proinflamatorios, incluyendo (i) liberacion de otras
citocinas proinflamatorias tales como interleucina (IL)-6, IL-8 e IL-1, (ii) liberacion de metaloproteinasas de matriz y
(iii) regulacion positiva de la expresion de moléculas de adhesion endoteliales, amplificando adicionalmente la
cascada inflamatoria e inmunitaria mediante la atraccion de leucocitos a tejidos extravasculares.

Un gran namero de trastornos esta asociado con niveles elevados de TNFa, muchos de ellos con una importancia
médica significativa. Se ha demostrado que el TNFa esta regulado positivamente en una serie de enfermedades
humanas, incluyendo enfermedades crénicas tales como artritis reumatoide (RA), trastornos inflamatorios del
intestino, incluyendo enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa, septicemia, insuficiencia cardiaca congestiva, asma
bronquial y esclerosis multiple. Los ratones transgénicos para TNFa humano producen de manera constitutiva altos
niveles de TNFa y desarrollan una poliartritis destructiva espontanea que se asemeja a la RA (Keffer et al., 1991,
EMBO J., 10, 4025-4031). Por lo tanto, el TNFa se cita como una citocina proinflamatoria.

Actualmente se reconoce al TNFa como un factor clave en la patogénesis de la RA, que es una enfermedad cronica,
progresiva y debilitante caracterizada por inflamacion y destruccion de articulaciones poliarticulares, con sintomas
sistémicos de fiebre o malestar y fatiga. La RA también da lugar a inflamacién sinovial crénica, con un progreso
frecuente hacia la destruccion del cartilago y el hueso articular. Se encuentran niveles aumentados de TNFa tanto
en el fluido sinovial como en la sangre periférica de los pacientes que padecen RA. Cuando se administran agentes
bloqueantes de TNFa a los pacientes que padecen RA, reducen la inflamacién, mejoran los sintomas y retrasan el
dafio articular (McKown et al. (1999), Arthritis Rheum. 42:1204-1208).

Fisiolégicamente, el TNFa también se asocia con la proteccion frente a infecciones concretas (Cerami et al. (1988),
Immunol. Today 9:28). El TNFa se libera por macréfagos que se han activado con lipopolisacaridos de bacterias
gramnegativas. Como tal, el TNFa parece ser un mediador enddgeno con una importancia crucial implicado en el
desarrollo y la patogénesis del choque endotdxico asociado con la septicemia bacteriana (Michie, et al. (1989), Br. J.
Surg. 76:670-671; Debets et al. (1989), Second Vienna Shock Forum, p. 463-466; Simpson et al. (1989) Crit. Care
Clin. 5: 27-47; Waage et al. (1987), Lancet 1: 355-357; Hammerle et al. (1989) Second Vienna Shock Forum p. 715-
718; Debets et al. (1989), Crit. Care Med. 17:489-497; Calandra et al. (1990), J. Infect. Dis. 161:982-987; Revhaug et
al. (1988), Arch. Surg. 123: 162-170).

Como con otros sistemas organicos, también se ha demostrado que el TNFa desempefia un papel clave en el
sistema nervioso central, en particular en trastornos inflamatorios y autoinmunitarios del sistema nervioso,
incluyendo esclerosis multiple, sindrome de Guillain-Barre y miastenia grave y en trastornos degenerativos del
sistema nervioso, incluyendo la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de
Huntington. El TNFa también esta implicado en trastornos de sistemas relacionados de la retina y los musculos,
incluyendo la neuritis 6ptica, la degeneracion macular, la retinopatia diabética, la dermatomiositis, la esclerosis
lateral amiotrofica y la distrofia muscular, asi como lesiones del sistema nervioso central, incluyendo lesion cerebral
traumatica, lesién aguda de la médula espinal y accidente cerebrovascular.
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La hepatitis es otro trastorno inflamatorio relacionado con el TNFa que, entre otros desencadenantes, puede estar
causada por infecciones viricas, incluyendo Epstein-Barr, citomegalovirus y virus de la hepatitis A-E. La hepatitis
provoca inflamacién aguda en el higado en la region portal y lobular, seguida de fibrosis y desarrollo de tumores. El
TNFa también puede mediar la caquexia en el cancer, que provoca la mayor parte de la morbilidad y mortalidad por
cancer (Tisdale M.J. (2004), Langenbecks Arch Surg. 389:299-305).

El papel clave desempefiado por el TNFa en la inflamacion, las respuestas inmunitarias celulares y la patologia de
muchas enfermedades ha conducido a la basqueda de antagonistas de TNFa. Una clase de antagonistas de TNFa
disefiados para el tratamiento de enfermedades mediadas por TNFa son anticuerpos o fragmentos de anticuerpo
que se unen especificamente a TNFa y de este modo, bloquean su funcién. El uso de anticuerpo anti-TNFa ha
demostrado que el bloqueo del TNFa puede revertir los efectos atribuidos al TNFa incluyendo reducciones de IL-1,
GM-CSF, IL-6, IL-8, moléculas de adhesion y destruccion de tejidos (Feldmann et al. (1997), Adv. Immunol.
1997:283-350). Entre los inhibidores especificos de TNFa que se han comercializado recientemente incluyen un
anticuerpo monoclonal quimérico de ratdn-humano dirigido contra TNFa (infliximab, Remicade™; Centocor
Corporation/Johnson & Johnson) ha demostrado eficacia clinica en el tratamiento de la RA y la enfermedad de
Crohn. A pesar de estos avances, sigue habiendo necesidad de formas de anticuerpos nuevas y eficaces o de otros
anticuerpos para el tratamiento de trastornos asociados con el TNFaq, tales como la RA. En particular, hay una
necesidad urgente de anticuerpos con propiedades funcionales 6ptimas para el tratamiento eficaz y continuo de la
artritis y otros trastornos mediados por TNFa.

Sumario de la invencion

La invencion proporciona anticuerpos que comprenden al menos una mutacion reductora de la agregacion y
métodos para producir dichos anticuerpos.

En un aspecto, la invencion proporciona un método para reducir la propension a la agregacion de un anticuerpo,
comprendiendo método introducir una o mas mutaciones reductoras de la agregacion en una posicion de resto que
participa en la interfaz entre la cadena ligera variable y la cadena pesada variable de un anticuerpo, en donde la
sustitucion reduce la energia libre entre la cadena ligera variable y la cadena pesada variable en al menos 0,5
kcal/mol, reduciendo de este modo la propensién a la agregacion del anticuerpo modificado en comparacion con el
de un anticuerpo parental que carece de las modificaciones reductoras de la agregacion.

En un aspecto, un método de la invencion comprende introducir una o mas sustituciones de aminoacidos en la
interfaz de una cadena ligera variable (VL) y una cadena pesada variable (VH) del anticuerpo, en donde las una o
mas sustituciones estan en posiciones de restos seleccionadas para reducir la energia libre entre la VL y la VH en al
menos un 10%, reduciendo de este modo la propension a la agregacion del anticuerpo en comparaciéon con un
anticuerpo parental. En un aspecto particular, la secuencia de la cadena ligera variable del anticuerpo tiene al menos
un 65% de identidad respecto de la secuencia de SEQ ID NO: 1. En otros aspectos, la cadena pesada variable tiene
por al menos un 85% de identidad respecto de la secuencia de SEQ ID NO:3 o la secuencia de SEQ ID NO: 4.

En determinados aspectos, un método de la invencién comprende modificar el resto en la posicién AHo 50 y/o el
resto en la posicion AHo 47 en la cadena ligera variable de un anticuerpo, reduciendo de este modo la propensién a
la agregacion del anticuerpo en comparacién con un anticuerpo parental. En otros aspectos, el método de la
invencion comprende ademas maodificar restos en la posicion AHo 12, 103 y 144 de la cadena pesada variable.

La invencion también proporciona anticuerpos que tienen propension a la agregacion reducida que comprenden una
0 mas modificaciones reductoras de agregacion. En determinados aspectos, un anticuerpo de la invencién es un
fragmento Fab, Fab’, F(ab)2’, un Fv monocatenario (scFv), un Fv o un anticuerpo lineal. En otros aspectos, la
invencién proporciona una molécula biespecifica o bivalente que comprende un anticuerpo de la invencion.

En otros aspectos, la modificacion reductora de la agregacion se encuentra en la posicion AHo 50 de la cadena
ligera variable. En un aspecto particular, la modificacion reductora de la agregacion comprende una arginina (R) en
la posicion AHo 50 de la cadena ligera variable. En otro aspecto mas, la modificacion reductora de la agregacion
comprende una sustitucion de lisina (K) por arginina (R) en la posicion AHo 50 de la cadena ligera variable.

En otros aspectos mas, la modificacion reductora de la agregacion se encuentra en la posicién AHo 47 de la cadena
ligera variable. En un aspecto particular, la modificacion reductora de la agregacion comprende una arginina (R) en
la posicion AHo 47 de la cadena ligera variable. En otro aspecto mas, la modificacion reductora de la agregacion
comprende una sustitucion de lisina (K) por arginina (R) en la posicién AHo 47 de la cadena ligera variable.

La invencién también proporciona anticuerpos estables y solubles especificos para TNFa, los cuales comprenden
secuencias especificas de cadena ligera y cadena pesada que se optimizan para conferirles estabilidad, solubilidad,
unién in vitro o in vivo de TNFa y baja inmunogenicidad. Dichos anticuerpos estan disefiados para el diagnéstico y/o
tratamiento de trastornos mediados por TNFa. También se divulgan los acidos nucleicos, los vectores y las células
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hospedadoras para la expresion de los anticuerpos recombinantes, las cadenas ligeras variables y las cadenas
pesadas variables de la invencién, métodos para aislarlos y el uso de dichos anticuerpos en medicina.

La invencion también proporciona métodos para tratar un trastorno mediado por TNFa, que comprende administrar a
un sujeto que lo necesite la composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo anti-TNFa de la invencion. En
determinados aspectos, el trastorno mediado por TNFa es un trastorno ocular seleccionado entre el grupo que
consiste en uveitis, enfermedad de Behget, retinitis, ojo seco, glaucoma, sindrome de Sjogren, neuropatia diabética,
escleritis, degeneracién macular asociada con la edad y queratitis.

Las realizaciones especificas de la invencién seran evidentes a partir de la siguiente descripcion mas detallada de
determinadas realizaciones preferidas y las reivindicaciones.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 muestra cuervas de titulaciébn de posiciones de restos VL47 (lineas continuas) y VL50 (lineas
discontinuas) en dos moléculas scFv diferentes, 34rFW1.4 (en negro) y 578rFW1.4 (en gris).

La figura 2A muestra la estabilidad de 34rFW1.4 en condiciones aceleradas determinadas mediante analisis de SE-
HPLC después de 2 semanas de incubacion a 40°C y usando una concentracion de 60 mg/ml.

La figura 2B muestra la estabilidad de 34rFW1.4_VLK50R_DHP en condiciones aceleradas determinadas mediante
analisis de SE-HPLC después de 2 semanas de incubacion a 40°C y usando una concentracion de 60 mg/ml.

La figura 3A muestra la estabilidad de 34rFW1.4 en condiciones aceleradas determinadas mediante analisis de SE-
HPLC después de 2 semanas de incubacion a 40°C y usando una concentracién de 40 mg/ml.

La figura 3B muestra la estabilidad de 34rFW1.4_VLK50R_DHP en condiciones aceleradas determinadas mediante
andlisis de SE-HPLC después de 2 semanas de incubacion a 40°C y usando una concentracion de 40 mg/ml.

La figura 4A muestra la estabilidad de 34rFW1.4 en condiciones aceleradas determinadas mediante analisis de SE-
HPLC después de 2 semanas de incubacion a 40°C y usando una concentracion de 20 mg/ml.

La figura 4B muestra la estabilidad de 34rFW1.4_VLK50R_DHP en condiciones aceleradas determinadas mediante
analisis de SE-HPLC después de 2 semanas de incubacion a 40°C y usando una concentracion de 20 mg/ml.

La figura 5A muestra la estabilidad de 34rFW1.4 en condiciones aceleradas determinadas mediante analisis de SE-
HPLC después de 2 semanas de incubacion a 40°C y usando una concentracién de 60 mg/ml.

La figura 5B muestra la estabilidad de 34rFW1.4_VLKS50R en condiciones aceleradas determinadas mediante
andlisis de SE-HPLC después de 2 semanas de incubacion a 40°C y usando una concentracion de 60 mg/ml.

La figura 6A muestra la estabilidad de 34rFW1.4 en condiciones aceleradas determinadas mediante analisis de SE-
HPLC después de 2 semanas de incubacion a 40°C y usando una concentracion de 40 mg/ml.

La figura 6B muestra la estabilidad de 34rFW1.4_VLK50R en condiciones aceleradas determinadas mediante
analisis de SE-HPLC después de 2 semanas de incubacion a 40°C y usando una concentracion de 40 mg/ml.

La figura 7A muestra la estabilidad de 34rFW1.4 en condiciones aceleradas determinadas mediante analisis de SE-
HPLC después de 2 semanas de incubacion a 40°C y usando una concentracién de 20 mg/ml.

La figura 7B muestra la estabilidad de 34rFW1.4_VLKS50R en condiciones aceleradas determinadas mediante
andlisis de SE-HPLC después de 2 semanas de incubacion a 40°C y usando una concentracion de 20 mg/ml.

La figura 8A muestra la estabilidad de 34rFW1.4 en condiciones aceleradas determinadas mediante analisis de SE-
HPLC después de 2 semanas de incubacion a 40°C y usando una concentracion de 60 mg/ml.

La figura 8B muestra la estabilidad de 34rFW1.4_K47R en condiciones aceleradas determinadas mediante analisis
de SE-HPLC después de 2 semanas de incubacién a 40°C y usando una concentracion de 60 mg/ml.
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La figura 9A muestra la estabilidad de 34rFW1.4 en condiciones aceleradas determinadas mediante analisis de SE-
HPLC después de 2 semanas de incubacion a 40°C y usando una concentracién de 20 mg/ml.

La figura 9B muestra la estabilidad de 34rFW1.4_K47R en condiciones aceleradas determinadas mediante analisis
de SE-HPLC después de 2 semanas de incubacién a 40°C y usando una concentracion de 20 mg/ml.

Descripcion detallada de la invencion

Un objetivo general de la invencién es proporcionar anticuerpos estables y solubles que tienen propension reducida
a la agregacién en solucion. En una realizacion preferida, dicho anticuerpo es un anticuerpo scFv o un fragmento
Fab. Los anticuerpos de la invencion comprenden preferentemente una cadena ligera y pesada como se describe en
el presente documento.

Los aspectos particulares mostrados en el presente documento son a modo de ejemplo y tienen la finalidad
Unicamente de proporcionar una descripcion ilustrativa de las realizaciones preferidas de la presente invencion y se
presentan en la causa para proporcionar lo que se considera que es la descripcion mas util y facilimente
comprensible de los principios y los aspectos conceptuales de diversas realizaciones de la invencién. A este
respecto, no se practican intentos de mostrar mas detalladamente de lo necesario los detalles estructurales de la
invencion para la comprension fundamental de la invencion, evidenciandose para los expertos en la materia a partir
de la descripcion, conjuntamente con las figuras y/o los ejemplos cémo pueden realizarse en la practica las diversas
formas de la invencion.

A fin de facilitar la comprensién de la presente invencion, se definiran del siguiente modo ciertos términos. A lo largo
de la descripcion detallada se exponen definiciones adicionales. Se pretende que las siguientes definiciones y
explicaciones prevalezcan en cualquier construccion futura, a menos que se modifiquen clara y univocamente en los
siguientes ejemplos o cuando la aplicacion del significado haga que cualquier construccién no tenga sentido o que
esencialmente no tenga sentido. En los casos donde la construccion del término haga que no tenga sentido o
esencialmente no tenga sentido, la definicion se extraera del diccionario Webster, 32 edicién o un diccionario
conocido por los expertos en la materia, tal como el Oxford Dictionary of Biochemistry and Molecular Biology (Ed.
Anthiny Smith, Oxford Univeristy Press, Oxford, 2004).

El término “anticuerpo”, tal como se usa en el presente documento, incluye anticuerpos completos y cualquier
fragmento de union a antigeno (es decir, “porcion de unién a antigeno”, “polipéptido de uniéon a antigeno” o
“inmunoaglutinante”) o una sola cadena del mismo. Un “anticuerpo” incluye una glucoproteina que comprende al
menos dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces disulfuro o una porcion de
unién de antigeno de las mismas. Cada cadena pesada esta compuesta por una regién variable de cadena pesada
(abreviada en el presente documento como VH) y una regién constante de cadena pesada. La region constante de
cadena pesada estd compuesta por tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera esta compuesta por una
regién variable de cadena ligera (abreviada en el presente documento como VL) y una regién constante de cadena
ligera. La region constante de cadena ligera estd compuesta por un dominio CL. Las regiones VH y VL se pueden
subdividir en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de la complementariedad (CDR),
intercaladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas regiones marco (FR). Cada VH y VL esta
compuesta por tres CDR y cuatro FR, dispuestas en desde el extremo amino terminal al extremo carboxilo terminal,
en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDRS3, FRA4. Las regiones variables de las cadenas pesadas y
ligeras contienen un dominio de unién que interacta con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos
pueden mediar la unién de la inmunoglobulina a tejidos o factores del hospedador, incluyendo varias células del
sistema inmunitario (por ejemplo, células efectoras) y el primer componente (C1lq) del sistema de complemento
clasico.

La expresién “porcion de unién a antigeno” de un anticuerpo (o simplemente “porcién de anticuerpo”) se refiere a
uno o mas fragmentos de un anticuerpo que conservan la capacidad de unirse especificamente a un antigeno (por
ejemplo, TNF). Se ha demostrado que la funcién de unién a antigeno de un anticuerpo puede realizarse por
fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. Los ejemplos de fragmentos de unién abarcados dentro del
término “porcién de union a antigeno” de un anticuerpo incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente
gue consiste en los dominio VH, VL, CL y CH1, (ii) un fragmento F(ab’)z, un fragmento bivalente que comprende dos
fragmentos Fab ligados por un puente disulfuro en la region bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste en los
dominios VH y CH1; (iv) un fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH de un solo brazo de un anticuerpo;
(v) un fragmento de un solo dominio o dAb (Ward et al., (1989) Nature 341:544-546), que consiste en un dominio
VH; y (vi) una regién determinante de la complementariedad aislada (CDR) o (vii) una combinacion de dos o mas
CDR aisladas que opcionalmente se pueden juntar por medio de un enlazador sintético. Ademas, aunque los dos
dominios del fragmento Fv, VL y VH, se codifican por genes separados, se pueden juntar usando métodos
recombinantes, mediante un enlazador sintético que permite su produccion como una sola cadena de proteina en
donde las regiones VL y VH se emparejan para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv monocatenario
(scFv); véase, por ejemplo, Bird et al. (1988) Science 242:423-426; y Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85:5879-5883). Dichos anticuerpos monocatenarios también estaran abarcados dentro del término “porcién de unién
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a antigeno” de un anticuerpo. Estos fragmentos de anticuerpo se obtienen usando técnicas convencionales
conocidas por los expertos en la materia y los fragmentos se seleccionan respecto de su utilidad del mismo modo
gue con los anticuerpos intactos. Las porciones de unién a antigeno pueden producirse mediante técnicas de ADN
recombinante o mediante escisién enzimatica o quimica de inmunoglobulinas intactas. Los anticuerpos pueden ser
de diferente isotipo, por ejemplo, un anticuerpo de IgG (por ejemplo, un subtipo IgG1, 1gG2, 1gG3 o IgG4), IgA1l,
IgA2, IgD, IgE o IgM.

La expresion “regiones marco” se refiere a las partes reconocidas en la técnica de una regién variable de anticuerpo
que existen entre las regiones CDR, mas divergentes. Dichas regiones marco se citan normalmente como regiones
marco 1 a 4 (FR1, FR2, FR3 y FR4) y proporcionan un armazén para sostener, en el espacio tridimensional, las CDR
encontradas en una region variable de cadena pesada o de cadena ligera de un anticuerpo, de tal forma que las
CDR pueden formar una superficie de uniéon a antigeno. Dichas regiones marco también pueden citarse como
armazones, ya que proporcionan soporte para la presentacion de las CDR, mas divergentes. Pueden usarse como
regiones de union a antigeno otras CDR y regiones marco de la superfamilia de las inmunoglobulinas, tales como las
repeticiones de anquirina y fibronectina (véanse también, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos n.°
6.300.064, 6.815.540 y la Publicacion de Patente de los Estados Unidos n.° 20040132028).

El término “epitopo” o “determinante antigénico” se refiere a un sitio en un antigeno al cual se une especificamente
una inmunoglobulina o anticuerpo (por ejemplo, TNF). Un epitopo incluye tipicamente al menos 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14 o 15 aminoéacidos en una conformacion espacial Unica. Véase, por ejemplo, Epitope Mapping
Protocols in Methods in Molecular Biology, vol. 66, G. E. Morris, Ed. (1996).

Las expresiones “union especifica”, “union selectiva”, “se une de manera selectiva” y “se une de manera especifica”
se refieren a la unién de un anticuerpo a un epitopo en un antigeno predeterminado. Tipicamente, el anticuerpo se
une con una afinidad (Ko) de aproximadamente menos de 107 M, tal como de aproximadamente menos de 108 M,
10°M o 101°M o incluso menor, como se determina usando tecnologia de resonancia de plasmones superficiales
(SPR) en un instrumento BIACORE.

El término “Kp” se refiere a la constante de equilibrio de disociacion de una interaccion particular de anticuerpo-
antigeno. En determinadas realizaciones, algunos anticuerpos de la invencion se unen a TNF con una constante de
equilibrio de disociacion (Ko) de menos de aproximadamente 107 M, tal como de menos de aproximadamente 108
M, 10° M o 101° M o incluso menos, por ejemplo, como se determina usando tecnologia de resonancia de
plasmones superficiales (SPR) en un instrumento BIACORE.

Tal como se usa en el presente documento, “identidad” se refiere a la comparacion de secuencia entre dos
polipéptidos, moléculas o entre dos acidos nucleicos. Cuando una posicion en las dos secuencias comparadas esta
ocupada por la misma subunidad monomérica de base o aminoacido (por ejemplo, si una posicién en cada una de
las dos moléculas de ADN esta ocupada por adenina o una posicién en cada uno de los dos polipéptidos esta
ocupada por una lisina), entonces las moléculas respectivas son idénticas en esa posicién. El “porcentaje de
identidad” entre dos secuencias es una funcién del numero de posiciones coincidentes compartidas por las dos
secuencias, dividido entre el nimero de posiciones comparadas x 100. Por ejemplo, si 6 de 10 de las posiciones en
dos secuencias coinciden, las dos secuencias tienen 60% de identidad. A modo de ejemplo, las secuencias de ADN
CTGACT y CAGGTT comparten un 50% de identidad (3 de las 6 posiciones totales son coincidentes). Por lo
general, se hace una comparacion cuando dos secuencias se alinean para dar maxima identidad. Dicha alineacién
puede proporcionarse usando, por ejemplo, el método de Needleman et al. (1970) J. Mol. Biol. 48: 443-453,
implementado de manera conveniente por programas de computacion, tales como el programa Align (DNAstar, Inc.).
El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacido también se puede determinar usando el algoritmo de
E. Meyers y W. Miller (Comput. Appl. Biosci. 4:11-17 (1998)) que se ha incorporado en el programa ALIGN (version
2.0), usando una tabla de ponderacion de restos PAM120, una penalizacion por longitud de hueco de 12 y una
penalizacién por hueco 4. Ademas, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacido se puede
determinar usando el algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 48:444-453 (1970)) que se ha incorporado en
el programa GAP en el paquete de software GCG (disponible en www.gcg.com), usando una matriz Blossum 62 o
una matriz PAM250 y una ponderacion por hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y una ponderacién por longitud de 1, 2,
3,4,506.

Secuencias “similares” son aquellas que, cuando se alinean, comparten restos de aminoacido idénticos y similares,
en donde los restos similares son sustituciones conservadoras para restos de aminoacido correspondientes en una
secuencia de referencia alineada. A este respecto, una “sustitucion conservadora” de un resto en una secuencia de
referencia es una sustitucion por un resto que es fisica o funcionalmente similar al resto de referencia
correspondiente, por ejemplo, que tiene un tamafio, forma, carga eléctrica o propiedades quimicas similares,
incluyendo la capacidad para formar enlaces covalentes o de hidrégeno o similares. Por lo tanto, una secuencia
“modificada con sustituciones conservadoras” es una que difiere de una secuencia de referencia o una secuencia de
tipo silvestre en que estan presentes una 0 mas sustituciones conservadoras. El “porcentaje de similitud” entre dos
secuencias es una funcion del nimero de posiciones que contienen restos coincidentes o sustituciones
conservadoras compartidas por las dos secuencias, dividido entre el nimero de posiciones comparadas x 100. Por
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ejemplo, si 6 de 10 de las posiciones en dos secuencias son coincidentes y 2 de 10 posiciones contienen
sustituciones conservadoras, entonces las dos secuencias tienen un 80% de similitud positiva.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “modificaciones de secuencia conservadoras” pretende
hacer referencia a modificaciones de aminoacidos que no afectan o alteran de manera negativa las caracteristicas
de union del anticuerpo que contiene la secuencia de aminoacido. Dichas modificaciones de secuencia
conservadoras incluyen sustituciones, adiciones y eliminaciones de nucleétidos y aminoacidos. Por ejemplo, se
pueden introducir modificaciones por técnicas estandar conocidas en la técnica, tales como mutagénesis de sitio
dirigido y mutagénesis mediada por PCR. Las sustituciones de aminoacido conservadoras incluyen aquellas en
donde el resto de aminoacido se reemplaza por un resto de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. Estas
familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas
laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutdmico), cadenas laterales polares no cargadas (por ejemplo,
glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina, triptéfano), cadenas laterales no polares (por
ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina), cadenas laterales beta-ramificadas (por
ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano,
histidina). Por lo tanto, un resto de aminoacido no esencial predicho en un anticuerpo particular preferentemente se
reemplaza con otro resto de aminoacido de la misma familia de cadena lateral. Los métodos para identificar
sustituciones conservadoras de nucle6tidos y aminoacidos que no eliminan la unién a antigeno son bien conocidos
en la técnica (véase, por ejemplo, Brummell et al., Biochem. 32:1180-1187 (1993); Kobayashi et al. Protein Eng.
12(10):879-884 (1999); y Burks et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:412-417 (1997)).

“Secuencia de aminoacido consenso”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una secuencia de
aminoacidos que se puede generar usando una matriz de al menos dos y preferentemente mas secuencias de
aminoacido alineadas y permitiendo huecos en la alineacion, de modo que es posible determinar el resto de
aminoacido mas frecuente en cada posicién. La secuencia consenso es aquella secuencia que comprende los
aminoacidos que estan representados con mas frecuencia en cada posicién. En el caso de que los dos o mas
aminoacidos estén representados de manera igual en una sola posicién, la secuencia consenso incluye ambos o
todos de aquellos aminoacidos.

La secuencia de aminoacido de una proteina se puede analizar a varios niveles. Por ejemplo, se puede exhibir la
conservacion o variabilidad a nivel de un solo resto, a nivel de mdltiples restos, de mltiples restos con huecos, etc.
Los restos pueden exhibir conservacion del resto idéntico o se pueden conservar al nivel de clase. Los ejemplos de
clases de aminoacido incluyen grupos R polares, pero no cargados (serina, treonina, asparagina y glutamina);
grupos R cargados positivamente (lisina, arginina e histidina); grupos R cargados negativamente (acido glutamico y
acido aspartico); grupos R hidréfobos (alanina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, triptéfano, valina y
tirosina); y aminoacidos especiales (cisteina, glicina y prolina). Otras clases son conocidas para un experto en la
materia y se pueden definir usando determinaciones estructurales u otros datos para evaluar la capacidad de
sustitucion. En este sentido, un aminoacido sustituible puede referirse a cualquier aminoacido que se puede sustituir
y mantener una conservacion funcional en esa posicion.

Sin embargo, se reconocera que puede variar el grado de las propiedades biofisicas de los aminoacidos de la misma
clase. Por ejemplo, se reconocera que ciertos grupos R hidréfobos (por ejemplo, alanina, serina o treonina) son mas
hidréfilos (es decir, de mayor hidrofilia o menor hidrofobia) que otros grupos R hidrofobos (por ejemplo, valina o
leucina). Se puede determinar la hidrofilia o hidrofobia relativa usando métodos reconocidos en la técnica (véase,
por ejemplo, Rose et al., Science, 229: 834-838 (1985) y Cornette et al., J. Mol. Biol., 195: 659-685 (1987)).

Tal como se usa en el presente documento, cuando una secuencia de aminoacido se alinea (por ejemplo, una
primera secuencia de VH o VL) con una o mas secuencias de aminoacido adicionales (por ejemplo, una 0 mas
secuencias de VH o VL en una base de datos), puede compararse una posicién de aminoacido en una secuencia
(por ejemplo, la primera secuencia de VH o VL) con una “posicion correspondiente” en la una o mas secuencias de
aminoacido adicionales. Tal como se usa en el presente documento, la “posicidon correspondiente” representa la
posicion equivalente en las secuencias que se estan comparando cuando las secuencias se alinean de manera
Optima, es decir, cuando las secuencias se alinean para lograr el mayor grado de porcentaje de identidad o de
porcentaje de similitud.

La expresion “molécula de acido nucleico” se refiere a moléculas de ADN y a moléculas de ARN. Una molécula de
acido nucleico puede ser monocatenaria o bicatenaria, pero preferentemente es ADN bicatenario. Un &cido nucleico
se “une operativamente” cuando se coloca en una relacion funcional con otra secuencia de acido nucleico. Por
ejemplo, un promotor o potenciador se une operativamente a una secuencia codificante si afecta a la transcripcién
de la secuencia. En determinadas realizaciones, la invencion proporciona moléculas de acido nucleico aisladas que
codifican un anticuerpo de la invencién, una cadena ligera variable de la invencién y/o una cadena pesada variable
de la invencién. En determinadas realizaciones, una molécula de acido nucleico de la invencion codifica: un
polipéptido que comprende una region variable de cadena ligera que tiene al menos un 97% de identidad respecto
de SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 14; un polipéptido que comprende una region variable de cadena pesada que tiene
al menos un 95% de identidad respecto de SEQ ID NO: 5; o un anticuerpo que tiene al menos un 96% de identidad
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respecto de SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 17.

El término “vector” se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de transportar otro acido nucleico al cual se ha
unido. Un tipo de vector es un “plasmido”, que se refiere a un bucle de ADN bicatenario circular en donde se pueden
unir segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es un vector virico, en donde pueden ligarse segmentos de
ADN adicionales en el genoma virico. Determinados vectores son capaces de replicarse de manera autbnoma en
una célula hospedadora en donde se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen de
replicacién bacteriano y vectores de mamifero episémicos). Otros vectores (por ejemplo, vectores de mamifero no
episémicos) se pueden integrar en el genoma de una célula hospedadora al introducir en la célula hospedadora, y
por tanto se replican junto con el genoma hospedador.

El término “célula hospedadora” se refiere a una célula en donde se ha introducido un vector de expresién. Las
células hospedadoras pueden incluir células bacterianas, microbianas, vegetales o animales. Las bacterias, que son
susceptibles a transformacién, incluyen miembros de las enterobacteriaceae, tales como cepas de Escherichia coli o
Salmonella; Bacillaceae, tales como Bacillus subtilis; Pneumococcus; Streptococcus; y Haemophilus influenzae. Los
microbios adecuados incluyen Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris. Las lineas celulares hospedadoras
animales adecuadas incluyen CHO (lineas de ovario de hamster chino) y células NSO.

Los términos “tratar”, “tratando” y “tratamiento” se refieren a medidas terapéuticas o preventivas descritas en el
presente documento. Los métodos de “tratamiento” emplean administracion a un sujeto, que necesita dicho
tratamiento, un anticuerpo de la presente invencion, por ejemplo, un sujeto que tiene un trastorno mediado por TNFa
0 un sujeto que en ultima instancia puede adquirir dicho trastorno, a fin de prevenir, curar, retrasar, reducir la
gravedad o mejorar uno o0 mas sintomas del trastorno o trastorno recurrente o a fin de prolongar la supervivencia de
un sujeto mas alla de lo que se espera en ausencia de dicho tratamiento.

La expresion “trastorno mediado por TNF” por lo general se refiere a estados y/o sintomas de enfermedad asociados
con el TNF, incluyendo cualquier trastorno, el comienzo, progreso o la persistencia de los sintomas que requieren la
participacion del TNF. Los ejemplos de trastornos mediados por TNF incluyen, pero sin limitacién, degeneracion
macular relacionada con la edad, glaucoma neovascular, retinopatia diabética, retinopatia del prematuro, fibroplasia
retrolental, carcinomas de mama, carcinomas de pulmén, carcinomas gastricos, carcinomas de esoéfago, carcinomas
colorrectales, carcinomas de higado, carcinomas de ovario, tecomas, arrenoblastomas, carcinomas de cuello de
Utero, carcinoma del endometrio, hiperplasia del endometrio, endometriosis, fibrosarcomas, coriocarcinoma, cancer
de cabeza y cuello, carcinoma de nasofaringe, carcinomas de laringe, hepatoblastoma, sarcoma de Kaposi,
melanoma, carcinomas de piel, hemangioma, hemangioma cavernosa, hemangioblastoma, carcinomas de pancreas,
retinoblastoma, astrocitoma, glioblastoma, Schwannoma, oligodendroglioma, meduloblastoma, neuroblastomas,
rhabdomiosarcoma, sarcoma osteogénico, leiomiosarcomas, carcinomas del tracto urinario, carcinomas de tiroides,
tumor de Wilm, carcinoma de células renales, carcinoma de préstata, proliferacion vascular anormal asociada con
facomatosas, edema (tal como aquella asociada con tumores cerebrales), sindrome de Meigs, artritis reumatoide,
psoriasis y ateroesclerosis. Los trastornos mediados por TNF también incluyen ojo seco y afecciones inflamatorias
relacionadas con TNFaq, tales como inflamacion ocular, conjuntivitis alérgica, dermatitis, rinitis y asma, por ejemplo, e
incluyen aquellos cambios celulares que resultan de la actividad de TNFa que conduce directa o indirectamente a la
afeccion inflamatoria relacionada con TNFa. Ademas, los trastornos mediados por TNF también incluyen
angiogénesis ocular, enfermedad de Behget, retinitis, glaucoma, sindrome de Sjorgen, neuropatia diabética,
escleritis, queratitis y uveitis.

La expresion “dosis eficaz” o “dosificacion eficaz” se refiere a una cantidad suficiente para lograr o al menos
parcialmente lograr el efecto deseado. La expresion “dosis terapéuticamente eficaz” se define como una cantidad
suficiente para curar o al menos parcialmente detener la enfermedad y sus complicaciones en un paciente que ya
sufre de la enfermedad. Las cantidades eficaces para este uso dependeran de la gravedad del trastorno siendo
tratado y el estado general del sistema inmunitario propio del paciente.

El término “sujeto” se refiere a cualquier humano o animal no humano. Por ejemplo, los métodos y composiciones de
la presente invencidn se pueden usar para tratar a un sujeto con un trastorno mediado por TNF.

Los sistemas de numeracion usados en el presente documento para identificar posiciones de restos de aminoacidos
en regiones variables de cadena pesada y ligera corresponden al definido por A. Honegger, J.Mol.Biol. 309 (2001)
657-670 (el sistema AHo). Las tablas de conversién entre el sistema AHo y el sistema mas comidnmente usado
definido por Kabat et al. (Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta edicién,
U. S. Department of Health and Human Services, Publicacion del NIH n.° 91-3242) se proporcionan en A. Honegger,
J.Mol.Biol. 309 (2001) 657-670.

Tal como se usa en el presente documento, el término “agregacion” se refiere al proceso de
interacciones/asociaciones intermoleculares entre moléculas monoméricas en solucién liquida que da lugar a la
formacion de especies oligoméricas. Se puede evaluar la agregacion en condiciones de estrés usando estudios de
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estabilidad acelerada en una solucién concentrada. Los estudios de estabilidad acelerada estan disefiados para
aumentar la velocidad degradacion, agregacion o de modificaciones quimicas de un compuesto usando condiciones
de almacenamiento extremas. Los estudios de estabilidad acelerada, también conocidos como estudios de estrés,
se realizan normalmente a 40°C y a temperatura ambiente. Estos estudios de estabilidad proporcionan informacion
valiosa con respecto al efecto de la exposicion a condiciones ambientales fuera de las condiciones de
almacenamiento marcadas normales, también conocidas como condiciones de estrés. En la industria farmacéutica
se usan generalmente soluciones con alta concentracién de proteina. EI comportamiento de solucién de las
proteinas a altas concentraciones puede ser notablemente diferente al predicho basandose en el analisis de la
solucidn diluida debido a la no idealidad termodindmica en estas soluciones. La no idealidad observada en estos
sistemas se relaciona con las interacciones proteina-proteina (PPI). A la hora de determinar la naturaleza general y
el alcance de estas PPI, diferentes tipos de fuerzas desempefian un papel crucial y sus contribuciones relativas se
ven afectadas por las propiedades del soluto y el disolvente. El papel de las PPI esta dirigido por estas fuerzas
intermoleculares para regir las caracteristicas en solucién, incluyendo la estabilidad fisica y la auto-asociacién y la
agregacion de proteinas. Las soluciones concentradas son aquellas soluciones donde las PPI afectan a las
proteinas en solucién aumentando la tasa de oligomerizacién. Una solucion concentrada puede tener, por ejemplo,
una concentracion de proteina de al menos 10 mg/ml.

Los productos solubles de este proceso pueden detectarse con métodos analiticos, tales como SE-HPLC. La
expresion “modificacion reductora de la agregacién”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una
modificacién, tal como una sustitucion de aminoacidos, que reduce la propensién de un anticuerpo a la agregacion
en una solucion liquida en comparacion con un anticuerpo parental, tal como se describe en el presente documento.
Un anticuerpo “parental” es un anticuerpo que comprende en esencia la misma secuencia que el anticuerpo
correspondiente que tiene modificaciones reductoras de la agregacion. Por ejemplo, el anticuerpo parental puede
tener las mismas CDR que el anticuerpo modificado y pueden tener exactamente la misma secuencia que el
anticuerpo modificado, excepto para los restos en la posicion AHo 47 y/o 50 en la secuencia de cadena ligera
variable y puede diferir ademas en las posiciones AHo 12, 103 y 144 en la secuencia de cadena pesada variable.
También pueden estar presentes otras diferencias, siempre y cuando el anticuerpo parental no contenga las
modificaciones reductoras de la agregacion presentes en el anticuerpo modificado de acuerdo con un método de la
invencion.

El término “interfaz” tal como se usa en el presente documento se refiere a la interaccién entre los dos dominios
variables (dominios variables pesados y ligeros) de un anticuerpo. La interfaz incluye los restos de aminoacido que
participan directa o indirectamente en la interaccién entre los dominios variables. Dicha interaccion incluye, pero sin
limitacion, todas las clases de interacciones sin enlace, por ejemplo, fuerzas de van der Waals, unién de hidrégeno,
términos electroestaticos e interacciones hidréfobas entre los dos dominios.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado al cominmente entendido por un experto en la materia a la cual pertenece esta invencion.
Aunque pueden usarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento en
la practica o la prueba de la presente invencion, a continuacion, se describen métodos y materiales adecuados. En
caso de conflicto, prevalecera la presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones. Ademas, los materiales,
métodos y ejemplos son Unicamente ilustrativos y no pretenden ser limitantes.

Varios aspectos de la invencion se describen en mas detalle en las siguientes subsecciones. Se entiende que varias
realizaciones, preferencias e intervalos pueden combinarse a voluntad. Ademas, dependiendo de la realizacion
especifica, pueden no ser de aplicacion las definiciones, realizaciones o los intervalos.

En un aspecto, la presente invencion proporciona anticuerpos que se unen a TNFa y de esta manera son adecuados
para bloquear la funcién de TNFa in vivo.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos de la invencién se optimizan con modificaciones reductoras de la
agregacion en relacién con un anticuerpo parental, de tal forma que un anticuerpo de la invencién tiene una
propension reducida a la agregaciéon, en comparaciébn con un anticuerpo parental/no modificado. Dichas
modificaciones incluyen sustituciones de restos particulares que participan en la interfaz de la cadena ligera variable
(VL) y la cadena pesada variable (VH). En algunas realizaciones, la modificacion reductora de la agregacion
comprende al menos una sustitucién de aminoacidos que reduce la energia libre de la interfaz de VL-VH en
comparacion con la energia libre de la interfaz VL-VH del anticuerpo parental en una estrategia de modelado in
silico, tal como se describe en el presente documento. Dichas modificaciones incluyen sustituciones de aminoacidos
de restos concretos que contribuyen a la energia libre de la interfaz VL-VH.

En determinadas realizaciones, una maodificacion reductora de la agregacion de la invencion comprende una
sustitucion en la posiciéon AHo 50 en la cadena VH. En una realizacion, la sustitucion es una arginina (R) en la
posicion AHo 50. En otra realizacién, la arginina (R) en la posicion AHo 50 reemplaza una lisina (K).
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En otras realizaciones, una modificacion reductora de la agregacioén de la invencién comprende una sustitucion en la
posicion AHo 47 en la cadena VL. En una realizacién, la sustitucion es arginina (R) en la posicion AHo 47. En otra
realizacion, la arginina (R) en la posicion AHo 47 reemplaza una lisina (K).

El sistema de numeracion AHo se describe en detalle en Honegger, A. y Pliickthun, A. (2001) J Mol. Biol. 309:657-
670). La posicion AHo 50 en la cadena ligera variable corresponde a la posicion 42 de Kabat. La posicion AHo 47 en
la cadena ligera variable corresponde a la posiciéon 39 de Kabat. El sistema de numeracién Kabat se describe con
mas detalle en Kabat et al. (Kabat, E. A. et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta
Edicién, U. S. Department of Health and Human Services, Publicacion del NIH n.° 91-3242). Las tablas de
conversion entre el sistema AHo y el sistema mas comuUnmente usado como se define por Kabat et al. se
proporcionan en A. Honegger, J.Mol.Biol. 309 (2001) 657-670.

Las siguientes tablas de conversion se proporcionan para dos sistemas de numeracion diferentes usados para
identificar posiciones de restos de aminoacidos en regiones variables de cadena pesada y ligera. El sistema de
numeracion Kabat se describe con mas detalle en Kabat et al. (Kabat, E. A. et al. (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Quinta Edicion, U. S. Department of Health and Human Services, Publicacion del NIH n.° 91-
3242). El sistema de numeracién AHo se describe con mas detalle en Honegger, A y Plickthun, A. (2001) J. Mol.
Biol. 309:657-670.

Numeracién de regién variable de cadena pesada

Tabla 1: Tabla de conversion para las posiciones de restos en el dominio variable de cadena pesada

Kabat AHo Kabat AHo Kabat AHo
1 1 44 51 87 101
2 2 45 52 88 102
3 3 46 53 89 103
4 4 47 54 90 104
5 5 48 55 91 105
6 6 49 56 92 106
7 7 50 57 93 107
* 8 51 58 94 108
8 9 52 59 95 109
9 10 52a 60 96 110
10 11 52b 61 97 111
11 12 52c 62 98 112
12 13 * 63 99 113
13 14 53 64 100 114
14 15 54 65 100a 115
15 16 55 66 100b 116
16 17 56 67 100c 117
17 18 57 68 100d 118
18 19 58 69 100e 119
19 20 59 70 100f 120
20 21 60 71 100g 121
21 22 61 72 100h 122
22 23 62 73 100i 123
23 24 63 74 * 124
24 25 64 75 * 125
25 26 65 76 * 126
26 27 66 77 * 127

* 28 67 78 * 128
27 29 68 79 * 129
28 30 69 80 * 130

10
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Kabat AHo Kabat AHo Kabat AHo
29 31 70 81 * 131
30 32 71 82 * 132
31 33 72 83 * 133
32 34 73 84 * 134
33 35 74 85 * 135
34 36 75 86 * 136
35 37 76 87 101 137
35a 38 77 88 102 138
35b 39 78 89 103 139
* 40 79 90 104 140
* 41 80 91 105 141
* 42 81 92 106 142
36 43 82 93 107 143
37 44 82a 94 108 144
38 45 82b 95 109 145
39 46 82b 96 110 146
40 47 83 97 111 147
41 48 84 98 112 148
42 49 85 99 113 149
43 50 86 100
Columna 1, posiciéon de resto en sistema de numeracién Kabat. Columna 2, nimero correspondiente en
sistema de numeracion AHo para la posicién indicada en la columna 1. Columna 3, posicidon de resto en
sistema de numeracion Kabat. Columna 4, nimero correspondiente en sistema de numeracion AHo para la
posicion indicada en la columna 3. Columna 5, posicion de resto en sistema de numeraciéon Kabat. Columna
6, nimero correspondiente en sistema de numeracién AHo para la posicion indicada en la columna 5.

Numeracién de regién variable de cadena ligera

Tabla 2: Tabla de conversion para las posiciones de restos en el dominio variable de cadena ligera

Kabat AHo Kabat AHo Kabat AHo
1 1 43 51 83 101
2 2 44 52 84 102
3 3 45 53 85 103
4 4 46 54 86 104
5 5 47 55 87 105
6 6 48 56 88 106
7 7 49 57 89 107
8 8 50 58 90 108
9 9 * 59 91 109
10 10 * 60 92 110
11 11 * 61 93 111
12 12 * 62 94 112
13 13 * 63 95 113
14 14 * 64 95a 114
15 15 * 65 95b 115
16 16 * 66 95¢c 116
17 17 51 67 95d 117
18 18 52 68 95e 118
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Kabat AHo Kabat AHo Kabat AHo
19 19 53 69 95f 119
20 20 54 70 * 120
21 21 55 71 * 121
22 22 56 72 * 122
23 23 57 73 * 123
24 24 58 74 * 124
25 25 59 75 * 125
26 26 60 76 * 126
27 27 61 77 * 127
* 28 62 78 * 128
27a 29 63 79 * 129
27b 30 64 80 * 130
27c 31 65 81 * 131
27d 32 66 82 * 132
27e 33 67 83 * 133
27f 34 68 84 * 134
* 35 * 85 * 135
28 36 * 86 * 136
29 37 69 87 96 137
30 38 70 88 97 138
31 39 71 89 98 139
32 40 72 90 99 140
33 41 73 91 100 141
34 42 74 92 101 142
35 43 75 93 102 143
36 44 76 94 103 144
37 45 77 95 104 145
38 46 78 96 105 146
39 47 79 97 106 147
40 48 80 98 107 148
41 49 81 99 108 149
42 50 82 100
Columna 1, posicién de resto en sistema de numeracion Kabat. Columna 2, nimero correspondiente en
sistema de numeracién AHo para la posicién indicada en la columna 1. Columna 3, posicién de resto en
sistema de numeracion Kabat. Columna 4, nimero correspondiente en sistema de numeracion AHo para la
posicion indicada en la columna 3. Columna 5, posicidn de resto en sistema de numeracién Kabat. Columna
6, nUmero correspondiente en sistema de numeracion AHo para la posicién indicada en la columna 5.

Los anticuerpos de la invencién pueden comprender modificaciones adicionales segin se desee. Por ejemplo, un
anticuerpo de la invencién puede comprender sustituciones de aminoacidos para reducir su inmunogenicidad in vivo
de acuerdo con los métodos descritos, por ejemplo, en la Solicitud de Patente de los Estados Unidos n.° 12/973.968
y/o sustituciones para potenciar la solubilidad del anticuerpo, como se describe en el documento WO 09/155725. Por
lo tanto, en una realizacion, un anticuerpo de la invencion comprende serina (S) en la posicion 12 de cadena pesada
(numeracién AHo); serina (S) o treonina (T) en la posiciéon 103 de cadena pesada (numeracion AHo) y/o serina (S) o
treonina (T) en la posicion 144 de cadena pesada (numeracion AHo). Adicionalmente, el anticuerpo puede
comprender serina (S) o treonina (T) en las posiciones 97, 98 y/o 99 de cadena pesada (numeracion AHo).
Preferentemente, el anticuerpo comprende serina (S) en la posicion 12 de cadena pesada (numeracion AHo),
treonina (T) en la posicién 103 de cadena pesada (numeracion AHo) y treonina (T) en la posicién 144 de cadena
pesada (numeracion AHo).
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En una realizacion, un anticuerpo de la invencién comprende la cadena ligera variable:

SEQ ID NO: 1:
EIVMTQSPSTLSASVGDRVIITC (X) p=1-50 WYQQOKPGRAPKLLIY (X) n=1-50
GVPSRFSGSGSGAEFTLTISSLQPDDFATYYC (X) p=1-50 FGQGTKLTVLG

En una realizacion preferida, un anticuerpo de la invencién comprende la cadena ligera variable (las CDR estan
subrayadas):

SEQ ID NO: 2:

EIVMTQSPSTLSASVGDRVIITCQSSQSVYGNIWMAWY QQOKPGRAPKLLIYQASKLA
SGVPSRFSGSGSGAEFTLTISSLOPDDFATYYCQGNEFNTGDRYAFGQGTKLTVLG

En otra realizacion, un anticuerpo de la invencion comprende la cadena pesada variable:
SEQ ID NO: 3: armazo6n de cadena pesada variable

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCTAS (X) n=1-50 WWRQAPGKGLEWVG (X) n=1-50
RETISRDTSKNTVYLQMNSLRAEDTAVYYCAR (X) n=1-59 WGQGTLVTVSS

En otra realizacion mas, un anticuerpo de la invencién comprende el armazén de cadena pesada variable
SEQ ID NO: 4:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCTVS (X) n=1-50 WWRQAPGKGLEWVG (X) p=1-50
.RETISKDTSKNTVYLQMNSLRAEDTAVYYCAR (X) n=1-50 WGQGTLVTVSS

En una realizacion preferida, el anticuerpo de la invencion comprende la cadena pesada variable (las CDR estan
subrayadas):

SEQ ID NO: 5:

EVQLVESGGGSVQPGGSLRLSCTASGFTISRSYWICWVRQAPGKGLEWVGCIYGDND
ITPLYANWAKGRFTISRDTSKNTVYLQMNSLRAEDTATYYCARLGYADYAYDLWGQG
TTVTVSS

Tal como se usa en el presente documento, los restos X son sitios de insercién de CDR. X puede ser cualquier
aminoacido de origen natural; pueden estar presentes al menos tres y hasta 50 aminoacidos.

En una realizacion, el armazon de cadena ligera variable de un anticuerpo de la invencion comprende la SEQ ID NO:
1y el armazén de cadena pesada variable comprende la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 4.

En otra realizacion, el armazén de cadena ligera variable de un anticuerpo de la invencion comprende una secuencia
gue tiene al menos un 65% de identidad, mas preferentemente al menos un 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
mas preferentemente un 99% identidad respecto de la SEQ ID NO: 1. Lo mas preferentemente, dicha secuencia
tiene una arginina (R) en la posicion AHo 50. En otra realizacion, dicha secuencia tiene una arginina (R) en la
posicion AHo 47.

En otra realizacion, el armazén de cadena pesada variable de un anticuerpo de la invencion comprende una
secuencia que tiene al menos un 80% de identidad, mas preferentemente al menos un 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, mas preferentemente un 99% de identidad respecto de la SEQ ID NO: 3.
Preferentemente, dicho anticuerpo comprende serina (S) en la posicion 12 de cadena pesada (numeraciéon AHo),
treonina (T) en la posicion 103 de cadena pesada (numeracion AHo) y treonina (T) en la posicion 144 de cadena
pesada (numeracion AHo).

En otra realizacion, el armazén de cadena ligera variable de un anticuerpo de la invencién comprende una secuencia
que tiene al menos un 97%, 98%, mas preferentemente un 99% de identidad respecto de la SEQ ID NO: 2 o la SEQ
ID NO: 4.
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En otra realizacion, el armazén de cadena pesada variable de un anticuerpo de la invencion comprende una
secuencia que tiene al menos un 95%, 96%, 97%, 98%, mas preferentemente un 99% de identidad respecto de la
SEQ ID NO: 5.

En otra realizacién, un anticuerpo de la invencion comprende una secuencia que tiene al menos un 96%, 97%, 98%,
mas preferentemente un 99% de identidad respecto de la SEQ ID NO: 10 o la SEQ ID NO: 17.

En otra realizacién, el armazon de cadena ligera variable de un anticuerpo de la invencion comprende la SEQ ID
NO: 2 o la SEQ ID NO: 14 y el armazén de cadena pesada variable comprende la SEQ ID NO: 5.

En una realizacién, los anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de la presente invencidon son anticuerpos
monocatenarios (scFv) o fragmentos Fab. En el caso de anticuerpos scFv, puede unirse un dominio VL a un dominio
VH en cualquier orientacion mediante un enlazador flexible. Un enlazador adecuado del estado de la técnica
consiste en las secuencias de aminoacido GGGGS repetidas (SEQ ID NO: 6) o variantes de las mismas. En una
realizacién preferida de la presente invencion, se usa un enlazador (GGGGS)4 (SEQ ID NO:7) o su derivado, pero
también son posibles variantes de 1-3 repeticiones (Holliger et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448).
Otros enlazadores que se pueden usar para la presente invencion se describen por Alfthan et al. (1995), Protein
Eng. 8:725-731, Choi et al. (2001), Eur. J. Immunol. 31:94-106, Hu et al. (1996), Cancer Res. 56:3055-3061,
Kipriyanov et al. (1999), J. Mol. Biol. 293:41-56 y Roovers et al. (2001), Cancer Immunol. Immunother. 50:51-59. La
distribucion puede ser VL-enlazador-VH o VH-enlazador-VL, prefiriéndose la primera orientacion. En el caso de
fragmentos Fab, los dominios variables de cadena ligera seleccionados VL se fusionan a la region constante de una
cadena de Ig kappa humana, mientras que los dominios variables de cadena pesada VH adecuados se fusionan al
primer dominio constante (N-terminal) CH1 de una IgG humano. En el extremo C-terminal, se forma un puente
disulfuro inter-cadena entre los dos dominios constantes.

Por lo tanto, en una realizacién, un anticuerpo de la invenciéon comprende la secuencia:
SEQ ID NO: 8:

EIVMTQSPSTLSASVGDRVIITC (X) n=1-50WYQQKPGRAPKLLIY (X) n=1-50
GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLOPDDFATYYC (X) n=1-50FGQGTKLTVLG
GGGGSGGGGSGGGGESGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCTAS (X) n=1-50
WVRQAPGKGLEWVG (X) n=1-50RFTISRDTSKNTVYLQMNS
LRAEDTAVYYCAR (X) n=1-50WGQGTLVTVSS

En otra realizacion, un anticuerpo de la invencion comprende la secuencia:
SEQ ID NO: 9:

EIVMTQSPSTLSASVGDRVIITC (X) no1-50WYQQRPGKAPKLLIY (X) n=1-s0
GVPSRESGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYC (X) 3-1-50FGQGTKLTVLG
GGGGSGGGGSGGGEGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCTVS (X) n=1-50
WVRQAPGKGLEWVG (X) ne1-50RETISKDTSKNTVYLOMNSLR
AEDTAVYYCAR (X) p=1-50WGQGTLVTVSS

En una realizacion preferida, un anticuerpo de la invencién comprende la secuencia:

SEQ ID NO: 10:
(34rFW1.4_VL_K50R_DHP):

EIVMTQSPSTLSASVGDRVIITCQOSSQOSVYGNIWMAWYQOKPGRAPKLLIYQASKLA
SGVPSRFSGSGSGAEFTLTISSLOQPDDFATYYCQGNENTGDRYAFGQGTKLTVLGGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGSVQPGGSLRLSCTASGETISRSYWICWVR
QAPGKGLEWVGCIYGDNDITPLYANWAKGRFTISRDTSKNTVYLQMNSLRAEDTATY
YCARLGYADYAYDLWGQGTTVTVSS
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En una realizacion, un anticuerpo de la invencién comprende la cadena ligera variable:
SEQ ID NO: 11: armazén de cadena ligera variable de FW1.4 (K127)

EIVMTQSPSTLSASVGDRVIITC (X)n=1-50 WYQQKPGKAPKLLIY (X)n=1-50
GVPSRFSGSGSGAEFTLTISSLQPDDFATYYC (X)n=1-50 FGQGTKLTVLG

En otra realizacion, un anticuerpo de la invencion comprende la cadena ligera variable:
SEQ ID NO: 12: armazén de cadena ligera variable sustituida de FW1.4

EIVMTQSPSTLSASVGDRVIITC (X)n=1-50 WYQQKPGKAPKLLIY (X)n=1-50
GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYC (X)n=1-50 FGQGTKLTVLG

En otra realizacion mas preferida, un anticuerpo de la invencion comprende la secuencia:
SEQ ID NO: 13:
EIVMTQSPSTLSASVGDRVIITC (X) n=1-50WYQQRPGKAPKLLIY (X) n=1-50
GVPSRFSGSGSGAEFTLTISSLQPDDFATYYC (X) p=1-50 FGOGTKLTVLG
En otra realizacion, un anticuerpo de la invencion comprende la cadena ligera variable (las CDR estan subrayadas):
SEQ ID NO: 14:

EIVMTQSPSTLSASVGDRVIITCQSSQSVYGNIWMAWY QQRPGKAPKLLIYQASKLA
SGVPSREFSGSGSGAEFTLTISSLQPDDFATYYCQGNFNTGDRYAFGQGTKLTVL

Por lo tanto, en una realizacién, un anticuerpo de la invencién comprende la secuencia:
SEQ ID NO: 15:

EIVMTQSPSTLSASVGDRVIITC (X) n=1-50WYQQRPGKAPKLLIY (X) n=1-50
GVPSRESGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYC (X) n=1-50FGQGTKLTVLG
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCTAS (X) ne1-50
WVRQAPGKGLEWVG (X) p=;-50RFTISRDTSKNTVYLQOMNS
LRAEDTAVYYCAR (X) n=1-50WGQGTLVTVSS

En otra realizacion, un anticuerpo de la invencion comprende la secuencia:
SEQ ID NO: 16:

EIVMTQSPSTLSASVGDRVIITC (X)n=1-50WYQQRPGKAPKLLIY (X) n=1-50
GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYC (X) n=1-50F GQGTKLTVLG
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCTVS (X)) p=1-50
WVRQAPGKGLEWVG (X) n=1-50REFTISKDTSKNTVYLQMNSLR
AEDTAVYYCAR (X) n=1-50WGQGTLVTVSS

En una realizacién, un anticuerpo de la invencién comprende la secuencia:

SEQ ID NO: 17:
(34rFW1.4_VL_K47R_DHP):
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EIVMTQSPSTLSASVGDRVIITCQSSQSVYGNIWMAWYQQRPGKAPKLLIYQASKLA
SGVPSRESGSGSGAEFTLTISSLOPDDFATYYCQGNEFNTGDRYAFGQGTKLTVLGGG
GGSGGGGSGGGEGSGGGESEVQLVESGGGSVQPGGSLRLSCTASGETISRSYWICWVR
QAPGKGLEWVGCIYGDNDITPLYANWAKGRFTISRDTSKNTVYLOMNSLRAEDTATY
YCARLGYADYAYDLWGQGTTVTVSS

En otra realizacion mas, un anticuerpo de la invencién comprende la secuencia:
SEQ ID NO: 18:
(34rFW1.4)

EIVMTQSPSTLSASVGDRVIITCQSSQSVYGNIWMAWYQOKPGKAPKLLIYQASKLA
SGVPSREFSGSGSGAEFTLTISSLOPDDFATYYCQGNEFNTGDRYAFGQGTKLTVLGGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGSVQPGGSLRLSCTASGEFTISRSYWICWVR
QAPGKGLEWVGCIYGDNDITPLYANWAKGRFTISRDTSKNTVYLOMNSLRAEDTATY
YCARLGYADYAYDLWGQGTTVTVSS

En una realizacion, la VL de un anticuerpo parental es o comprende la SEQ ID NO: 11 o la SEQ ID NO: 12 o una
secuencia que tiene al menos un 65% de identidad, mas preferentemente un 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98%, mas preferentemente un 99% respecto de la SEQ ID NO: 11 o la SEQ ID NO: 12. En otra realizacién preferida,
la VH del anticuerpo parental es o comprende la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 4 o una secuencia que tiene al
menos un 80% de identidad, mas preferentemente un 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, mas preferentemente un
99% respecto de la SEQ ID NO: 3 0 la SEQ ID NO: 4.

Un anticuerpo de la invencién que comprende una modificacion reductora de la agregacion comprende
preferentemente una o0 mas CDR de un anticuerpo de conejo. Como es sabido en la técnica, las CDR de conejo son
diferentes de las CDR de humano o roedor; pueden contener restos de cisteina que se ligan con disulfuro al
armazén o forman puentes S-S entre las CDR. Ademas, las CDR de conejo a menudo no pertenecen a cualquier
estructura candnica previamente conocida.

La presente invencion también presenta moléculas bivalentes y biespecificas que comprenden un anticuerpo anti-
TNFa, o un fragmento del mismo de la invencién. Un anticuerpo de la invencion, o porciones de unién a antigeno del
mismo, se pueden derivatizar o enlazar a otra molécula funcional, por ejemplo, otro péptido o proteina (por ejemplo,
otro anticuerpo o ligando para un receptor) para generar una molécula biespecifica que se une a al menos dos sitios
de unién o moléculas diana diferentes. El anticuerpo de la invencion se puede derivatizar o enlazar a mas de otra
molécula funcional para generar moléculas multiespecificas que se unen a mas de dos sitios de unién y/o moléculas
diana diferentes; se pretende que dichas moléculas multiespecificas también estén abarcadas por el término
“molécula biespecifica” como se usa en el presente documento. Los ejemplos no limitantes de moléculas
biespecificas incluyen un diacuerpo, un diacuerpo monocatenario y un anticuerpo en tandem, como es sabido por
los expertos en la materia.

Para crear una molécula biespecifica de la invencion, puede unirse funcionalmente un anticuerpo de la invencion
(por ejemplo, por acoplamiento quimico, fusién genética, asociacion no covalente u otros) a una o mas moléculas de
union diferentes, tales como otro anticuerpo, fragmento de anticuerpo, antigenos especificos tumorales o especificos
de patégenos, péptido o mimético de unién, de modo que se obtiene como resultado una molécula biespecifica. Por
consiguiente, la presente invencién incluye moléculas biespecificas que comprenden al menos una primera molécula
de unidén que tiene especificidad por TNFa y una segunda molécula de unién que tiene especificidad por uno o mas
epitopos diana adicionales.

En una realizacion, las moléculas biespecificas de la invencion comprenden una especificidad de unién de al menos
un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo del mismo, incluyendo, por ejemplo, un Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv, o un Fv
monocatenario. El anticuerpo también puede ser un dimero de cadena ligera o cadena pesada o cualquier fragmento
minimo del mismo, tal como un Fv 0 una construccién monocatenaria como se describe en Ladner et al., Patente de
los Estados Unidos n.° 4.946.778, cuyo contenido se incorpora expresamente por referencia.

Aunque se prefieren anticuerpos monoclonales humanos, otros anticuerpos que se pueden emplear en las
moléculas biespecificas de la invencion son anticuerpos monoclonales murinos, quiméricos y humanizados.
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Las moléculas biespecificas de la presente invencion se pueden preparar conjugando las especificidades de union
constitutivas usando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, cada especificidad de unién de la molécula
biespecifica se puede generar por separado y después conjugarse entre si. Cuando las especificidades de union son
proteinas o péptidos, se puede usar una variedad de acoplamiento o agentes entrelazadores para conjugacion
covalente. Ejemplos de agentes de entrelazamiento incluyen proteina A, carbodiimida, N-succinimidil-S-acetil-
tioacetato (SATA), 5,5'-ditiobis(acido 2-nitrobenzoico) (DTNB), o-fenileno-dimaleimida (oPDM), N-succinimidil-3-(2-
piridilditio)propionato (SPDP), y 4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de sulfo-succinimidilo (sulfo-SMCC)
(véase, por ejemplo, Karpovsky et al. (1984) J. Exp. Med. 160:1686; Liu, MA et al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
82:8648). Otros métodos incluyen aquellos descritos en Paulus (1985) Behring Ins. Mitt. No. 78, 118-132; Brennan et
al. (1985) Science 229:81-83), y Glennie et al. (1987) J. Immunol. 139:2367-2375). Los agentes de conjugacién
preferidos son SATA y sulfo-SMCC, ambos disponibles de Pierce Chemical Co. (Rockford, IL).

Cuando las especificidades de unién son anticuerpos, se pueden conjugar mediante unién de sulfhidrilo, por
ejemplo, a través de las regiones bisagra C-terminales de las dos cadenas pesadas u otros sitios, ya sean de origen
natural o introducidos artificialmente. En una realizacién particularmente preferida, la regién bisagra se modifica para
contener un namero impar de restos de sulfhidrilo, preferentemente uno, antes de la conjugacion.

Como alternativa, pueden codificarse ambas especificidades de unién pueden codificar en el mismo vector y
expresarse y ensamblarse en la misma célula hospedadora. Este método es particularmente Util en los casos donde
la molécula biespecifica es una proteina de fusion mAb x mAb, mAb x Fab, Fab x F(ab’): o ligando x Fab. Una
molécula biespecifica de la invencidn puede ser una molécula monocatenaria que comprende un anticuerpo
monocatenario y un determinante de unidn o una molécula biespecifica monocatenaria que comprende dos
determinantes de union. Las moléculas biespecificas pueden comprender al menos dos moléculas monocatenarias.
Ademas, una molécula biespecifica puede ser un scFv que se une especificamente a una primera diana, en donde
la VH y VL de dicho scFv estan unidas con un enlazador flexible que comprende un dominio que proporciona unién
especifica a una segunda diana. Se describen enlazadores adecuados, por ejemplo, en la solicitud de patente
internacional WO 2010/006454. Se describen métodos para preparar moléculas biespecificas, por ejemplo, en la
Patente de los Estados Unidos n.° 5.260.203; la Patente de los Estados Unidos n.° 5.455.030; la Patente de los
Estados Unidos n.° 4.881.175; la Patente de los Estados Unidos n.° 5.132.405; la Patente de los Estados Unidos n.°
5.091.513; la Patente de los Estados Unidos n.° 5.476.786; la Patente de los Estados Unidos n.° 5.013.653; la
Patente de los Estados Unidos n.° 5.258.498; y la Patente de los Estados Unidos n.° 5.482.858.

La unién de las moléculas biespecificas a sus dianas especificas se puede confirmar, por ejemplo, por ensayo
inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA), radioinmunoensayo (RIA), andlisis FACS, bioensayo (por ejemplo,
inhibiciéon de crecimiento) o por ensayo inmunotransferencia. Cada uno de estos ensayos detecta generalmente la
presencia de complejos de proteina-anticuerpo de interés particular empleando un reactivo marcado (por ejemplo,
un anticuerpo) especifico para el complejo de interés. Por ejemplo, se pueden detectar los complejos de TNF-
anticuerpo usando, por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo ligado a enzimas que reconoce y se une
de manera especifica a los complejos de anticuerpo-TNF. Como alternativa, se pueden detectar los complejos
usando cualquiera de una variedad de inmunoensayos diferentes. Por ejemplo, el anticuerpo se puede marcar
radiactivamente y se usa en un radioinmunoensayo (RIA) (véase, por ejemplo, Weintraub, B., Principles of
Radioimmunoassays, Séptimo Curso de Entrenamiento en Técnicas de Ensayo de Radioligando, The Endocrine
Society, marzo de 1986, que se incorpora al presente documento por referencia). El is6topo radioactivo se puede
detectar por medios tales como el uso de un contador y o un contador de centelleo o por autoradiografia.

En otro aspecto, la invencion proporciona un método para producir los anticuerpos descritos en el presente
documento. Los métodos para producir anticuerpos que tienen propensién reducida a la agregacion en solucién
proporcionados en el presente documento se basan en la sorprendente observacién de que mediante la modulacién
de la interaccion del dominio de anticuerpo entre la cadena ligera y la cadena pesada, puede reducirse la propensién
a la agregacion de los anticuerpos y que pueden predecirse de manera fiable mutaciones reductoras de la
agregacion determinando la energia libre de la interfaz VL/VH, definida como la diferencia entre la energia libre del
anticuerpo (tal como un scFv) y los dominios variables individuales. Tal como se muestra en el presente documento,
pueden efectuarse sustituciones reductoras de la agregacion que modulan la interaccion del dominio de anticuerpo
reduciendo la energia libre entre los dominios variables sin afectar a la estabilidad o a la actividad de union del
anticuerpo.

En una realizacién, un método de la invencién comprende las etapas de:

(i) proporcionar un anticuerpo que comprende una cadena ligera variable (VL) y una cadena pesada variable
(VH);

(i) identificar una 0 mas posiciones de restos que participan en la interfaz entre la cadena ligera variable (VL) y la
cadena pesada variable (VH) del anticuerpo; y

(iii) modificar el anticuerpo introduciendo una sustitucion en las posiciones de restos identificadas, de modo que
las sustituciones reducen la energia libre entre los dominios VL y VH en al menos 0,5 kcal/mol, preferentemente
al menos 1,0 kcal/mol y lo mas preferentemente en al menos 2,0 kcal/mol (es decir, la energia libre entre los
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dominios de VL y VH con la sustitucion es al menos 0,5 kcal/mol menor que la energia libre entre los dominios
VL y VH correspondientes que no comprenden la sustitucion de aminoacidos), reduciendo de este modo la
propension a la agregacion del anticuerpo modificado en comparacion con la de un anticuerpo parental.

Como se indicé anteriormente, el anticuerpo puede ser, por ejemplo, un Fab, un F(ab’)2, un Fv monocatenario
(scFv), un fragmento Fv, un diacuerpo, un diacuerpo monocatenario, un anticuerpo en tandem o un anticuerpo lineal;
En una realizacién preferida, el anticuerpo es un Fv monocatenario (scFv).

En una realizacién preferida, la identificacién de la una 0 mas posiciones de restos que participan en la interfaz entre
la cadena ligera variable y la cadena pesada variable del anticuerpo (es decir, la etapa (ii)) implica la determinacién
de la energia libre entre la interfaz VL — VH. Esto se puede realizar usando programas bioinformaticos cominmente
conocidos. Un ejemplo de un programa bioinformatico adecuado es CHARMM (Chemistry at HARvard
Macromolecular Mechanics).

A fin de determinar la energia libre entre la interfaz VL — VH, tipicamente, se proporciona una presentacion
molecular atomistica completa de la proteina. La energia libre de la interfaz es la diferencia de energia entre el
anticuerpo entero que comprende ambos dominios variables VL y VH y la suma de las energias de los dominios
individuales en el contexto de un método de solvente implicito. Esto implica tres célculos de energia Unicos, (1) en la
G(a) del anticuerpo; (2) en la G(b) de la VL; y (3) en la G(c) de la VH. Por consiguiente, la energia libre de la interfaz
es

G interfaz = G(a) — G(b) — G(c)
En una realizacion, el método de solvente implicito es GBMV o PBSA como es sabido en la técnica.

La determinacién de energia libre puede comprender ademas la etapa de simular la distribucién de carga de la
proteina. Dicha distribucién de carga se puede simular basandose en las fuerzas electroestaticas o de van der
Waals.

Para determinar una modificacion adecuada, pueden elegirse para su sustitucion uno o mas restos de aminoacido
que participan en la interfaz. Por ejemplo, se genera un modelo molecular de la proteina que comprende las una o
mas sustituciones (por ejemplo, cambiando uno 0 mas restos por alanina) en las posiciones seleccionadas y se
determina la energia libre de la interfaz de la presentacion molecular sustituida. Si la energia libre de la interfaz del
modelo molecular sustituido es menor que la energia libre de la interfaz del modelo molecular inicial, se selecciona el
resto de aminoacido para su sustitucién. Dentro del contexto de CHARMmM, se pueden construir mutaciones, por
ejemplo, con el protocolo Build Mutants. Las una o mas sustituciones en el modelo molecular pueden estar en las
posiciones que son conocidas o se sospecha estan implicadas en la interfaz VL/VH.

En una realizacion, se realiza una etapa adicional de minimizacion de energia del modelo molecular que comprende
las una 0 mas sustituciones en las posiciones seleccionadas en el area aproximadamente las mutaciones. Dicha
area se puede ajustar a 10 Angstrom.

En una realizacion, una posicion de resto identificada para su sustitucién esta ocupada por un aminoacido cargado.

Un anticuerpo producido por un método de la invencién puede comprender cualquier cadena ligera o cadena pesada
variable adecuada como es sabido en la técnica y comprende preferentemente al menos una CDR de un anticuerpo
de conejo. En el presente documento se describen determinadas cadenas ligeras y pesadas variables preferidas.
Por ejemplo, un anticuerpo de la invencion puede comprender: un armazén de VL de anticuerpo que tiene al menos
un 65% de identidad, mas preferentemente un 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, mas preferentemente un 99%
respecto de la SEQ ID NO: 11 o la SEQ ID NO: 12, que comprende ademas arginina (R) en la posicion AHo 47 y/o
en la posicion AHo 50 de la cadena ligera variable; y un armazoén de VH de anticuerpo que tiene al menos un 80%
de identidad, mas preferentemente un 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, mas preferentemente un 99% respecto de
la SEQ ID NO: 3.

La modificacion de la una o mas posiciones de restos se hace preferentemente de acuerdo con las ensefianzas del
documento PCT/CH2008/000285, que se incorpora al presente documento por referencia en su totalidad.
Brevemente, para un subtipo de anticuerpo dado, ciertos aminoacidos estan presentes en posiciones de restos
especificas del armazoén del anticuerpo. Por ejemplo,
a) para una region variable de cadena pesada VH3 humana, los aminoacidos preferidos son:
(i) glutamina (Q) en la posicion 1 de aminoacido usando sistema de numeracion AHo o de Kabat;

(i) (ii) glutamina (Q) en la posicion 6 de aminoacido usando sistema de numeracion AHo o de Kabat;
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(iii) treonina (T) o alanina (A) en la posicién 7 de aminoacido usando sistema de numeracién AHo o de Kabat;

(iv) alanina (A), valina (V) o fenilalanina (F) en la posicién 89 de aminoacido usando sistema de numeracion
AHo (posicion 78 de aminoacido usando sistema de numeracién de Kabat); y/o

(v) arginina (R), glutamina (Q), isoleucina (1), leucina (L), metionina (M) o fenilalanina (F) en la posiciéon 103
de aminoacido usando sistema de numeracién AHo (posicion 89 de aminoacido usando numeracion Kabat);

b) para una region variable de cadena pesada de la familia de VH1a humano, los aminoacidos preferidos son:

(i) acido glutamico (E) en la posicion 1 de aminoacido usando sistema de numeracion AHo o de Kabat;
(ii) &cido glutamico (E) en la posicién 6 de aminoacido usando sistema de numeracién AHo o de Kabat;

(iii) leucina (L) en la posicion 12 de aminoacido usando sistema de numeracién AHo (posicion 11 de
aminoéacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(iv) metionina (M) en la posicion 13 de aminoacido usando sistema de numeracion AHo (posicién 12 de
aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(v) acido glutamico (E) o glutamina (Q) en la posicion 14 de aminoacido usando sistema de numeracion AHo
(posicién 13 de aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(vi) leucina (L) en la posicion 19 de aminoacido usando sistema de numeracién AHo (posicion 18 de
aminoéacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(vii) isoleucina (I) en la posicion 21 de aminoéacido usando sistema de numeracion AHo (posicion 20 de
aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(viii) fenilalanina (F), serina (S), histidina (H) o acido aspartico (D) en la posicién 90 de aminoacido usando
sistema de numeracion AHo (posicion 79 de aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(ix) acido aspartico (D) o glutamina (Q) en la posicién 92 de aminoacido usando sistema de numeracion AHo
(posicién 81 de aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(x) glicina (G), asparagina (N) o treonina (T) en la posicion 95 de aminoacido usando sistema de numeracion
AHo (posicion 82b de aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(xi) treonina (T), alanina (A), prolina (P) o fenilalanina (F) en la posicién 98 de aminoacido usando sistema de
numeracion AHo (posicidn 84 de aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);

) para una region variable de cadena pesada de la familia de VH1b humano, los aminoacidos preferidos son:

(i) acido glutamico (E) en la posicién 1 de aminoacido usando sistema de numeracion AHo o de Kabat;

(i) treonina (T), prolina (P), valina (V) o acido aspartico (D) en la posicion 10 de aminoacido usando sistema
de numeracién AHo (posicién 9 de aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(iii) leucina (L) en la posicion 12 de aminoacido usando sistema de numeracion AHo (posicion 11 de
aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(iv) valina (V), arginina (R), glutamina (Q) o metionina (M) en la posicion 13 de aminoacido usando sistema de
numeracion AHo (posicién 12 de aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(v) &cido glutamico (E), arginina (R) o metionina (M) en la posicién 14 de aminoacido usando sistema de
numeracion AHo (posicién 13 de aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(vi) arginina (R), treonina (T) o asparagina (N) en la posiciébn 20 de aminoacido usando sistema de
numeracion AHo (posicién 19 de aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(vii) isoleucina (1), fenilalanina (F) o leucina (L) en la posicion 21 de aminoacido usando sistema de
numeracion AHo (posicién 20 de aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);
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(viii) lisina (K) en la posicion 45 de aminoacido usando sistema de numeracién AHo (posicion 38 de
aminoéacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(ix) treonina (T), prolina (P), valina (V) o arginina (R) en la posicion 47 de aminoacido usando sistema de
numeraciéon AHo (posicién 40 de aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(x) lisina (K), histidina (H) o acido glutamico (E) en la posicion 50 de aminoacido usando sistema de
numeracion AHo (posiciéon 43 de aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(xi) isoleucina (l) en la posicién 55 de aminoacido usando sistema de numeracion AHo (posicion 48 de
aminoéacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(xii) lisina (K) en la posicion 77 de aminoacido usando sistema de numeracion AHo (posicion 66 de
aminoéacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(xiii) alanina (A), leucina (L) o isoleucina (I) en la posicion 78 de aminoacido usando sistema de numeracion
AHo (posicion 67 de aminoacido usando sistema de numeracién de Kabat);

(xiv) acido glutamico (E), treonina (T) o alanina (A) en la posicion 82 de aminoéacido usando sistema de
numeraciéon AHo (posicién 71 de aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(xv) treonina (T), serina (S) o leucina (L) en la posiciéon 86 de aminoacido usando sistema de numeracion AHo
(posicién 75 de aminoéacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(xvi) acido aspartico (D), asparagina (N) o glicina (G) en la posicion 87 de aminoacido usando sistema de
numeracion AHo (posicién 76 de aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(xvii) asparagina (N) o serina (S) en la posicién 107 de aminoacido usando sistema de numeracion AHo
(posicién 93 de aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);

d) para una regién variable de cadena ligera de la familia de Vkappal humano, los aminoacidos preferidos son:

(i) &cido glutamico (E) o isoleucina (l) en la posicion 1 de aminoacido usando sistema de numeracion AHo o
de Kabat;

(i) valina (V) o isoleucina (I) en la posicion 3 de aminoacido usando sistema de numeraciéon AHo o de Kabat;

(iii) valina (V), leucina (L) o isoleucina (1) en la posicién 4 de aminoacido usando sistema de numeracién AHo
o de Kabat;

(iv) glutamina (Q) en la posicion 24 de aminoacido usando sistema de numeracion AHo o de Kabat;

(v) arginina (R) o isoleucina (1) en la posiciéon 47 de aminoacido usando sistema de numeracion AHo (posicion
39 de aminoéacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(vi) arginina (R), acido glutamico (E), treonina (T), metionina (M) o glutamina (Q) en la posicién 50 de
aminoacido usando sistema de numeracion AHo (posicion 42 de aminoacido usando sistema de numeracion
de Kabat);

(vii) histidina (H), serina (S) o fenilalanina (F) en la posicién 57 de aminoacido usando sistema de numeracioén
AHo (posicion 49 de aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(viii) fenilalanina (F) en la posicién 91 de aminoacido usando sistema de numeracion AHo (posicién 73 de
aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(ix) valina (V), serina (S), glicina (G) o isoleucina (1) en la posicion 103 de aminoacido usando sistema de
numeraciéon AHo (posicién 85 de aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);

€) para una region variable de cadena ligera de la familia de Vkappa3 humano, los aminoacidos preferidos son:

(i) treonina (T) en la posicidon 2 de aminoacido usando sistema de numeracién AHo o de Kabat;
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(ii) treonina (T) en la posicion 3 de aminoacido usando sistema de numeracion AHo o de Kabat;
(iii) isoleucina (1) en la posicién 10 de aminoacido usando sistema de numeracién AHo o de Kabat;
(iv) tirosina () en la posicién 12 de aminoacido usando sistema de numeracion AHo o de Kabat;
(v) serina (S) en la posicion 18 de aminoacido usando sistema de numeracién AHo o de Kabat;
(vi) alanina (A) en la posicién 20 de aminoacido usando sistema de numeracion AHo o de Kabat;

(vii) metionina (M) en la posicion 56 de aminoacido usando sistema de numeracién AHo (posicion 48 de
aminoéacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(viii) valina (V) o treonina (T) en la posicion 74 de aminoacido usando sistema de numeracion AHo (posicion
58 de aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(ix) asparagina (N) en la posicion 94 de aminoacido usando sistema de numeraciéon AHo (posicion 76 de
aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(x) tirosina (Y) o serina (S) en la posicion 101 de aminoacido usando sistema de numeracion AHo (posicién
83 de aminoéacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(xi) leucina (L) o alanina (A) en la posiciéon 103 de aminoacido usando sistema de numeracién AHo (posicion
85 de aminoéacido usando sistema de numeracion de Kabat);

f) para una regién variable de cadena ligera de la familia de Vlambdal humano, los aminoacidos preferidos son:

(i) leucina (L), serina (S) o acido glutamico (E) en la posiciéon 1 de aminoacido usando sistema de numeracion
AHo o de Kabat;

(ii) alanina (A), prolina (P), isoleucina (1) o tirosina (Y) en la posicion 2 de aminoacido usando sistema de
numeracién AHo o de Kabat;

(iii) valina (V) o metionina (M) en la posicion 4 de aminoacido usando sistema de numeracion AHo o de
Kabat;

(iv) acido glutamico (E) en la posicién 7 de aminoacido usando sistema de numeracién AHo o de Kabat;
(v) alanina (A) en la posicion 11 de aminoacido usando sistema de numeracion AHo o de Kabat;
(vi) treonina (T) o serina (S) en la posicion 14 de aminoacido usando sistema de numeracion AHo o de Kabat;

(vii) histidina (H) en la posicién 46 de aminoacido usando sistema de numeracion AHo 46 (posicién 38 de
aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(viii) treonina (T), serina (S), asparagina (N), glutamina (Q) o prolina (P) en la posicién 53 de aminoacido
usando sistema de numeracion AHo (posicién 45 de aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(ix) arginina (R) o glutamina (Q) en la posicion 82 de aminoacido usando sistema de numeracion AHo
(posicién 66 de aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(x) glicina (G), treonina (T) o acido aspartico (D) en la posicion 92 de aminoacido usando sistema de
numeracion AHo (posicién 74 de aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat);

(xi) valina (V), treonina (T), histidina (H) o acido glutamico (E) en la posicién 103 de aminoacido usando
sistema de numeracion AHo (posicion 85 de aminoacido usando sistema de numeracion de Kabat).

Por consiguiente, las sustituciones hechas en el presente método siguen preferentemente las ensefianzas del
documento PCT/CH2008/000285. La determinacién de subtipo es conocida por el experto en la materia.

En una realizaciéon, un método de la invencion comprende la modificaciéon de un anticuerpo en la posicion AHo 47
y/o 50 de la cadena ligera variable, en particular de una cadena ligera variable de Vkappal. Preferentemente, el
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anticuerpo se modifica para que comprenda arginina (R) en la posicion AHo 47 y/o posicion AHo 50 de la cadena
ligera variable. En algunas realizaciones, se sustituye lisina (K) por arginina (R) en la posicién AHo 47 y/o la posicion
AHo 50 de la cadena ligera variable. Ya que los anticuerpos de la invencién pueden comprender modificaciones
adicionales segun se desee, los métodos de la invencion pueden comprender la etapa adicional de modificar el
anticuerpo, tal como para que comprenda serina (S) en la posiciéon 12 de cadena pesada (numeracion AHo); serina
(S) o treonina (T) en la posicién 103 de cadena pesada (numeracién AHo). Adicionalmente, el anticuerpo se puede
modificar para que comprenda serina (S) o treonina (T) en las posiciones 97, 98 y/o 99 de cadena pesada
(numeracién AHo). Preferentemente, el método comprende la etapa de modificar el anticuerpo para que comprenda
serina (S) en la posicion 12 de cadena pesada (numeracién AHo), treonina (T) en la posicion 103 de cadena pesada
(numeracién AHo) y treonina (T) en la posicién 144 de cadena pesada (numeracion AHo).

La invencion proporciona ademas un método de generar un anticuerpo humanizado con una propension baja a la
agregacion en solucién, comprendiendo el método seleccionar un armazén de cadena ligera variable que
comprende arginina (R) en la posicion AHo 47 y/o en la posicion AHo 50. El método puede comprender ademas
seleccionar un armazén de cadena pesada variable que comprende una serina (S) en la posiciéon 12 de cadena
pesada (numeracion AHo); serina (S) o treonina (T) en la posicion 103 de cadena pesada (numeracion AHo) y/o
serina (S) o treonina (T) en la posicion 144 de cadena pesada (numeracién AHo). En una realizacion, un armazén
identificado basandose en un criterio de seleccidon seleccionado se puede modificar adicionalmente con una
modificacién reductora de la agregacion de la invencién. Por ejemplo, si se identifica un armazén de cadena ligera
variable que tiene una arginina (R) en la posicién 50, el resto en la posicion AHo se puede sustituir con un
aminoacido diferente, tal como arginina (R) o si se identifica una cadena pesada variable que tiene una serina (S) en
la posicion 12 AHo, los restos en las posiciones 103 y 144 AHo se pueden sustituir con treonina.

Tal como se usa en el presente documento, un anticuerpo “humanizado” es un anticuerpo que comprende CDR no
humanas y secuencias de armazon de cadena variable pesada humanas o derivadas de humano y/o de cadena
ligera variable humanas o derivadas de humano. La humanizacion de los anticuerpos es de sobra conocida en la
técnica. En una realizacion, el anticuerpo humanizado comprende al menos una y preferentemente las seis CDR de
un anticuerpo producido en un conejo o seleccionada de una biblioteca de CDR.

Los armazones de anticuerpo variables pueden seleccionarse, por ejemplo, de una base de datos (tal como la base
de datos de Kabat, Genbank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/), VBASE (http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/),
VBASE2 (http://vbase2.org/), la base de datos de Kabat de Sequences of Proteins of Immunological interest
(http://lwww.kabatdatabase.com/index.html), la Universal Protein Resource (UniProt; http://pir.georgetown.edu/), y
base de datos Abysis (http://www.bioinf.org.uk/abs/), basandose en la identidad y/o la similitud con las secuencias de
armazoén variable del anticuerpo en el que se originaron las CDR o basandose en secuencias de armazén por lo
demas preferidas.

Se encuentran disponibles diversos programas informaticos para buscar secuencias de armazén humanas
adecuadas que cumplen los requisitos seleccionados. Por ejemplo, “KabatMan” es una versidon habilitada para
blusquedas por ordenador de los datos de la secuencia de anticuerpo de Kabat del libro Sequences of immunological
Interest. El programa KabatMan se describe en el articulo: Martin (1996) “Accessing the Kabat Antibody Sequence
Database” de Computer PROTEINS: Structure, Function and Genetics, 25, 130-133, y esta disponible en
http://www.bioinf.org.uk/abs/simkab.html, y http://www.bioinf.org.uk/abs/kabatman.html. La base de datos Abysis, en
http://www.bioinf.org.uk/abysis/, integra datos de secuencia de Kabat, IMGT y PDB con datos estructurales de la
PDB. Proporciona una interfaz comprensiva de apuntar y hacer clic que permite a una persona buscar los datos de
secuencia en varios criterios y mostrar resultados en formatos diferentes. Para datos de la PDB, se pueden
combinar blsquedas de secuencia con restricciones estructurales.

En otro aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo generado por el método descrito en el presente documento.
En una realizacion preferida, dicho anticuerpo comprende una estructura de anticuerpo VL que tiene al menos un
80% de identidad, mas preferentemente un 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, mas preferentemente un 99%
respecto de la SEQ ID NO: 12 o la SEQ ID NO: 13; preferentemente, el anticuerpo comprende arginina (R) en la
posicion AHo 47 y/o en la posicion AHo 50 de la cadena ligera variable.

Ademas o como alternativa, la estructura de anticuerpo VH es o comprende la SEQ ID NO: 3 o una secuencia que
tiene al menos un 80% de identidad, mas preferentemente un 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, mas
preferentemente un 99% respecto de la SEQ ID NO: 3.

En determinadas realizaciones, la invencién proporciona ademas

(1) Un método para reducir la propension a la agregacion de un anticuerpo que sea un complejo heterodimérico
gue comprende dominios variables pesados y ligeros, comprendiendo el método las etapas de:

(a) proporcionar una presentaciéon molecular atomistica completa del anticuerpo;
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(b) determinar la energia libre de la interfaz entre ambos dominios;

(c) elegir uno o mas restos de aminoacido que participan en la interfaz para su sustitucién proporcionando un
modelo molecular del anticuerpo que comprende las una 0 mas sustituciones en las posiciones seleccionadas
y determinando la energia libre de la interfaz de la presentacién molecular sustituida;

(d) seleccionar un resto de aminoacido para su sustitucion si la energia libre de la interfaz del modelo
molecular sustituido es menor que la energia libre de la interfaz del modelo molecular inicial;

(2) Un método de (1), en donde la energia libre de la interfaz se determina al calcular la diferencia de energia
entre el complejo y la suma de las energias de los dominios individuales en el contexto de un método de solvente
implicito;

(3) El método de (2), en donde el solvente es GBMV o PBSA,;

(4) El método de uno cualquiera de (1)-(3) anteriores, que comprende ademas la etapa de

() simular la distribucion de carga de la proteina, en donde dicha etapa se realiza entre la etapa a 'y b;

(5) El método de (4), en donde la distribucion de carga se simula basandose en fuerzas electrostaticas o de van
der Waals;

(6) El método de una cualquiera de (1)-(5) anteriores, en donde la etapa (c) comprende la etapa adicional de
minimizacion de la energia en el area aproximadamente la mutacion;

(7) El método de una cualquiera de (1)-(7) anteriores, en donde el anticuerpo es un fragmento variable
monocatenario (scFv).

Los anticuerpos de la invencion pueden generarse usando técnicas rutinarias en el campo de la genética
recombinante. Conociendo las secuencias de los polipéptidos, pueden generarse los ADNc que las codifican
mediante sintesis génica por métodos bien conocidos en la técnica. Estos ADNc pueden clonarse en vectores
plasmidicos adecuados.

Pueden usarse técnicas de clonacion y mutagénesis convencionales bien conocidas por los expertos en la materia
para acoplar enlazadores, dominios reorganizados o construcciones de fusién para la produccion de fragmentos
Fab. Los protocolos basicos que divulgan los métodos de la presente invencion se describen en Molecular Cloning:
A Laboratory Manual (Sambrook y Russell, 32 ed. 2001) y en Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al.,
1999).

La secuencia de ADN que porta un gen que codifica un polipéptido de scFv o en el caso de fragmentos Fab, que
codifica o dos genes separados o un operén bicistrénico que comprende los dos genes para la VL-Ck y se clonan las
fusiones VH-CH1 en un vector de expresion adecuado, preferentemente uno con un promotor inducible. Debe
tomarse la precaucion de que esté presente delante de cada gen un sitio de unién a ribosomas que asegure la
traduccién. Ha de entenderse que los anticuerpos de la presente invencién comprenden las secuencias divulgadas
mas que consistir en estas. Por ejemplo, las estrategias de clonaciéon pueden requerir que se prepare una
construccién a partir de la cual se produzca un anticuerpo que tenga presentes uno 0 unos pocos restos adicionales
en el extremo N-terminal. Especificamente, la metionina procedente del codon de inicio puede estar presente en la
proteina final en los casos donde no se haya escindido postraduccionalmente. La mayoria de las construcciones
para los anticuerpos scFv dan lugar a una alanina adicional en el extremo N-terminal. En una realizacion preferida
de la presente invencién, se selecciona un vector de expresion para expresion periplasmica en E. coli (Krebber,
1997). Dicho vector comprende un promotor delante de una secuencia de sefial escindible. La secuencia codificante
para el péptido del anticuerpo se fusiona a continuacion en fase con la secuencia de sefial escindible. Esto permite
dirigir el polipéptido expresado al periplasma bacteriano, donde se escinde la secuencia de sefial. Después, se
pliega el anticuerpo. En el caso de fragmentos Fab, tanto el VL-Ck como los péptidos de fusién de VH-CH1 deben
unirse a una sefial de exportacion. El enlace S-S covalente se forma en las cisteinas C-terminales después de que
los péptidos hayan alcanzado el periplasma. Si se prefiere la expresion citoplasmatica de los anticuerpos, dichos
anticuerpos pueden obtenerse normalmente con altos rendimientos en cuerpos de inclusion, que pueden separarse
facilmente de otros fragmentos y proteinas celulares. En este caso, los cuerpos de inclusiéon se solubilizan en un
agente desnaturalizante, tal como, por ejemplo, clorhidrato de guanidina (GndHCI) y después vuelven a plegarse
mediante procedimientos de renaturalizacion de sobra conocidos por los expertos en la materia.

Los plasmidos que expresan los polipéptidos de scFv o Fab se introducen en un hospedador adecuado,
preferentemente una célula bacteriana, de levadura o de mamifero, lo mas preferentemente una cepa de E. coli
adecuada como, por ejemplo, JM83 para expresion periplasmica o BL21 para expresion en cuerpos de inclusion. El
polipéptido se puede recoger del periplasma o de cuerpos de inclusién y se purifica usando técnicas convencionales,
tales como cromatografia de intercambio iénico, cromatografia en fase inversa, cromatografia de afinidad y/o
filtracion en gel conocidas por los expertos en la materia.

Los anticuerpos de la invencion se pueden caracterizar con respecto a su rendimiento, solubilidad y estabilidad in
vitro. Por ejemplo, pueden evaluarse las capacidades de uniéon a TNF, preferentemente a TNFa humano, in vitro
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mediante ELISA o resonancia de plasmén superficial (BIACore), usando TNF humano recombinante, como se
describe en el documento W09729131, también permitiendo este Ultimo método permitiendo determinar la constante
de velocidad koff, que deberia ser preferentemente de menos de 10-3s. Se prefieren valores de Kq < 10 nM.

En una realizacion, la presente invenciéon proporciona anticuerpos que se unen a TNFa y de esta manera son
adecuados para bloquear la funcion de TNFa in vivo. En una realizacion particular, el anticuerpo anti-TNFa
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 17.

Para aplicaciones terapéuticas, los anticuerpos anti-TNF de la invencion se administran a un mamifero,
preferentemente un ser humano, en una forma farmacéutica farmacéuticamente aceptable, tal como aquellas
discutidas anteriormente, incluyendo aquellas que pueden administrarse a un ser humano por via intravenosa
embolada o mediante infusiéon continua durante un periodo de tiempo, por ejemplo, por las vias intramuscular,
intraperitoneal, intra-cerebroespinal, subcutdnea, intraarticular, intrasinovial, intratecal, oral, topica, intraocular,
intranasal, 6tica, sublingual, transdérmica o por inhalacién. Los anticuerpos también se administran de manera
adecuada por via intratumoral, peritumoral, intralesional o perilesional para ejercer efectos terapéuticos tanto locales
como sistémicos.

Para la prevencion o el tratamiento de enfermedades, la dosis adecuada de anticuerpo dependera del tipo de
enfermedad que se vaya a tratar, como se ha definido anteriormente, de la gravedad y el transcurso de la
enfermedad, de si el anticuerpo se administra con fines preventivos o terapéuticos, de terapias anteriores, del
historial clinico del paciente y de la respuesta al anticuerpo y del criterio del médico tratante. El anticuerpo se
administra al paciente de manera adecuada de una vez o a lo largo de una serie de tratamientos.

Los anticuerpos anti-TNF de la invenciéon son Utiles para el tratamiento de enfermedades mediadas por TNF.
Dependiendo del tipo y la gravedad de la enfermedad, una dosis candidata inicial es de aproximadamente 1 pg/kg a
aproximadamente 50 mg/kg (por ejemplo, 0,1-20 mg/kg) de anticuerpo para su administracion al paciente ya sea,
por ejemplo, mediante una 0 mas administraciones separadas o mediante infusién continua. Una dosis diaria o
semanal tipica se encontrara en el intervalo de aproximadamente 1 pug/kg a aproximadamente 20 mg/kg o mas,
dependiendo de los factores mencionados anteriormente. Para administraciones repetidas a lo largo de varios dias o
mas, dependiendo de la afeccién, se repite el tratamiento hasta que se produce una supresion deseada de los
sintomas de la enfermedad. Sin embargo, pueden ser Utiles otras pautas posoldgicas. El progreso de esta terapia se
monitoriza facilmente mediante técnicas y ensayos adecuados, incluyendo, por ejemplo, obtencién de imagenes
radiograficas del tumor.

De acuerdo con otra realizacion de la invencién, puede mejorarse la eficacia del anticuerpo para prevenir o tratar la
enfermedad mediante la administracion del anticuerpo en serie 0 en combinacién con otro agente que sea eficaz
para estos fines, tal como factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), un anticuerpo capaz de inhibir o
neutralizar la actividad angiogénica del factor de crecimiento de fibroblastos acido o basico (FGF) o del factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF), un anticuerpo capaz de inhibir o neutralizar la actividad coagulante del factor
tisular, la proteina C o la proteina S (véase Esmon et al., Publicacién de patente PCT n.° WO 91/01753, publicada el
21 de febrero de 1991), un anticuerpo capaz de unirse al receptor HER2 (véase Hudziak et al., Publicacién de
Patente PCT n.° WO 89/06692, publicada el 27 de julio de 1989) o uno o mas agentes terapéuticos convencionales,
tales como, por ejemplo, agentes alquilantes, antagonistas del acido félico, antimetabolitos del metabolismo de los
acidos nucleicos, antibidticos, analogos de pirimidina, 5-fluorouracilo, cisplatino, nucleésidos de purina, aminas,
aminoacidos, nucledsidos de triazol o corticosteroides. Dichos otros agentes pueden estar presentes en la
composicion que se esta administrando o pueden administrarse por separado. Asimismo, el anticuerpo se administra
de manera adecuada en serie 0 en combinacion con tratamientos radiolégicos, ya implique irradiacién o
administracion de sustancias radiactivas.

Los anticuerpos de la invenciéon pueden usarse como agentes de purificacion por afinidad. En este proceso, los
anticuerpos se inmovilizan sobre una fase sélida, tal como una resina Sephadex o papel de filtro, usando métodos
bien conocidos en la técnica. El anticuerpo inmovilizado se pone en contacto con una muestra que contiene una
proteina diana (o un fragmento de la misma) a la que se une el anticuerpo, tal como TNF en el caso de anticuerpos
anti-TNFa que se van a purificar y posteriormente, se lava el soporte con un disolvente adecuado que eliminara
sustancialmente todo el material en la muestra, salvo por la proteina diana, que se une al anticuerpo inmovilizado.
Finalmente, se lava el soporte con otro disolvente adecuado, tal como tamp6n de glicina a pH 5,0, que liberara la
proteina diana del anticuerpo.

Los anticuerpos también pueden ser Utiles en ensayos diagnésticos para una proteina diana, por ejemplo, detectar
su expresion en células especificas, tejidos o suero. Dichos métodos diagndsticos pueden usarse en el diagndstico
del cancer.

Para aplicaciones de diagnostico, el anticuerpo se marcard normalmente con un resto detectable. Se encuentran
disponibles multiples marcadores que pueden agruparse generalmente en las siguientes categorias:
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(a) Radioiso6topos, tales como *in, ®Tc, 4C, 131, 125, 3H, 32p o 35S, El anticuerpo se puede marcar con el
radioisotopo usando las técnicas descritas en Current Protocols in Immunology, volimenes 1y 2, Coligen et al.,
Ed. Wiley-Interscience, Nueva York, N.Y., Pubs. (1991), por ejemplo y se puede medir la radioactividad usando
conteo de centelleo.

(b) Marcadores fluorescentes, tales como quelatos de tierras raras (quelatos de europio) o fluoresceina o sus
derivados, rodamina y sus derivados, dansilo, lisamina, ficoeritrina y Texas Red que estan disponibles. Los
marcadores fluorescentes se pueden conjugar al anticuerpo usando, por ejemplo, las técnicas descritas en
Current Protocols in Immunology, anteriormente citado. Se puede cuantificar la fluorescencia usando un
fluorimetro.

(c) Estan disponibles diversos marcadores de sustrato enzimatico y la Patente de los Estados Unidos n.°
4.275.149 proporciona una revision de algunos de estos. La enzima por lo general cataliza una alteracion
guimica del sustrato cromogénico que se puede medir usando varias técnicas. Por ejemplo, la enzima puede
catalizar un cambio de color en un sustrato, que se puede medir espectrofotométricamente. Como alternativa, la
enzima puede alterar la fluorescencia o quimioluminiscencia del sustrato. Se describieron antes técnicas para
cuantificar un cambio en la fluorescencia. El sustrato quimioluminiscente se excita electrénicamente por una
reaccion quimica y entonces puede emitir luz que se puede medir (usando, por ejemplo, un quimioluminémetro) o
dona energia a un aceptor fluorescente. Los ejemplos de marcadores enzimaticos incluyen luciferasas (por
ejemplo, luciferasa de luciérnaga y luciferasa bacteriana; Patente de los Estados Unidos n.° 4.737.456),
luciferina, 2,3-dihidroftalazindionas, malato deshidrogenasa malato, ureasa, peroxidasa tal como peroxidasa de
rabano picante (HRPO), fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa, glucoamilasa, lisozima, sacarido oxidasas (por
ejemplo, glcuosa oxidasa, galactosa oxidasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa), oxidasas heterociclicas (tales
como uricasa y xantina oxidasa), lactoperoxidasa, microperoxidasa y similares. Las técnicas para conjugar
enzimas a anticuerpos se describen en O’Sullivan et al., “Methods for the Preparation of Enzyme-Antibody
Conjugates for use in Enzyme Immnoassay”, en Methods in Enzym. (ed J. Langone & H. Van Vunakis),
Academic press, Nueva York, 73:147-166 (1981). Los ejemplos de combinaciones de enzima-sustrato incluyen,
por ejemplo:

(i) Peroxidasa de rabano picante (HRPO) con hidrégeno peroxidasa como sustrato, en donde la hidrégeno
peroxidasa oxida un precursor de colorante (por ejemplo, ortofenileno diamina (OPD) o clorhidrato de
3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB));

(i) Fosfatasa alcalina (AP) con fosfato de para-nitrofenilo como sustrato cromogénico; y

(iii) B-D-galactosidasa (3-D-Gal) con un sustrato cromogénico (por ejemplo, P-nitrofenil-3-D-galactosidasa) o
sustrato fluorogénico 4-metilumbeliferil-B-D-galactosidasa.

Se encuentran disponibles para los expertos en la materia numerosas combinaciones de enzima-sustrato diferentes.
Para una revision general de estos, véanse las Patentes de los Estados Unidos n.° 4.275.149 y 4.318.980. En
ocasiones, el marcador se conjuga indirectamente al anticuerpo. Los expertos en la materia seran conscientes de las
diversas técnicas para lograr esto. Por ejemplo, puede conjugarse el anticuerpo con biotina y cualquiera de las
amplias categorias de marcadores mencionados anteriormente puede conjugarse a avidina o viceversa. La biotina
se une de manera selectiva a avidina y, por lo tanto, puede conjugarse el marcador al anticuerpo de este modo
indirecto. Como alternativa, para lograr una conjugacién indirecta del marcador al anticuerpo, se conjuga el
anticuerpo con un hapteno pequefio (por ejemplo, digoxina) y se conjuga uno de los diferentes tipos de marcadores
mencionados anteriormente con un anticuerpo anti-hapteno (por ejemplo, un anticuerpo anti-digoxina). Por lo tanto,
puede lograrse la conjugacion indirecta del marcador con el anticuerpo.

En determinadas realizaciones, no se necesita etiquetar un anticuerpo, y la presencia del mismo se puede detectar
usando un anticuerpo marcado que se une a un anticuerpo diana.

Los anticuerpos de la presente invencion se pueden emplear en cualquier método de ensayo conocido, tal como
ensayos de unién competitivos, ensayos directos e indirectos en sandwich y ensayos de inmunoprecipitacion. Zola,
Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, pags. 147-158 (CRC Press, Inc. 1987).

Los ensayos de unién competitivos dependen de la capacidad de un patron marcado para competir con el analito de
la muestra de ensayo por la unién a una cantidad limitada de anticuerpos. Por ejemplo, la cantidad de proteina de
TNF en la muestra de ensayo es inversamente proporcional a la cantidad de patron que se une a los anticuerpos.
Para facilitar la determinacion de la cantidad de patrén que se une, los anticuerpos por lo general se insolubilizan
antes o después de la competicion, de modo que el patrén y el analito que se unen a los anticuerpos se pueden
separar de manera conveniente del patron y el analito que permanecen no unidos.
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Los ensayos en sandwich implican el uso de dos anticuerpos, cada uno capaz de unirse a una porcion inmunogénica
0 epitopo diferente de la proteina que se va a detectar. En un ensayo en sandwich, el analito de la muestra de
ensayo se une por un primer anticuerpo que se inmoviliza en un soporte solido y después un segundo anticuerpo se
une al analito, de esta manera formando un complejo de tres partes insoluble. Véase, por ejemplo, la Patente de los
Estados Unidos n.° 4.376.110. El segundo anticuerpo se puede marcar por si mismo usando un anticuerpo anti-
inmunoglobulina que se marca con una porcion detectable (ensayo en sandwich indirecto). Por ejemplo, un tipo de
ensayo en sandwich es un ensayo ELISA, en cuyo caso la porcion detectable es una enzima.

Para inmunohistoquimica, la muestra de tejido, tal como una muestra de tumor, puede ser fresca o congelada o se
puede incluir en parafina y se fija con un conservador tal como, por ejemplo, formalina.

Los anticuerpos también se pueden usar para ensayos diagndsticos de tumor in vivo. Por lo general, el anticuerpo se
marca con un radiontclido (tal como, %In, ®Tc, 4C, 131, 125] 3H, 32p o 35S) de modo que se puede localizar el tumor
usando inmunoescintiografia.

Un anticuerpo de la presente invencién puede proporcionarse en un kit, una combinacién empacada de reactivos en
cantidades predeterminadas con instrucciones para realizar el ensayo diagnéstico. En los casos donde el anticuerpo
se marca con una enzima, el equipo incluird sustratos y cofactores requeridos por la enzima (por ejemplo, un
precursor de sustrato que proporciona el cromoforo o fluor6foro detectable). Ademas, pueden incluirse otros aditivos,
tales como estabilizadores, tampones (por ejemplo, un tampoén de bloqueo o tampdn de lisis) y similares. Las
cantidades relativas de los diversos reactivos se pueden variar ampliamente para proporcionar concentraciones en
solucion de los reactivos que optimizan sustancialmente la sensibilidad del ensayo. En particular, los reactivos se
pueden proporcionar como polvos secos, usualmente liofilizados, incluyendo excipientes que en disolucion,
proporcionaran una solucion de reactivo que tenga la concentracion adecuada.

La invencién proporciona ademas formulaciones farmacéuticas que comprenden uno o mas anticuerpos de la
invencion con fines terapéuticos. En una realizacion, la invencion proporciona anticuerpos anti-TNF para el
tratamiento de enfermedades mediadas por TNF.

La expresion “formulacién farmacéutica” se refiere a preparaciones que estan en una forma tal que permite que la
actividad biol6gica del anticuerpo sea inequivocamente efectiva y que no contienen componentes adicionales que
sean toxicos para los sujetos a los cuales se administrara la formulacién. Los excipientes “farmacéuticamente
aceptables” (vehiculos, aditivos) son aquellos que pueden administrarse razonablemente a un sujeto mamifero para
proporcionar una dosis eficaz del principio activo empleado.

Una formulacion “estable” es una en la que el anticuerpo contenido en la misma conserva esencialmente su
estabilidad fisica y/o su estabilidad quimica y/o su actividad bioldgica tras su almacenaje. Se encuentran disponibles
en la técnica varias técnicas analiticas para medir la estabilidad de las proteinas y se revisan, por ejemplo, en
Peptide and Protein Drug Delivery, 247-301, Vincent Lee Ed., Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., Pubs. (1991) y
Jones, A., Adv. Drug Delivery Rev. 10: 29-90 (1993). La estabilidad puede medirse a una temperatura seleccionada
durante un periodo de tiempo seleccionado. Preferentemente, la formulacion es estable a temperatura ambiente
(aproximadamente 30°C) o a 40°C durante al menos 1 mes y/o es estable a aproximadamente 2-8°C durante al
menos 1 afio o durante al menos 2 afios. Ademas, la formulacion es preferentemente estable después de congelar
(por ejemplo, a -70°C) y descongelar la formulacién.

Un anticuerpo “conserva su estabilidad fisica” en una formulacion farmacéutica si no muestra signos de agregacion,
precipitacion y/o desnaturalizacion tras el examen visual del color y/o la claridad o medida por dispersion de luz UV o
por cromatografia de exclusion por tamafios.

Un anticuerpo “conserva su estabilidad quimica” en una formulacién farmacéutica, si la estabilidad quimica en un
momento dado es tal que se considera que la proteina todavia conserva su actividad biolégica, como se define mas
adelante. La estabilidad quimica se puede evaluar al detectar y cuantificar formas quimicamente alteradas de la
proteina. La alteracion quimica puede involucrar la modificacion de tamafio (por ejemplo, recorte) que se puede
evaluar usando cromatografia de exclusion por tamafios, SDS-PAGE y/o ionizacion de desorcion laser asistida por
matriz/espectrometria de masas de tiempo de vuelo (MALDI/TOF MS), por ejemplo. Otros tipos de alteracion
guimica incluyen alteracién de carga (por ejemplo, que sucede como un resultado de la desamidacion) que se puede
evaluar, por ejemplo, por cromatografia de intercambio iénico.

Un anticuerpo “conserva su actividad biolégica” en una formulacion farmacéutica, si la actividad biolégica del
anticuerpo en un momento dado esta dentro de aproximadamente el 10% (dentro de los errores del ensayo) de la
actividad biolégica mostrada en el momento que se preparé la formulacion, determinada, por ejemplo, en un ensayo
de unién a antigeno. Otros ensayos de “actividad biologica” para anticuerpos se desarrollan en el presente
documento mas adelante.
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Por “isoténica” se entiende que la formulacién de interés tiene en esencia la misma presién osmética que la sangre
humana. Las formulaciones isoténicas en general tendran una presién osmética de aproximadamente 250 a 350
mOsm. Se puede medir la isotonicidad usando, por ejemplo, un osmémetro de tipo presion a vapor o congelacion.

Un “poliol” es una sustancia con multiples grupos hidroxilo e incluye azlcares (azlcares reductores y no reductores),
alcoholes de azlcar y acidos de azucar. Los polioles preferidos en el presente documento tienen un peso molecular
que menor de aproximadamente 600 kD (por ejemplo, en el intervalo de aproximadamente 120 a aproximadamente
400 kD). Un “azlcar reductor” es uno que contiene un grupo hemiacetal que puede reducir iones de metal o
reaccionar covalentemente con lisina y otros grupos amino en proteinas y un “azldcar no reductor” es uno que no
tiene estas propiedades de un azlcar reductor. Los ejemplos de azlcares reductores son fructosa, manosa,
maltosa, lactosa, arabinosa, xilosa, ribosa, ramnosa, galactosa y glucosa. Los azucares no reductores incluyen
sacarosa, trehalosa, sorbosa, melezitosa y rafinosa. Los ejemplos de alcoholes de azdcar son manitol, xilitol, eritritol,
treitol, sorbitol y glicerol. En cuanto a acidos de azlcar, estos incluyen L-gluconato y sales metalicas de los mismos.
En los casos donde se desee que la formulacion sea estable a la congelacion-descongelacion, el poliol
preferentemente es uno que no se cristaliza a temperaturas de congelacion (por ejemplo, -20°C) de modo que
desestabiliza el anticuerpo en la formulacién. Los azlcares no reductores incluyen, pero sin limitacion, sacarosa y
trehalosa.

Tal como se usa en el presente documento, “tampédn” se refiere a una solucién tamponada que resiste los cambios
en el pH por la accién de sus componentes conjugados de acido-base. El tampén de la presente invencién tiene un
pH en el intervalo de aproximadamente 4,5 a aproximadamente 7,0; preferentemente de aproximadamente 4,8 a
aproximadamente 6,5. Los ejemplos de tampones que controlaran el pH en este intervalo incluyen acetato (por
ejemplo, acetato de sodio), succinato (tal como succinato de sodio), gluconato, histidina, citrato y otros tampones de
acido organico. En los casos donde se desee una formulacion estable a la congelacién-descongelacion, el tampén
preferentemente no es fosfato.

En un sentido farmacolégico, en el contexto de la presente invencion, una “cantidad terapéuticamente eficaz” de un
anticuerpo se refiere a una cantidad eficaz en la prevencion o tratamiento de un trastorno para cuyo tratamiento el
anticuerpo es eficaz. Una “enfermedad/trastorno” es cualquier afeccion que se beneficiaria del tratamiento con el
anticuerpo. Esto incluye trastornos o enfermedades crénicas y agudas incluyendo aquellas afecciones patologicas
gue predisponen al mamifero al trastorno en cuestion.

Un “conservante” es un compuesto que se puede incluir en la formulacion para reducir en esencia la accion
bacteriana en la misma, facilitando de este modo, por ejemplo, la produccién de una formulacién multi-uso. Los
ejemplos de conservantes potenciales incluyen cloruro de octadecildimetilbencilamonio, cloruro de hexametonio,
cloruro de benzalconio (una mezcla de cloruros de alquilbencildimetilamonio en donde los grupos alquilo son
compuestos de cadena larga) y cloruro de bencetonio. Otros tipos de conservantes incluyen alcoholes aromaticos,
tales como fenol, alcohol butilico y bencilico, alquilparabenos tales como metil- o propilparabeno, catecol, resorcinol,
ciclohexanol, 3-pentanol y m-cresol. El conservador mas preferido en el presente documento es alcohol bencilico.

La presente invencion también proporciona compaosiciones farmacéuticas que comprenden uno o mas anticuerpos,
junto con al menos un portador o excipiente fisiologicamente aceptable. Las composiciones farmacéuticas pueden
comprender, por ejemplo, uno o mas de agua, tampones (por ejemplo, solucién salina tamponada neutra o solucién
salina tamponada con fosfato), etanol, aceite mineral, aceite vegetal, dimetilsulfoxido, carbohidratos (por ejemplo,
glucosa, manosa, sacarosa o dextranos), manitol, proteinas, adyuvantes, polipéptidos o aminoacidos tales como
glicina, antioxidantes, agentes quelantes tales como EDTA o glutation y/o conservantes. Como se sefial6 antes,
otros principios activos pueden (pero no necesariamente) incluirse en las composiciones farmacéuticas
proporcionadas en el presente documento.

Un portador es una sustancia que se puede asociar con un anticuerpo antes de la administracién a un paciente, a
menudo para el propdsito de controlar la estabilidad o biodisponibilidad del compuesto. Los portadores para usarse
dentro de dichas formulaciones por lo general son biocompatibles, y también pueden ser biodegradables. Los
portadores incluyen, por ejemplo, moléculas monovalentes o multivalentes tales como albimina de suero (por
ejemplo, humano o bovino), albumina de huevo, péptidos, polilisina y polisacaridos tales como aminodextrano y
poliamidoaminas. Los portadores también incluyen materiales de soporte sélido tales como cuentas y
microparticulas que comprenden, por ejemplo, poliglicolato de poliacetato, poli(lactida-co-glicélido), poliacrilato, latex,
almidén, celulosa o dextrano. Un portador puede portar los compuestos en una variedad de maneras, incluyendo
unién covalente (ya sea directamente o via un grupo enlazador), interacciéon no covalente o mezcla.

Pueden formularse composiciones farmacéuticas para cualquier modo de administracién adecuado, incluyendo, por
ejemplo, administracion ocular, intranasal, 6tica, sublingual, transdérmica, topica, oral, nasal, rectal o parenteral. En
determinadas realizaciones, se prefieren composiciones en una forma adecuada para uso oral. Dichas formas
incluyen, por ejemplo, pildoras, comprimidos, trociscos, pastillas para chupar, suspensiones acuosas u oleosas,
polvos o granulos dispersables, emulsiones, cdpsulas duras o blandas o jarabes o elixires. En otras realizaciones
mas, las composiciones proporcionadas en el presente documento pueden formularse como un liofilizado. El término
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parenteral, tal como se usa en el presente documento, incluye inyeccioén subcutanea, intradérmica, intravascular (por
ejemplo, intravenosa), intramuscular, espinal, intracraneal, intratecal e intraperitoneal, asi como cualquier técnica de
inyeccion o infusion similar.

En determinadas realizaciones, un anticuerpo de la invencion se puede administrar directamente al ojo por inyeccion
al tejido ocular tal como inyecciones perioculares, conjuntivales, “subtenon”, intracamerales, intravitreales,
intraoculares, subretinales, subconjuntivales, retrobulbares o intracanaliculares; por aplicacién directa al ojo usando
un catéter u otro dispositivo de colocacion tal como una bola pequefia retinal, inserto intraocular, supositorio 0 un
implante que comprende un material poroso, no poroso o gelatinoso por gotas oculares tépicas o ungientos; o por
un dispositivo de liberacion lenta en el cul-de-sac o implantado adyacente a la esclera (tranescleral) o en la esclera
(intraescleral) o dentro del ojo. La inyeccién intracameral puede ser a través de la cornea en la cadmara anterior para
permitir al agente alcanzar la malla trabecular. La inyeccion intracanalicular puede estar en los canales colectores
venosos drenando canal de Schlemm o en el canal de Schlemm.

Para administracién oftdlmica, un anticuerpo de la invencibn se puede combinar con conservadores
oftlamolégicamente aceptables, so-solventes, agentes tensioactivos, potenciadores de viscosidad, potenciadores de
penetracion, tampones, cloruro de sodio, o0 agua para formar una suspension o solucion acuosa, estéril u oftalmica.
Se pueden empacar productos oftalmicos tépicos, por ejemplo, en forma de multidosis. Por lo tanto, se pueden
requerir conservadores para prevenir contaminacion microbiana durante el uso. Los conservadores adecuados
incluyen: clorobutanol, metilparabeno, propilparabeno, alcohol feniletilico, edetato disédico, acido sérbico,
policuaternio-1, u otros agentes conocidos a aquellos conocidos en la técnica. Dichos conservadores tipicamente se
emplean a un nivel de 0,001 a 1,0% p/v. Las composiciones de dosis unitaria de la presente invencion seran
estériles, pero tipicamente no conservadas. Por lo tanto, dichas composiciones por lo general no contendran
conservadores.

En determinadas realizaciones, las composiciones destinadas para administrarse topicamente al ojo se formulan
como gotas para 0jos 0 ungiientos para 0jos, en donde la cantidad total de anticuerpo sera de aproximadamente
0,001 a 1,0% (p/p). Preferentemente, la cantidad de anticuerpo TNFa es de aproximadamente 0,01 a
aproximadamente 1,0% (p/p).

Se administraran composiciones de la invencion en ciertas circunstancias como soluciones para administracion
tépica. En general se prefieren soluciones acuosas, basandose en facilidad de formulacién, asi como una habilidad
del paciente de administrar con facilidad dichas composiciones por medio de instalar una a dos gotas de las
soluciones en los ojos afectados. Sin embargo, las composiciones también pueden ser suspensiones, geles viscosos
0 semi-viscosos, u otros tipos de composiciones sélidas o semi-sdlidas.

Las composiciones destinadas para uso oral se pueden preparar de acuerdo con cualquier método conocido en la
técnica para la fabricacién de composiciones farmacéuticas y pueden contener uno o mas agentes, tales como
agentes edulcorantes, agentes saborizantes, agente colorante, y agentes conservadores a fin de proporcionar
preparaciones atractivas y apetecibles. Las tabletas contienen el principio activo en mezcla con excipientes
fisiolégicamente aceptables que son adecuados para la fabricacién de tabletas. Dichos excipientes incluyen, por
ejemplo, diluyentes inertes (por ejemplo, carbonato de calcio, carbonato de sodio, lactosa, fosfato de calcio o fosfato
de sodio), agentes granulantes y disgregantes (por ejemplo, almidon de maiz o &cido alginico), agentes de unién
(por ejemplo, almidén, gelatina o acacia) y agentes lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio, acido estearico
0 talco). Las tabletas pueden ser no revestidas o se pueden revestir por técnicas conocidas para retrasar la
desintegracion y absorcion en el tracto gastrointestinal y por tanto proporcionan una accién sostenida sobre un
periodo de tiempo mas largo. Por ejemplo, se puede emplear un material de retraso de tiempo tal como
monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo.

También se pueden presentar formulaciones para uso oral como capsulas de gelatina dura en donde el principio
activo se mezcla con un diluyente soélido inerte (por ejemplo, carbonato de calcio, fosfato de calcio o caolin), o como
capsulas de gelatina blanda en donde el principio activo se mezcla con agua o un medio de aceite (por ejemplo,
aceite de cacahuate, parafina liquida o aceite de oliva). Las suspensiones acuosas contienen el anticuerpo en
mezcla con excipientes adecuados para la fabricacion de suspensiones acuosas. Dichos excipientes incluyen
agentes de suspensioén (por ejemplo, carboximetilcelulosa de sodio, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, alginato
de sodio, polivinilpirrolidona, goma de tragacanto y goma de acacia); y agentes de dispersion y humectantes (por
ejemplo, fosfatidas que ocurren de manera natural tal como lecitina, productos de condensaciéon de un 6xido de
alquileno con acidos grasos tal como estearato de polioxietileno, productos de condensacion de éxido de etileno con
alcoholes alifaticos de cadena larga tal como heptadecaetileno-oxietanol, productos de condensacion de oxido de
etileno con ésteres parciales derivados de acidos grasos y un hexitol tal como monooleato de sorbitol de
polioxietileno, o productos de condensacion de 6xido de etileno con ésteres parciales derivados de acidos grasos y
anhidridos de hexitol tal como monooleato de sorbitan de polietileno). Las suspensiones acuosas también pueden
comprender uno o mas conservadores, por ejemplo, p-hidroxibenzoato de etilo o n-propilo, uno 0 mas agentes
colorantes, uno o mas agentes saborizantes, y uno 0 mas agentes edulcorantes, tales como sacarosa o sacarina. Se
pueden formular jarabes o elixires con agentes edulcorantes, tales como glicerol, propilenglicol, sorbitol o sacarosa.
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Dichas formulaciones también pueden comprender uno 0 mas emolientes, conservadores, agentes saborizantes y/o
agentes colorantes.

Se pueden formular suspensiones oleosas al suspender los principios activos en un aceite vegetal (por ejemplo,
aceite de cacahuate, aceite de oliva, aceite de ajonjoli o aceite de coco) o en un aceite mineral tal como parafina
liquida. Las suspensiones oleosas pueden contener un agente espesante tal como cera de abeja, parafina dura o
alcohol cetilico. Agentes edulcorantes, tales como aquellos establecidos antes, y/o agentes saborizantes se pueden
agregar para proporcionar preparaciones orales apetecibles. Dichas suspensiones se pueden conservar por la
adicion de un antioxidante tal como &cido ascorbico.

Polvos y granulos que se pueden dispersar adecuados para la preparacion de una suspensién acuosa por la adicion
de agua proporcionan el principio activo en mezcla con un agente de dispersion o humectante, agente de
suspension y uno o mas conservadores. Los agentes de dispersiébn o humectantes adecuados y agentes de
suspension son ejemplificados por aquellos ya mencionados antes. Excipientes adicionales, por ejemplo, agentes
edulcorantes, saborizantes y colorantes, también pueden estar presentes.

Las composiciones farmacéuticas también pueden estar en la forma de emulsiones de aceite en agua. La fase
oleosa puede ser un aceite vegetal (por ejemplo, aceite de oliva o aceite de cacahuate), un aceite mineral (por
ejemplo, parafina liquida), o una mezcla de los mismos. Los agentes emulsores adecuados incluyen gomas que
ocurren de manera natural (por ejemplo, goma acacia y goma tragacanto), fosfatidas que ocurren de manera natural
(por ejemplo, soya, lecitina, y ésteres o ésteres parciales derivados de acidos grasos y hexitol), anhidridos (por
ejemplo, monooleato de sorhitan), y productos de condensacién de ésteres parciales derivados de acidos grasos y
hexitol con 6xido de etileno (por ejemplo, monooleato de sorbitan de polioxietileno). Una emulsién también puede
comprender uno o mas agentes edulcorantes y/o saborizantes.

Las composiciones farmacéuticas se pueden preparar como una suspension acuosa o empalagosa inyectable estéril
en donde el modulador, dependiendo del vehiculo y concentracion usados, se suspende o disuelve en el vehiculo.
Dicha composicién se puede formular de acuerdo con la técnica conocida usando agentes dispersantes,
humectantes y/o de suspensién adecuados tales como aquellos mencionados antes. Entre los vehiculos y solventes
aceptables que se pueden emplear son agua, 1,3-butanodiol, solucién de Ringer y solucién de cloruro de sodio
isoténica. Ademas, se pueden emplear aceites fijos estériles como un solvente o medio de suspensién. Para este
propésito, se puede emplear cualquier aceite fijo insipido, incluyendo mono- o diglicéridos sintéticos. Ademas, se
pueden usar acidos grasos tal como acido oleico en la preparacion de composiciones inyectables, y adyuvantes
tales como anestésicos locales, conservadores y/o agentes tampones se pueden disolver en el vehiculo.

Se pueden formular composiciones farmacéuticas como formulaciones de liberacién sostenida (es decir, una
formulacion tal como una capsula que afecta una liberacion lenta de modulador después de la administracién).
Dichas formulaciones en general se pueden preparar usando tecnologia bien conocida y se administran, por
ejemplo, por implantacién oral, rectal o subcutanea, o por implantacion en el sitio diana deseado. Los portadores
para usarse dentro de dichas formulaciones son biocompatibles, y también pueden ser biodegradables;
preferentemente la formulacién proporciona un nivel relativamente constante de liberacion moduladora. La cantidad
de un anticuerpo contenido dentro de una formulacion de liberacién sostenida depende de, por ejemplo, el sitio de
implantacion, la velocidad y duracion esperada de liberacion y la naturaleza de la enfermedad/trastorno a tratarse o
prevenirse.

Los anticuerpos anti-TNFa proporcionados en el presente documento se pueden administrar en una cantidad que
logra una concentracion en un fluido corporal (por ejemplo, sangre, plasma, suero, CSF, fluido sinovial, linfa, fluido
intersticial celular, lagrimas u orina) que es suficiente para unir de manera detectable a TNF y prevenir o inhibir
enfermedades/trastornos mediados por TNF. Una dosis es considerada como efectiva si resulta en un beneficio
discernible al paciente como se describe en el presente documento. Las dosis sistémicas preferidas varian de
aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 140 mg por kilogramo de peso corporal por dia (de aproximadamente
0,5 mg a aproximadamente 7 g por paciente por dia), con dosis orales por lo general siendo de aproximadamente 5-
20 veces mas que las dosis intravenosas. La cantidad de anticuerpo que se puede combinar con los materiales
portadores para producir una forma de dosificaciéon Unica variara dependiendo del huésped tratado y el modo de
administracion particular. Las formas unitarias de dosificacién en general contendran entre aproximadamente 1 mg a
aproximadamente 500 mg de un principio activo.

En determinadas realizaciones, composiciones farmacéuticas se pueden empacar para tratar condiciones
responsivas a un anticuerpo dirigido a TNF. Las composiciones farmacéuticas empacadas pueden incluir un
contenedor que mantiene una cantidad eficaz de al menos un anticuerpo tal como se describe en el presente
documento e instrucciones (por ejemplo, marca) indicando que la composicién contenida se debe usar para tratar
una enfermedad/trastorno responsivo a un anticuerpo después de la administracion en el paciente.
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Los anticuerpos de la presente invencion también se pueden modificar quimicamente. Los grupos modificadores
preferidos son polimeros, por ejemplo, un polimero de polialqueno, polialquenileno o polioxialquileno de cadena
recta o ramificada opcionalmente sustituido o un polisacarido ramificado o no ramificado. Dicho grupo efector puede
aumentar la vida media del anticuerpo in vivo. Ejemplos particulares de polimeros sintéticos incluyen poli(etilenglicol)
(PEG), poli(propilenglicol), alcohol polivinilico) de cadena recta o ramificada opcionalmente sustituido o derivados de
los mismos. Los polimeros particulares que ocurren de manera natural incluyen lactosa, amilosa, dextrano,
glucégeno o derivados de los mismos. El tamafio del polimero se puede variar segun se desee, pero en general
estara en un intervalo de peso molecular promedio de 500Da a 50000Da. Para aplicacién local en donde el cuerpo
esta disefiado para penetrar tejido, un peso molecular preferido del polimero es aproximadamente 5000Da. La
molécula de polimero se puede fijar al anticuerpo, por ejemplo, al extremo de terminal C de una cadena pesada de
fragmento Fab via un péptido de gozne covalentemente enlazado como se describe en el documento W0O0194585.
Con respecto a la fijacion de porciones de PEG, se hace referencia a “Poly(ethyleneglycol) Chemistry,
Biotechnological and Biomedical Applications”, 1992, J. Milton Harris (ed), Plenum Press, Nueva York y
“Bioconjugation Protein Coupling Techniques for the Biomedical Sciences”, 1998, M. Aslam y A. Dent, Grove
Publishers, Nueva York.

Después de la preparacién del anticuerpo de interés como se describi6 antes, se prepara la formulacion
farmacéutica que lo comprende. El anticuerpo que se va a formular no se ha sometido a liofilizacién previa y la
formulacion de interés en el presente documento es una formulacién acuosa. Preferentemente, el anticuerpo en la
formulacion es un fragmento de anticuerpo, tal como un scFv. La cantidad terapéuticamente eficaz de anticuerpo
presente en la formulacién se determina al considerar los volimenes y modo(s) de administracion de dosis deseada,
por ejemplo. De aproximadamente 0,1 mg/ml a aproximadamente 50 mg/ml, preferentemente de aproximadamente
0,5 mg/ml a aproximadamente 25 mg/ml y lo mas preferentemente de aproximadamente 2 mg/ml a
aproximadamente 10 mg/ml es una concentracion de anticuerpo ejemplar en la formulacién.

Se prepara una formulacién acuosa que comprende el anticuerpo en una solucién regulada con pH como se
describié antes. La concentracion de tampén puede ser de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 50 mM,
preferentemente de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 30 mM, dependiendo, por ejemplo, del tampén y la
isotonicidad deseada de la formulacion.

Un poliol, que actia como un tonificante y puede estabilizar al anticuerpo, se incluye en la formulaciéon. En
realizaciones preferidas, la formulacién no contiene una cantidad tonificante de una sal tal como cloruro de sodio, ya
gue esto puede causar que el anticuerpo se precipite y/o puede resultar en oxidaciéon a pH bajo. En realizaciones
preferidas, el poliol es un azlcar no reductor, tal como sacarosa o trehalosa. El poliol se agrega a la formulacién en
una cantidad que puede variar con respecto a la isotonicidad deseada de la formulacion. Preferentemente, la
formulacion acuosa es isotonica, en cuyo caso concentraciones adecuadas del poliol en la formulacién estan en el
intervalo de aproximadamente 1% a aproximadamente 15% p/v, preferentemente en el intervalo de
aproximadamente 2% a aproximadamente 10% p/v, por ejemplo. Sin embargo, también pueden ser adecuadas las
formulaciones hipertonicas o hipoténicas. La cantidad de poliol agregado también puede alterarse con respecto al
peso molecular del poliol. Por ejemplo, se puede agregar una cantidad menor de monosacarido (por ejemplo,
manitol), en comparacién con un disacarido (tal como trehalosa).

También se puede agregar un agente tensioactivo a la formulacion de anticuerpo. Agentes tensioactivos ejemplares
incluyen agentes tensioactivos no idnicos tales como polisorbatos (por ejemplo, polisorbatos 20, 80, etc.) o
poloxameros (por ejemplo, poloxamero 188). Tipicamente, la cantidad de agente tensioactivo agregado es tal que
reduce la agregacién del anticuerpo formulado/derivado de anticuerpo y/o minimiza la formacién de particulas en la
formulacion y/o reduce la adsorcion. Por ejemplo, el agente tensioactivo puede estar presente en la formulacién en
una cantidad de aproximadamente 0,001% a aproximadamente 0,5%, preferentemente de aproximadamente
0,005% a aproximadamente 0,2% y lo mas preferentemente de aproximadamente 0,01% a aproximadamente 0,1%.

En una realizacién, una formulaciéon contiene los agentes identificados antes (es decir, anticuerpo, tampon, poliol y
agente tensioactivo) y en esencia esta libre de uno o mas conservadores, tales como alcohol bencilico, fenol, m-
cresol, clorobutanol y Cl de bencetonio. En otra realizacién, se puede incluir un conservador en la formulacién, en
particular en donde la formulacién es una formulaciéon de multidosis. La concentracion de conservador puede estar
en el intervalo de aproximadamente 0,1% a aproximadamente 2%, lo mas preferentemente de aproximadamente
0,5% a aproximadamente 1%. Uno o mas portadores, excipientes o estabilizadores farmacéuticamente aceptables
tales como aquellos descritos en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 212 edicion, Osol, A. Ed. (2006) se pueden
incluir en la formulacion siempre y cuando no afectan de manera adversa las caracteristicas deseadas de la
formulacion. Portadores, excipientes o estabilizadores aceptables son no téxicos a excipientes en las dosificaciones
y concentraciones empleadas e incluyen: agentes tampones adicionales; co-solventes; antioxidantes que incluyen
acido ascorbico y metionina; agentes quelantes tal como EDTA; complejos de metal (por ejemplo, complejos de
proteina de Zn); polimeros biodegradables tales como poliésteres; y/o contraiones formadores de sal tal como sodio.

Las formulaciones destinadas a usarse para administracion in vivo deben ser estériles. Esto se logra facilmente por
filtracion a través de membranas de filtracion estériles, antes de, o después de, la preparacion de la formulacion.
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La formulacion se administra a un mamifero que necesita tratamiento con el anticuerpo, preferentemente un
humano, de acuerdo con métodos conocidos, tales como administracién intravenosa como una bola o por infusion
continua sobre un periodo de tiempo, por rutas intramusculares, intraperitoneales, intracerebroespinales,
subcutaneas, intra-articulares, intrasinoviales, intratecales, orales, topicas o inhalacién, u otras rutas como se
describe en el presente documento. En determinadas realizaciones, la formulacién se administra al mamifero por
administracion intravenosa. Para dicho proposito, la formulacién se puede inyectar usando una jeringa o via una
linea IV, por ejemplo.

La dosificacion apropiada (“cantidad terapéuticamente eficaz”) del anticuerpo dependera, por ejemplo, de la
condicion a ser tratada, la gravedad y curso de la condicion, ya sea que el anticuerpo se administra para propositos
preventivos o terapéuticos, terapia previa, la historia clinica del paciente y respuesta al anticuerpo, el tipo de
anticuerpo usado, y la discrecion del médico. El anticuerpo se administra de manera adecuada para el paciente en
una sola ocasién o sobre una serie de tratamientos y se puede administrar como el Unico tratamiento o en conjunto
con otros farmacos o terapias Utiles para tratar la condicién en cuestion.

Como una proposicién general, la cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo administrado estara en el
intervalo de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal del paciente ya sea por una o
mas administraciones, con el intervalo tipico de anticuerpo usado siendo de aproximadamente 0,3 a
aproximadamente 20 mg/kg, mas preferentemente de aproximadamente 0,3 a aproximadamente 15 mg/kg,
administrado diariamente, por ejemplo. Sin embargo, pueden ser Utiles otros regimenes de dosificacién. El progreso
de esta terapia se monitorea con facilidad por técnicas convencionales.

En determinadas realizaciones, composiciones farmacéuticas que comprenden un anticuerpo anti-TNFa de la
invencion se administran a un paciente que sufre de un trastorno mediado por TNF.

En otra realizacion de la invencién, se proporciona un articulo de fabricacién que comprende un contenedor que
sostiene la formulacion farmacéutica acuosa de la presente invencién y opcionalmente proporciona instrucciones
para su uso. Los contenedores adecuados incluyen, por ejemplo, botellas, frascos y jeringas. El contenedor puede
estar formado de una variedad de materiales tales como vidrio o plastico. Un contenedor ejemplar es un frasco de
vidrio de un solo uso de 3-20 cc. Como alternativa, para una formulaciéon de multidosis, el contenedor puede ser un
frasco de vidrio de 3-100 cc. El contendor mantiene la formulacién y la etiqueta en, o asociado con, el contenedor
puede indicar direcciones para usarse. El articulo de fabricacion ademas puede incluir otros materiales deseables
desde un punto de vista comercial y del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas, jeringas y
prospectos con instrucciones de uso.

A menos que el contexto requiera lo contrario, los términos en singular usados en el presente documento incluiran el
plural y los términos en plural incluiran el singular.

Ejemplos

La presente divulgacion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, que no deben interpretarse
como una limitacién adicional.

A lo largo de los ejemplos, se usaron los siguientes materiales y métodos, a menos que se indique lo contrario.

Materiales y métodos generales

En general, la practica de la presente invencion emplea, a menos que se indique lo contrario, técnicas
convencionales de quimica, biologia molecular, tecnologia de ADN recombinante, inmunologia (en especial, por
ejemplo, tecnologia de anticuerpos) y técnicas estandar de preparacion de polipéptido. Véase, por ejemplo,
Sambrook, Fritsch y Maniatis, Molecular Cloning: Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989); Antibody Engineering
Protocols (Methods in Molecular Biology), 510, Paul, S., Humana Pr (1996); Antibody Engineering: A Practical
Approach (Practical Approach Series, 169), McCafferty, Ed., Irl Pr (1996); Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow
et al., C.S.H.L. Press, Pub. (1999); y Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel et al., John Wiley & Sons
(1992).

Mediciones de termoestabilidad

Se obtuvieron espectros de transformacion IR de Fourier de reflexion total atenuada (FTIR-ATR) para varias
cadenas individuales y moléculas de seguimiento usando la célula FT-IR Bio-ATR en un Tensor Bruker. Las
moléculas se concentraron hasta 3 mg/ml y se dializaron durante la noche a 4°C contra PBS, pH 6,5 y el flujo
tampon fue recolectado como en blanco. Los perfiles de desnaturalizacién fueron obtenidos mediante la exposicion
térmica de las moléculas con un intervalo amplio de temperaturas en pasos de 5°C (25 a 95°C). Se realizaron todas
las manipulaciones de espectro usando el software OPUS. El tamp6n principal y antecedente atmosférico transitorio
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(CO2 y H20) se restaron del espectro de proteina. Entonces, se corrigio el espectro de proteina resultante respecto
del basal y se determind el espectro de proteina amida | a partir del ancho del pico mas amplio en la regién
esperada. Se obtuvieron segundos espectros derivados del espectro de banda de amida | usando una tercera
funcién polinomial de tercer grado con una funcion suavizante. Se estimaron cambios en estructura de proteina
mediante andlisis derivado segundo de amida | usando una curva de calibracién lineal para los célculos de curva
iniciales suponiendo 0% de desnaturalizacion para las 3 mediciones menores y 100% de desnaturalizacion para las
3 mediciones mayores. Se usaron los perfiles de desnaturalizacion a puntos medios aproximados de las transiciones
de desdoblado térmicas (TM) para cada variante aplicando el modelo sigmoidal de Boltzmann.

Mediciones de solubilidad

La solubilidad relativa de varias moléculas scFv se midié6 después de la agregacion de proteina potenciadora y
precipitacion en presencia de sulfato de amonio. Se agregd sulfato de amonio a la proteina en soluciones acuosas
para dar incrementos de un 5% de saturaciéon en la mezcla final de sal-proteina. La precipitaciéon en el intervalo
dinamico se determin6é empiricamente y los intervalos de saturacién reducidos en este intervalo a 2,5% de
saturacion de intervalos en la mezcla final. Después de adicién de sulfato de amonio, las muestras se mezclaron con
cuidado y se centrifugaron 30 minutos a 6000rpm. La proteina restante en sobrenadantes se recuperd para cada
porcentaje de sulfato de amonio de saturacién. Se determinaron curvas de solubilidad al medir la concentracion de
proteina en el sobrenadante usando NanoDropTM 1000 espectrofotometro. Se normalizaron las mediciones de
proteina soluble restante en sobrenadantes y se usaron para estimar puntos medios de solubilidad relativa para
cada variante aplicando el modelo sigmoidal de Boltzmann.

Prueba de estabilidad a plazo corto

Se examino la proteina después de dos semanas de incubacion a 40°C para agregados solubles y productos de
degradacion. Las proteinas con una concentracion de 10 mg/ml se dializaron durante la noche a 4°C contra PBS con
un intervalo amplio de pH (3,5, 4,5, 5,5, 6,5, 7,0, 7,5 y 8,5). La proteina de control con la misma concentracion en
PBS tampdn estandar (pH 6,5) se almacené a -80°C durante el periodo de 2 semanas. La determinacién de bandas
de degradacién por SDS-PAGE se hizo a t=0 y t=14d puntos de tiempo y los agregados solubles fueron evaluados
en la SEC-HPLC. La determinacién de actividad restante después de 2 semanas a 40°C se hizo usando Biacore.

EJEMPLO 1

Optimizacién de anticuerpo scFv anti-TNFa, 34rFW1.4, para reducir agregacion

El anticuerpo 34rFW1.4 muestra una propension a la agregacion dependiente del pH en solucion. El anticuerpo
578rFW1.4 (véase la solicitud internacional WO2009155724), que comparte la misma estructura que 34rFW1.4, no
muestra una propension a la agregacion. Se generaron modelos de homologia para identificar restos potenciales en
34rFW1.4 que se podrian modificar para reducir su propension a la agregacion de la siguiente manera.

Se usaron secuencias de dominio variable para construir modelos de homologia del anticuerpo 34rFW1.4 y el
anticuerpo 578rFW1.4. Para generar los modelos, se usaron blsquedas basadas en el algoritmo BLAST para
identificar estructuras de plantilla para las secuencias de dominio variable de cadena ligera (VL) y cadena pesada
(VH) para cada anticuerpo por separado. Se us6 BLOSUMS80 (matriz para menos alineaciones divergentes) como
matriz para las alineaciones debido a la alta conservacion de las regiones de estructura en anticuerpos. Se
seleccionaron las plantillas individuales para cada cadena (VL/VH) que mostraron mas de un 70% de identidad
respecto de las secuencias de blsqueda.

El programa MODELER del software Discovery Studio versién 2.5.5 (DS 2.5.5) (Accelrys, Inc., San Diego, CA) se
uso para generar 100 modelos de scFv basandose en las plantillas de dominio variable identificado. La alineacion de
las secuencias de anticuerpo de referencia a modelarse con estructuras de plantilla se us6 como datos de entrada.
Se prepararon 100 modelos que contienen todos los atomos de no hidrégeno. Se seleccionaron las mejores
estructuras de modelo basandose en una calificacion de energia fisica de PDF (funcion de densidad de
probabilidad). La orientacion relativa de dominio VH y VL se ajusto para igualar aquella de la estructura de plantilla
de dominio variable con la homologia mas alta a ambas secuencias modeladas (VL y VH). Se eliminaron
conformaciones alternas en el modelo, se agregaron terminales, y se agregaron atomos de cadena lateral faltantes.
Se aplico campo de fuerza CHARMM a los modelos scFv y se sometieron a 2000 ciclos de minimizacion de energia
usando un gradiente RMS de 0,01 y el “born” generalizado con volumen molecular (GBMV) como modelo de
solvente implicito.

Se realizaron célculos de ionizacion de proteina y resto pK para cada uno de los anticuerpos. Se hicieron los
célculos usando la implementacién de protocolo incluido en Discovery Studio versiéon 2.5.5 (DS 2.5.5), basandose en
la teoria desarrollada por Bashford y Karplus, 1991. Los resultados de ionizacion de proteina y calculos de resto pK
se compararon para las dos moléculas en términos de pK1/2 de las cadenas laterales y curvas de titulacion de cada
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resto titulable, incluyendo Asp, Glu, Arg, Lys, His, Tyr, Cys, los restos de terminal N y terminal C de los anticuerpos.

Se aplicé campo de fuerza CHARMM a los modelos scFv y se protonaron a pH 7,4, las curvas de titulacién y los pK
de los restos individuales se calcularon a partir del intervalo de pH 2 a pH 14 usando los pasos de pH de 0,2. Dos
restos de Lys conservados en las posiciones 47 y 50 en la cadena ligera del anticuerpo 578rFW1.4 difirieron en
comparacion con el Lys en aquellas posiciones en el 34rFW1.4 (véase figura 1).

Introduccion de sustituciones preferidas

Se us6 el software Discovery Studio para conducir simulaciones dinamicas moleculares para predecir mutaciones
que mejoran la afinidad de interaccion entre VL y VH, asi previniendo que los dominios se separen y formando
oligbmeros y de agregados de orden mas alto. La estabilidad de la interfaz de VL/VH del anticuerpo 34rFW1.4 se
estimé como términos de energia como energia libre G. Una adaptacion de protocolo CHARMM (también incluido en
DS 2.5.5) se us6 para calcular la diferencia de energia entre el complejo de heterodimero scFv entero y la suma de
las energias de cada uno de los dominios variables individuales. Los célculos se hicieron en el contexto de un
método de solvente implicito usando el Born Generalizado con integracion de volumen molecular (GBMV). Las
energias de ambos dominios y el complejo se calcularon, y la salida se determin6é como la diferencia en energia
entre el complejo y la suma de los dominios individuales de acuerdo con el siguiente calculo: G interfaz = G(a) — G(b)
— G(c), en donde G(a) es la energia del anticuerpo, G(b) es la energia de la VL, y G(c) es la energia de la VH.

Se selecciono6 arginina (R) como una sustitucion de resto posible para la lisina (K) en las posiciones 47 y 50, ya que
el valor de pKa de cadena lateral para R (12,5) es mayor que pKa de K (10,5). Se generaron mutantes K47R y K50R
al reemplazar K por R individualmente en las posiciones respectivas. 2000 ciclos de minimizaciéon de energia se
realizaron para restos 10 Angstroms 0 mas cercano al area aproximadamente la mutacién para permitir a las nuevas
moléculas de modelo adaptarse al cambio. El modelo de solvente implicito para estas rondas de minimizacion de
energia fue GBMV. G delta promedio predicho para los mutantes fue -94 kcal/mol. Por lo tanto, la contribucion de las
mutaciones fue estimada a 4 kcal/mol en comparacion con el anticuerpo scFv anti-TNF parental.

Ejemplo 2

Andlisis de estabilidad del anticuerpo 34rFW1.4 optimizado

Se generaron el mutante K50R y el mutante K47R en el anticuerpo 34rFW1.4 (que se describe en la solicitud
internacional co-pendiente No. PCT/CH2009/000219, presentada el 25 de junio de 2009, los contenidos de la cual se
incorporan a la presente por referencia en su totalidad). Otro mutante de 34rFW1.4 teniendo sustituciones
adicionales para reducir su inmunogenicidad in vivo se prepar6 de acuerdo con los métodos descritos en la Solicitud
de Patente de los Estados Unidos n.° 12/973.968. En particular, el tercer mutante, designado
34rFW1.4_VLK50R_DHP, contuvo una serina (S) en la posicion 12 de cadena pesada (numeracion AHo), una
treonina (T) en la posicién 103 de cadena pesada (numeracion AHo), y una treonina (T) en la posicion 144 de
cadena pesada (numeracion AHo). Estudios de estabilidad de los anticuerpos 34rFW1.4 origen y mutantes se
realizaron en condiciones aceleradas de la siguiente manera.

El anticuerpo 34rFW1.4, mutante 34rFW1.4_VL_K50R, y 34rFW1.4_VLK50R_DHP se concentraron hasta 20, 40 y
60 mg/ml en solucién salina regulada con fosfato (50 mM Na2HPO4, 150 mM NacCl, pH 6,5) formulacion e incubada
2 semanas a 40°C. Los anticuerpos 34rFW1.4 y 34rFW1.4_K47R se concentraron hasta 20 y 60 mg/ml en solucién
salina regulada con fosfato (50 mM Na2HPO4, 150 mM NacCl, pH 6,5) formulacion e incubada 2 semanas a 40°C. Se
analizaron muestras antes y después de 14 dias de incubacién para degradacién usando 12,5% de electroforesis de
gel de dodecilsulfato — poliacrilamida de sodio (SDS-PAGE) en condiciones reductoras y no reductoras. Se us6
cromatografia liquida de alto rendimiento de exclusiéon de tamafio (SE-HPLC) para determinar el contenido de
mondémero y agregados solubles de las muestras antes y después del periodo de incubacién. Los monémeros fueron
resueltos de especies no monoméricas en una columna TSKgel Super SW2000 (TOSOH Bioscience) y el porcentaje
de proteina monomérica se calcul6 como el area del pico de monémero dividido por el area total de todos los picos
de producto. Los resultados de los estudios para 34rFW1.4 y 34rFW1.4 VLK50R_DHP se muestran en las figuras
2A-B, 3A-B y 4A-B, respectivamente. Los resultados para 34rFW1.4_VL_K50R se muestran en las figuras 5B, 6B y
7B. Estos experimentos demostraron que 34rFW1.4 VLK50R_DHP tuvo una propension a la agregacion reducida
en comparacion con 34rFW1.4. El mutante 34rFW1.4_K47R también demostré dicha reduccidon como se muestra en
las figuras 8B y 9B.

Ademas, se compararon la estabilidad térmica y afinidades de union de los anticuerpos 34rFW1.4 vy
34rFW1.4_VLK50R_DHP. Los resultados demostraron que las mutaciones hechas para generar el anticuerpo
34rFW1.4_VLK50R_DHP no afectaron la estabilidad o actividad de unién con respecto al anticuerpo 34rFW1.4
origen.
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Listado de secuencias

<110> ESBATech, an Alcon Biomedical Research Unit LLC

Borras, Leonardo
Urech, David

<120> ANTICUERPOS ESTABLES Y SOLUBLES
<130> 3921 US

<160> 18

<170> PatentIn versién 3.4

<210>1

<211>231

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (24)..(73)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50

aminoacidos

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (89)..(138)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50

aminoacidos

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (171)..(220)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50

aminoéacidos

<400>1
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Glu Ile val

Asp Arg val

Xaa Xaa Xaa
35

Xaa Xaa Xaa
50

Xaa Xaa Xaa
65

Arg Ala Fro

Xaa Xaa Xaa

Xaa Xaa Xaa
115

Xaa Xaa Xaa
130

ser Gly Sser
145

GIn Pro Asp

Xaa Xaa Xaa

Xaa Xaa Xaa
195

Xaa Xaa Xaa
210

Thr Lys Leu
225

<210>2
<211>112
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

Met

Ile

20

Xaa

Xaa

Xaa

Lys

Xaa

100

Xaa

Xaa

Gly

Asp

Xaa

180

Xaa

Xaa

Thr

Thr

Ile

Xaa

Xaa

Xaa

Leu

85

Xdad

Xaa

Xaa

ser

Phe

165

Xaa

Xaa

Xaa

val
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Gln

Thr

Xaa

Xaa

Xaa

70

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaad

Xaa

Leu
230

sSer

Cys

Xaa

Xaa

Xaa

Ile

Xaa

Xaa

Xaa

135

Ala

Thr

Xaa

Xaa

Xaa

215

Gly

Pro

Xaa

Xaa

40

Xaa

Xaa

Tyr

Xaa

Xaa

120

Xaa

Glu

Tyr

Xaa

Xaa

200

Xaa

35

Ser

Xaa

25

xXaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

105

Xaa

Xaa

Phe

Tyr

Xaa

185

Xaa

Xaa

Thr

10

Xaa

Xaa

Xaa

Trp

Xaa
90

Xaa

Xaa

Xaa

Thr

Cys

170

Xaa

Xaa

xXaa

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

Tyr

75

Xaa

Xaa

xaa

Gly

Leu

155

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Ser

Xaa

Xaa

Xaa

60

Gln

Xaa

Xaa

Xaa

val
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Thr

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa
220
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Xaa

Xaa

45

Xaa

Glin

Xaa

Xaa

Xaa
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Pro

Ile

Xaa

Xaa

Xaa

205

Phe

Ser

Xda

30

Xaa

Xaa

Lys

Xaa

Xaa

110

Xaa

S5er

ser

Xaa

Xaa

180

Xaa

Gly

val
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Xaa

Xaa

Xaa

Pro

Xaa
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Xaa

Xaa

Arg

Ser

Xaa
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Xaa

Xaa

GIn

Gly

Xaa

xXaa

Xaa

Gly
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Xaa

Xaa

Xaa

Phe

Leu

160

Xaa

Xaa

Xaa

Gly
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<220>
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ASp ASp
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<223> Péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (26)..(75)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50

aminoacidos

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (90)..(139)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50

aminoécidos

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (172)..(221)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50

aminoécidos

<400>3

Thr

Ile

Trp

Ala

Ser

Phe

85

Ala
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GIn

Thr

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Phe
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Cys

Gin

LysS

55

Ala

Thr

Gly

Pro

GIn

Gln

40

Leu
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Tyr
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Ser
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Lys
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Phe

Tyr
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Cys
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Leu

Gln

Gly
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Leu

75

Gin

Lys

Ser

Ser
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60

Thr

Gly

Leu

Ala ser
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Ala Pro

45

Pro Ser
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Asn Phe

Thr val
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Gly
LYS
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Asn
95

Leu

Gly

Asn
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Glu val GIn Leu val Glu ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Ala Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
35 : 40 45

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
50 55 60

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp val Arg GIn Ala
65 70 75 80

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val Gly Xaa xXaa Xaa Xaa Xaa xga Xaa
85 90 9

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
100 105 110

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
115 120 125

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Arg Phe Thr Ile Ser
130 135 140

Arg Asp Thr Ser Lys Asn Thr val Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg

145 150 155 160

Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
165 170 175

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xza Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
180 185

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
195 200 205

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Gly Gln
210 215 220

Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
225 230

<210>4
<211> 232
<212> PRT
<213> Artificial
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<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (26)..(75)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50
aminoacidos

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222>(90)..(139)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50
aminoécidos

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222>(172)..(221)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50
aminoacidos

<400> 4

Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg iLeu Ser Cys Thr val Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20° 25 30

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
35 40 45

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
50 55 60

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp val arg GIn Ala
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<210>5
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
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Xaa

Xaa

Xaa

210
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Xaa Xaa
100

Xaa Xaa
115

Xaa Xaa

Thr ser

Asp Thr

Xaa Xaa
180

Xaa Xaa
195

Xaa Xaa

Leu val

<223> Péptido sintético

<400> 5

Leu
85

Xaa

Xaa

Xaa

LyS
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165

Xaa

Xaa

Xaa

Thr
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70

Glu

Xaa

Xaa

Xaa

Asn

150

val

Xaa

Xaa

xXaa

val
230

Trp

Xaa

Xaa

Xaa

135

Thr

Tyr

Xaa

Xaa

Xaa

215

Ser

val

Xaa

Xaa

120

Xaa

val
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Xaa

Xaa

200

Xaa

Ser
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Gly

Xaa
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Xaa

Tyr

Cys

Xaa
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Xaa

950
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Xaa

Xaa
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Xaa
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Xaa
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Xaa

Xaa

Xaa

Xaa
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Xaa

Xaa
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Xaa

Xaa
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Met

Xaa
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Xaa
220

Xaa

Xaa

Xaa
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Xaa
110

Xaa

125 .

Phe

Asn

Xaa

Xaa

Xaa

205

Xaa

Thr

ser

Xaa

Xaa
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Xaa

Trp

Xaa
95

Xaa
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Ile
lLeu
Xaa
175
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Xaa
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80

Xaa
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<212> PRT

<213> Artificial

<220>

val

Leu

Trp
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50

Ala

Tyr

Cys
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Gln
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Ile

35

Cys

Lys

Leu
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Thr
115

<223> Péptido sintético

<400> 6

<210>7
<211> 20
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 7
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Leu
20
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Gly

GIn
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Ser

Trp

Tyr

Arg
Met
85

Leu

val
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Glu ser Gly Gly

Cys Thr Ala Ser
25

val arg GIn Ala
40

Gly Asp Asn Asp
55

Phe Thr 1Ile Ser
70

ASNh Ser Leu Arg

Gly Tyr Ala Asp
105

Thr val ser Ser
120

Gly
10

Gly

Pro

Arg

Ala
90

TYr

ser

Phe

Gly

Thr

ASp
75

Glu

Ala

Gly Gly Gly Gly Ser
1 5

val

Thr

Lys

Pro
60

Thr

ASp

Tyr

Gln
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45

Leu

Ser

Thr

Asp

Pro

Ser

30

Leu

Tyr

Lys

Ala

Leu
110

Gly
15
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Glu

Ala

Asn

Thr
95

Trp

Gly

Ser

Trp

Asn

Thr
80

Tyr
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1 5 10
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20

<210>8

<211> 483
<212> PRT
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<220>
<223> Péptido sintético

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (24)..(73)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural.

aminoacidos

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (89)..(138)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural.

aminodacidos

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (171)..(220)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural.

aminodacidos

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (277)..(326)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural.

aminoacidos

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (341)..(390)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural.

aminoacidos

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (423)..(483)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural.

aminoéacidos

<400> 8

41

Puede estar presentes de al menos uno hasta 50

Puede estar presentes de al menos uno hasta 50

Puede estar presentes de al menos uno hasta 50

Puede estar presentes de al menos uno hasta 50

Puede estar presentes de al menos uno hasta 50

Puede estar presentes de al menos uno hasta 50
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ES 2660613 T3

GIn

Thr

Xaa

xXaa

Xaa

70

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

Gly

Ala

Ser

cys

Xaa

Xaa

55

Xaa

Ile

Xaa

Xaa

Xaa

135

Thr

Thr

Pro

Xaa

Xaa

40

Xaa

Xaa

Tyr

Xaa

Xaa

120

Xaa

Glu

Tyr

42

Ser

Xaa

25

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

105

Xaa

Xaa

Phe

Tyr

Thr
10

Xaa
Xaa
Xaa
Trp
Xaa
90

Xaa
Xaa
Xaa

Thr

Cys
170

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

TYr

75

Xaa

Xaa

xXaa

Gly

Leu

155

Xaa

Ser

Xaa

Xaa

Xaa

60

Gln

Xaa

Xaa

Xaa

val

140

Thr

Xaa

Ala

Xaa

Xaa

45

Xaa

Gln

Xaa

Xaa

Xaa

125

Pro

ITe

Xaa

Ser

Xaa

30

Xaa

Xaa

Lys

Xaa

xXaa

110

Xaa

Ser

Ser

Xaa

val

15

Xaa

Xaa

Xaa

Pro

Xaa

95

Xaa

Xaa

Arg

Ser

Xaa
175

Gly

Xaa

Xaa

Xaa

Gly

80

Xaa

Xaa

Xaa

Phe

Leu

160

Xaa



Xaa

Xaa

Xaa

Thr

225

Ser

Glu

Cys

Xaa

Xaa

305

Xaa

Glu

Xaa

Xaa

Xaa

385

Asn

val

Xaa

Xaa Xaa

Xaa Xaa
195

Xaa Xaa
210

LysS Leu
Gly Gly
Ser Gly
Thr Ala

275

Xaa Xaa
290

Xaa Xaa
Xaa Xaa
frp val
Xaa xaa

355
Xaa Xaa
370
Xaa Xaa
Thr val

Tyr Tyr

Xaa Xaa
435

Xaa

180

Xaa

Xaa

Thr

Gly

Gly

Ser

Xaa

Xaa

Xaa

Gly

Xaa

Xaa

Xaa

Tyr

Cys

420

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

val

Gly

Gly

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

325

Xaa

Xda

Xaa

Xaa

Leu

405

Ala

Xaa

ES 2660613 T3

Xaa

Xaa

Xaa

Leu

230

Ser

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

310

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

390

Gin

Arg

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

215

Gly

Gly

val

Xaa

Xaa

295

xXaa

Trp

Xaa

Xaa

Xaa

375

Arg

Met

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

200

Xaa

Gly

Gly

GIn

Xaa

280

Xaa

Xaa

val

Xaa

Xaa

360

Xaa

rhe

Asn

Xaa

Xaa
440

43

Xaa

185

Xaa

Xaa

Gly

Gly

Pro

265

Xaa

Xaa

Xaa

Arg

Xaa

345

Xaa

Xaa

Thr

Ser

Xaa

425

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Gly

Xaa

Xaa

Xaa

GIn

330

Xaa

Xaa

Xaa

Ile

Leu

410

Xaa

Xaa

Xaa
Xaa
Xaa
Gly
2

ser
Gly
Xaa
Xaa
Xaa
315
Ala
Xaa
Xaa
Xaa
ser
395
Arg

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

220

Ser

Glu

Ser

Xaa

Xaa

300

Xaa

Pro

Xaa

Xaa

Xaa

380

Arg

Ala

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

205

Phe

Gly

val

Leu

Xaa

285

Xaa

Xaa

Gly

Xaa

Xaa

365

Xaa

Asp

Glu

Xaa

Xaa
445

Xaa

130

Xaa

Gly

Gly

Gln

270

Xaa

Xaa

Xaa

Lys

Xaa

350

Xaa

Xaa

Thr

AsSp

Xaa

430

Xaa

Xaa

Xaa

GIn

Gly

Leu

255

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

Gly

Xaa

Xaa

Xaa

Ser

Thr

415

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Gly

Gly

val

Ser

Xaa

Xaa

xXaa

320

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

Lys

400

Ala

Xaa

Xaa



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2660613 T3

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

450 455

460

Xaa ¥Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Gly GIn Gly Thr teu val Thr

465 470

val Ser Ser

<210>9

<211> 483
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (24)..(73)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural.

aminoacidos

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (89)..(138)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural.

aminoéacidos

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (171)..(220)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural.

aminoéacidos

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (277)..(326)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural.

aminoacidos

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (341)..(390)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural.

aminoacidos

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (423)..(483)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural.

aminoéacidos

<400>9

44

475 480

Puede estar presentes de al menos uno hasta 50

Puede estar presentes de al menos uno hasta 50

Puede estar presentes de al menos uno hasta 50

Puede estar presentes de al menos uno hasta 50

Puede estar presentes de al menos uno hasta 50

Puede estar presentes de al menos uno hasta 50



ES 2660613 T3

Glu Ite val Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15

Asp Arg val Ile ITe Thr Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
2 25 30

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
35 40

45



Xaa

Xaa

65

Lys

Xaa

Xaa

Xaa

Ser

145

Glin

Xaa

Xaa

Xaa

Thr

225

Ser

Glu

Cys

Xaa

Xaa
305

Xaa Xaa
50

Xaa Xaa

Ala pPro

Xaa Xaa

Xaa Xaa
115

Xaa Xaa
130

Gly ser

Pro Asp

Xaa Xaa

Xaa xaa
195

Xaa Xaa
210

Lys Leu

Gly Gly

Ser Gly

Thr val
275

Xaa Xaa
290

Xaa Xaa

Xaa
Xaa
LysS
Xaa
100
Xaa
Xaa
Gly
Asp
Xaa
180
Xaa
Xaa
Thr
Gly
Gly
260
ser

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Leu

85

Xaa

Xaa

Xaa

Ser

Phe

165

Xaa

Xaa

Xaa

val

Xaa

Xaa

Xaa

ES 2660613 T3

Xaa

Xaa

70

Leu

Xaa

Xaa

xaa

Gly

Ala

Xaa

Xaa

Xaa

Leu

230

Ser

Leu

Xaa

Xaa

Xaa
310

Xaa

55

Xaa

Iie

Xaa

Xaa

Xaa

135

Thr

Thr

Xaa

Xaa

Xaa

215

Gly

Gly

val

Xaa

Xaa

295

Xaa

Xaa

Xaa

Tyr

Xaa

Xda

120

Xaa

Glu

Tyr

xaa

Xaa

200

Xaa

Gly

Gly

GlIn

Xaa

280

Xaa

Xaa

46

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

105

Xad

Xaa

Phe

Tyr

Xaa

185

xaa

Xaa

Gly

Gly

Pro

265

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa
Trp
Xaa
g0

Xaa
Xaa
Xaa
Thr
Cys
170
xaa
Xaa

Xaa

Gly

Xaa
Xaa

Xaa

Xaa

Tyr
75

Xaa

Xaa

Xaa
Gly
Leu
155
Xaa
Xaa

Xaa

Xaa

ser
Gly
Xaa
Xda

Xaa
315

Xaa

60

GIn

Xaa

Xaa

Xaa

val

140

Thr

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

220

Ser

Glu

ser

Xaa

Xaa

300

Xaa

Xaa

Gln

Xaa

xXaa

Xaa

125

Pro

Ile

Xaa

Xaa

Xaa

205

Phe

Gly

val

Leu

Xaa

285

Xaa

Xaa

Xaa

Arg

Xaa

Xaa

110

Xaa

Ser

ser

Xaa

Xaa

190

Xaa

Gly

Gly

GIn

270

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Pro

Xaa

95

Xaa

Xaa

Arg

Ser

Xaa

175

Xaa

Xaa

Gln

Gly

Leu

255

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Gly

80

Xaa

Xaa

Xaa

Phe

Leu

160

Xaa

Xaa

Xaa

Gly

Gly

val

ser

Xaa

xaa

Xaa
320



10

Xaa

Glu

Xaa

Xaa

Xaa
385

ASN

val

Xaa

Xaa

Xaa
465

val

<210> 10
<211> 253
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Xaa

Trp

Xaa

Xaa

370

Xaa

Thr

Tyr

Xaa

Xaa

450

Xaa

Ser

Xaa

val

Xaa

355

Xaa

Xaa

val

Tyr

Xaa

435

Xaa

Xaa

Ser

<223> Péptido sintético

<400> 10

Xaa

xXaa

Xaa

Tyr

Cys

420

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

325

Xaa

Xaa

xaa

Xaa

Leu

405

Ala

Xaa

Xaa

Xaa

ES 2660613 T3

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

390

GIn

Arg

xXaa

Xaa

Xaa
470

Trp

Xaa

xaa

Xaa

375

Arg

Met

Xaa

Xaa

Xaa

455

Xaa

val

Xaa

Xaa

360

Xaa

Phe

Asn

Xaa

Xaa

440

Xaa

Xaa

a7

Arg

Xaa

345

Xaa

Xaa

Thr

ser

Xaa

425

Xaa

Xaa

rp

Gln

330

Xaa

Xaa

Xaa

Ile

Leu

410

Xaa

xaa

Xaa

Gly

Ala

Xaa

Xaa

Xaa

ser

395

Arg

Xaa

Xaa

Xaa

Gln
475

Pro

Xaa

Xaa

Xaa

380

Lys

Ala

Xaa

Xaa

Xaa

460

Gly

Gly

Xaa

Xaa

365

Xaa

Asp

Glu

Xad

Xaa

445

Xaa

Thr

Lys

Xaa

350

Xaa

Xaa

Thr

Asp

Xaa

430

Xaa

Xaa

Leu

Gly

Xaa

Xaa

Xaa

ser

Thr

415

Xaa

Xaa

Xaa

val

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

Lys

400

Ala

Xaa

Xaa

Xaa

Thr
480



Glu

ASp

Ile

Leu

Ser

65

GlIn

Gly

Gly

Gly

Gln

145

Gly

Leu

Ser

Thr

225

ASp

Ile

Arg

Trp

Ile
50

Gly

Pro

ASp

Gly

Gly

Pro

Ser

Leu

Tyr

Lys

210

Ala

Leu

val
val
Met
35

Tyr

ser

ASp

Arg

Gly
Arg
Glu
Ala
195
Asn

Thr

Trp

Met
Ile
20

Ala

GIn

Gly
Asp
Tyr
100
Gly
ser
G;ly
Ser
Trp
Asn
Thr

Tyr

Gly

Thr
Ile
Trp
Ala
Ser
Phe
85
Ala
Ser
Glu
ser
Tyr
165
val
Trp
val

Tyr

Gln
245

ES 2660613 T3

Gin

Thr

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Phe

Gly

val

Leu

150

Trp

Gly

Ala

Tyr

Cys

230

Gly

ser

Cys

Gin

Lys

Ala

Thr

Gly

Gly

GIn

135

Arg

Ccys
Lys
Leu
215

Ala

Thr

Pro
Gln
GIn
40

Leu

Glu
Tyr
GlIn
Gly
1

Leu
Leu
Cys
Ile
Gly
Glin
ATg

Thr

48

Ser
Ser
25

Lys

Ala

Phe

Tyr

Gly

Gly

val

Ser

Trp

Tyr

185

Arg

Met

Leu

val

Thr
10
Ser

Pro

Ser

Thr
Cys
90

Thr
Ser
Glu
Cys
val
170
Gly
Phe
Ash
Gly

Thr
250

Leu

Gln

Gly

Gly

Leu

75

Gin

LYS

Gly

ser

Thr

155

Arg

AsSp

Thr

ser

Tyr

235

val

ser

Ser

Arg

val
60

Thr

Gly

Leu

Gly

Gly

Ala

Gin

Asn

Ile

Leu

220

Ala

Ser

Ala
val
Ala
45

Pro

Ile

ASH

Thr

Gly

Gly

Ser

Ala

ASp

Ser

205

Arg

Asp

Ser

ser

Tyr

Pro

ser

Ser

Phe

val

110

Gly

Gly

Gly

Pro

Ile

190

Arg

Ala

TYr

val
1s
Gly

Lys

Arg

Ser

ASn

95

Leu

Ser

Ser

Phe

Gly

Thr

Asp

Glu

Ala

Gly

Asn

Leu

Phe

Leu

80

Thr

Gly

Gly

val

Thr

160

Lys

Pro

Thr

Asp

Tyr
240



10

15

20

25

<210>11
<211> 231
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (24)..(73)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50

aminodacidos

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (89)..(138)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50

aminodacidos

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (171)..(220)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50

aminoacidos

<400> 11

ES 2660613 T3

49



10

<210> 12

Glu

Asp

Xaa

Xaa

Xaa

65

Lys

Xaa

Xaa

Xaa

Ser

145

Gln

Xaa

Xaa

Xaa

Thr
225

<211> 231
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Ile

Arg

Xaa

Xaa

50

Xaa

Ala

Xaa

Xaa

Xaa

130

Gly

Pro

Xaa

Xaa

Xaa

210

LyS

vatl

val

Xaa

35

Xaa

Xaa

Pro

xXaa

Xaa

115

Xaa

Ser

Asp

Xaa

Xaa

195

Xaa

Leu

<223> Péptido sintético

<220>

Met

Ile

20

Xaa

Xaa

Xaa

Lys

Xaa

100

Xaa

Xaa

Gly

ASp

Xaa

180

Xaa

Xaa

Thr

Thr

Ile

Xaa

Xaa

Xaa

Leu

85

Xaa

Xaa

Xaa

Ser

Phe

165

Xaa

Xaa

Xaa

val

ES 2660613 T3

GIn

Thr

Xaa

Xaa

Xaa

70

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Leu
230

ser

cys

Xaa

Xaa

55

Xaa

Ile

Xaa

Xaa

Xaa

135

Ala

Thr

Xaa

Xda

Xaa

215

Gly

Pro

Xaa

Xaa

40

Xaa

Xaa

Tyr

Xaa

Xaa

120

Xaa

Glu

Tyr

Xaa

Xda

200

Xaa

50

Ser

Xaa

25

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

105

Xaa

Xaa

Phe

Tyr

Xaa

185

Xaa

Xaa

Thr
10

Xaa
Xaa
Xaa
Trp
Xaa
a0

Xaa
Xaa
Xaa
Thr
Cys
170
Xaa

xXaa

Xaa

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

Tyr

75

Xaa

Xaa

Xaa

Gly

Leu

155

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Ser

Xaa

Xaa

Xaa

60

GTn

Xaa

Xaa

Xaa

val

140

Thr

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa
220

Ala

Xaa

Xaa

45

Xaa

GIn

Xaa

Xaa

Xaa

125

Pro

Ile

Xaa

Xaa

Xaa

205

Phe

ser

Xaa

30

Xaa

Xaa

Lys

Xaa

Xaa

110

Xaa

ser

sSer

Xaa

Xaa

190

Xaa

Gly

val

15

Xaa

Xaa

Xaa

Pro

Xaa

95

Xaa

Xaa

Arg

ser

Xaa

175

Xaa

Xad

GlIn

Gly

Xaa

Xaa

Xaa

Gly

80

Xaa

Xaa

Xaa

Phe

Leu

160

Xaa

Xaa

Xaa

Gly



10

15

20

<221> MISC_FEATURE
<222> (24)..(73)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50

aminodacidos

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (89)..(138)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50

aminoacidos

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (171)..(220)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50

aminoacidos

<400> 12

Glu

1

Asp

Xaa

Xaa

xXaa

65

Lys

Xaa

Xaa

Xaa

ser
145

Ite

Arg

Xaa

Xaa

50

Xaa

Ala

Xaa

Xaa

Xaa

130

Gly

val

val

Xaa

35

Xaa

Xaa

Pro

Xaa

Xaa

115

Xaa

Ser

Met

Ile

20

Xaa

Xaa

Xaa

Lys

Xaa

100

Xaa

Xaa

Gly

Thr

Ile

Xaa

Xaa

Xaa

Leu

85

Xaa

Xaa

Xaa

Ser

ES 2660613 T3

GlIn

Thr

Xaa

Xaa

Xaa

70

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

ser

cys

Xaa

Xaa

55

Xaa

Ile

Xaa

Xaa

Xaa

135

Thr

Pro

Xaa

Xaa

40

Xaa

Xaa

Tyr

Xaa

Xaa

120

Xaa

Glu

51

Ser

Xaa

25

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

105

Xaa

Xaa

Phe

Thr
10

Xaa
Xaa
Xaa
Trp
Xaa
90

Xaa
Xaa

Xaa

Thr

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

TYFr

75

Xaa

xXaa

Xaa

Gly

Leu
155

Ser

Xaa

Xaa

Xaa

60

Gin

Xaa

Xaa

Xaa

val

140

Thr

ala

Xaa

Xaa

45

Xaa

GlIn

Xaa

Xaa

Xaa

125

Pro

Ile

ser

Xaa

30

Xaa

Xaa

Lys

Xaa

Xaa

110

Xaa

Ser

Ser

vail

15

Xaa

Xaa

Xaa

Pro

Xaa

95

Xaa

Xaa

Arg

ser

Gly

Xaa

Xaa

Xaa

Gly

80

Xaa

Xaa

Xaa

Phe

Leu
160



ES 2660613 T3

G1n Pro Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
165 170 175

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
180 185 190

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
195 200 205

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Phe Gly G1n Gly
: 210 215 220

Thr Lys teu Thr val Leu Gly
225 230

<210>13
<211> 231
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (24)..(73)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50
aminoacidos

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222>(89)..(138)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50
aminoécidos

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (171)..(220)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50
aminoécidos

<400> 13
Glu Ile val Met Thr Gln ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15

Asp Arg val Ile Ile Thr Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
35 40 45

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
50 35 60

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Tyr Gln GIn Arg Pro Gly
65 70 75 80

52



10

Lys

Xaa

Xaa

Xaa

Ser

145

GlIn

Xaa

Xaa

Xaa

Thr
225

<210> 14
<211>111
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Ala

Xaa

Xaa

Xaa

130

Gly

Pro

Xaa

Xaa

Xaa

210

Lys

Pro

Xaa

Xaa

115

Xaa

ser

Asp

Xaa

Xaa

195

Xaa

Leu

<223> Péptido sintético

<400> 14

Lys

Xaa

100

Xaa

Xaa

Gly

ASp

Xaa

180

Xaa

Xaa

Thr

Leu

85

Xaa

Xaa

Xaa

Ser

Phe

165

Xaa

Xaa

xXaa

val

ES 2660613 T3

Leu

Xaa

xXaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Leu
230

Ile

Xaa

Xaa

Xaa

135

Ala

Thr

Xaa

Xaa

Xaa

215

Gly

Tyr

Xaa

xXaa

120

xXaa

Glu

Tyr

Xaa

Xaa

200

Xaa

53

Xaa

Xaa

105

Xaa

Xaa

Phe

TYr

Xaa

185

xaa

Xaa

Xaa
90

Xaa
Xaa
Xaa
Thr
Ccys
170
Xaa
Xaa

Xaa

Xaa

Xda

Xaa

Gly

Leu

155

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

val

140

Thr

Xaa

xXaa

Xaa

Xaa
220

Xaa

Xaa

Xaa

125

Pro

Ile

Xaa

Xaa

Xaa

205

Phe

Xaa

xaa

110

Xaa

ser

Ser

Xaa

Xaa

190

Xaa

Gly

Xaa

95

Xaa

Xaa

Arg

Ser

Xaa

175

Xaa

Xaa

GIn

Xaa

Xaa

Xaa

Phe

Leu

160

Xaa

Xaa

Xaa

Gly
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15

20

25

30

35

40

ES 2660613 T3

Glu ITe val Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser val Gly

Asp Arg val Ile Ile Thr Cys GlIn Ser Ser Gln Ser val Tyr Gly Asn
20 _ 25 : 30

Ile Trp get Ala Trp Tyr GIn GIn Arg Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu
5 40 45

Leu ITe Tyr GIn Ala Ser iLys Leu Ala ser Gly val Pro Ser Arg Phe
50 55 &0

ser Gly ser Gly ser Gly Ala Glu phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu
65 70 - 75 80

Gln Pro Asp Asp ghe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn Gly Asn Phe gsn Thr
5 S0 5

Gly Asp Arg Tyr Ala Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Thr val Leu
100 105 110

<210> 15
<211> 483
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (24)..(73)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50
aminoécidos

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (89)..(138)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50
aminoacidos

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222>(171)..(220)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50
aminoécidos

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (277)..(326)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50
aminoécidos

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (341)..(390)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50
aminoacidos

54
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<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (423)..(483)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50
aminoécidos

<400> 15

Glu 1le val Met Thr GIn Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15

Asp Arg val Ile Ile Thr Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
35 40

55



Xaa

Xaa

65

Lys

Xaa

Xaa

Xaa

Ser

145

GIn

Xaa

Xaa

Xaa

Thr

225

ser

Glu

Cys

Xaa

Xaa
305

Xaa

50

Xaa

Ala

Xaa

Xaa

Xaa

130

Gly

Pro

Xaa

Xaa

Xaa

210

Lys

Gly

ser

Thr

Xaa

290

Xaa

Xaa

xXaa

Pro

Xaa

Xaa

115

Xaa

ser

ASp

Xaa

Xaa

195

Xaa

Leu

Gly

Gly

Ala

275

Xaa

Xaa

Xaa Xaa Xaa

325330 335

Xaa

Xaa

Lys

Xaa

100

Xaa

Xaa

Gly

ASD

Xaa

180

Xaa

Xaa

Thr

Gly

Gly

260

ser

Xaa

xXaa

Xaa

Xaa

Xaa

Leu

85

Xaa

Xaa

Xaa

Ser

Phe

165

Xaa

Xaa

Xaa

val

Gly

Gly

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

ES 2660613 T3

Xaa

Xaa

70

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

Gly

Ala

Xaa

Xaa

Xaa

Leu

230

Ser

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

310

Xaa

Xaa

55

Xaa

Ile

Xaa

Xaa

Xaa

135

Thr

Thr

Xaa

Xaa

Xaa

215

Gly

Gly

val

Xaa

Xaa
295

Xaa

Trp

Xaa

Xaa

Tyr

Xaa

Xaa

120

Xaa

Glu

Tyr

Xaa

Xaa

200

Xaa

Gly

Gly

Gln

Xaa

280

Xaa

Xaa

val

56

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

105

Xaa

Xaa

Phe

Tyr

Xaa

185

Xaa

Xaa

Gly

Gly

Pro

265

Xaa

Xaa

Xaa

Arg

Xaa
Trp
Xaa
90

Xaa
Xaa
Xaa
Thr
Cys
170
Xaa
Xaa

Xaa

Gly

Xaa
Xaa
Xaa

GlIn

Xaa

TYr

75

Xaa

Xaa

Xaa

Gly

Leu

155

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Gly

ser

Gly

Xaa

Xaa

Xaa

315

Ala

Xaa

60

Glin

Xaa

Xaa

xXaa

val

140

Thr

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

220

Ser

Glu

ser

xXaa

Xaa

300

Xaa

Pro

Xaa

GIn

Xaa

Xaa

Xaa

125

Pro

Ile

Xaa

Xaa

Xaa

205

Phe

Gly

val

Leu

Xaa

285

Xaa

Xaa

Gly

Xaa

Arg

Xaa

Xaa

110

Xaa

Ser

ser

Xaa

Xaa

190

Xaa

Gly

Gly

Gln

270

Xaa

Xaa

Xaa

LysS

Xaa

Pro

Xaa

95

Xaa

Xaa

Arg

Ser

Xaa

175

Xaa

Xaa

GIn

Gly

Leu

255

Leu

Xaa

Xaa

Xdaa

Gly

Xaa

Gly

80

Xaa

Xaa

Xaa

Phe

Leu

160

Xaa

Xaa

Xaa

Gly

Gly

240

val

Ser

Xaa

Xaa

Xaa

320

Leu
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15

20

25

30

Glu

Xaa

Xad

Xaa
385

Asn

val

Xda

Xaa

Xaa
465

val

<210> 16
<211> 483
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Trp

Xaa

xXaa

370

Xaa

Thr

Tyr

Xaa

Xaa

450

Xaa

Ser

vai

Xaa

355

Xaa

Xaa

val

Tyr

Xaa

435

Xaa

Xaa

Ser

<223> Péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (24)..(73)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50

aminoacidos

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (89)..(138)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50

aminoécidos

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (171)..(220)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50

aminoacidos

<220>

<221> MISC_FEATURE

Gly

340

Xaa

Xaa

Xaa

Tyr

Cys

420

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Leu

405

Ala

Xaa

Xaa

Xaa

ES 2660613 T3

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

390

Gin

Arg

Xaa

Xaa

Xaa
470

Xaa
Xaa
Xaa
375
Arg
Met
Xaa
Xaa
Xaa

455

Xaa

Xaa

Xaa

360

Xaa

Phe

Asn

Xaa

Xad

440

Xaa

Xaa

57

Xaa

345

Xaa

Xaa

Thr

Ser

Xaa

425

Xaa

Xaa

Trp

Xaa

Xaa

Xaa

Ile

Leu

1410

Xaa

Xad

Xaa

Gly

Xaa

Xaa

Xaa

Ser

395

Arg

Xaa

Xaa

Xaa

Gln
475

Xaa

Xaa

Xaa

380

Arg

Ala

Xaa

Xaa

Xaa

460

Gly

Xda

Xaa

365

Xaa

Asp

Glu

Xad

Xaa

445

Xaa

Thr

Xaa

350

xaa

Xaa

Thr

Asp

Xaa

430

Xaa

Xaa

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

Ser

Thr

415

Xaa

Xaa

Xaa

val

Xaa

Xaa

Xaa

Lys

400

Ala

Xaa

Xaa

Xaa

Thr
480
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<222> (277)..(326)
<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50
aminoacidos

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (341)..(390)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50
aminoacidos

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (423)..(483)

<223> X puede ser cualquier aminoacido de origen natural. Puede estar presentes de al menos uno hasta 50
aminoécidos

<400> 16

Glu ITe val Met Thr GlIn Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15

Asp Arg vVal Ile Ile Thr Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa %aa Xaa
20 25 30

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
35 ’ 40 45

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa xaa Xaa Xaa
50 55 60

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa xXaa Xaa Trp Tyr GIln GIn Arg Pro Gly
65 70 75 80

Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
85 90 95

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
100 105 110

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
115 - 120 125

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Gly val Pro ser Arg Phe
130 135 140

Ser Gly ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu
145 150 155 160

Gln Pro Asp Asp phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
165 170 175

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xda Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
180 185 190

58



Xaa

Xaa

Thr

225

Ser

Glu

Cys

Xaa

Xaa

305

Xaa

Glu

Xda

Xaa

Xaa

385

AsSN

val

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

xXaa

210

Lys

Gly

Ser

Thr

Xaa

290

Xaa

Xaa

Trp

Xaa

Xaa

370

Xaa

Thr

TYr

Xaa

Xaa

450

Xaa

Xaa

193

Xaa

Leu

Gly

Gly

val

275

Xaa

Xaa

Xaa

val

Xaa

355

Xaa

Xaa

val

Tyr

Xaa

435

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Thr

Gly

Gly

ser

Xaa

Xaa

Xaa

Gly

340

Xaa

Xaa

Xaa

Tyr

cys

420

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

val

Gly

Gly

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

325

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Leu

405

Ala

Xaa

Xaa

Xaa

ES 2660613 T3

Xaa

Xaa

Leu

230

Ser

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

310

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

320

GIn

Arg

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

215

Gly

Gly

val

Xaa

Xaa

295

Xaa

Trp

Xaa

Xaa

Xaa

375

Arg

Met

Xaa

Xaa

Xaa

455

Xaa

Xaa

200

Xaa

Gly

Gly

Gln

Xaa

280

Xaa

Xaa

val

Xaa

Xaa

360

Xaa

Phe

ASn

Xaa

Xaa

440

Xaa

Xaa

59

Xaa

Xaa

Gly

Gly

Pro

265

Xaa

Xaa

Xaa

Arg

Xaa

345

Xaa

Xaa

Thr

Ser

Xaa

425

Xaa

Xaa

Trp

Xaa

Xaa

Gly

Xaa
Xaa
Xaa
GIn
330
Xaa
Xaa
Xaa
Ile
Leu
410
Xaa
Xaa

Xaa

Gly

Xaa
Xaa
Gly
ser
Gly
Xaa
Xaa
xXaa
315
Ala
Xaa
Xaa
Xaa
Ser
395
Arg
Xaa
Xaa

Xaa

Gin

Xaa

Xaa

220

Ser

Glu

ser

Xaa

Xaa

300

Xaa

Pro

Xaa

Xaa

Xaa

380

Lys

Ala

xXaa

Xaa

xXaa
460

Gly

Xaa

205

Fhe

Gly

val

Leu

xaa

285

xaa

Xaa

Gly

Xaa

Xaa

365

Xaa

ASp

Glu

Xaa

Xaa

445

Xaa

Thr

Xaa

Gly

Gly

GlIn

Xaa

Xaa

Lys

Xaa

350

Xaa

Xda

Thr

Asp

Xaa

430

Xaa

xXaa

Leu

Xaa

Gin

Gly

Leu

255

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

Gly

Xaa

Xaa

Xaa

ser

Thr

415

Xaa

Xaa

Xaa

val

Xaa

Gly

Gly

240

val

ser

Xaa

Xaa

Xaa

320

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

Lys

400

Xaa

Xaa

Xaa

Thr



10

465

val Ser ser

<210> 17
<211> 253
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 17

g'lu Ile val

Asp

Ile

Leu

Ser

65

GIn

GIn
145
Ile

Gly

Leu

Arg

Trp

Iie

50

Gly

Pro

ASp

Gly-

Gly

Pro

ser

Leu

Tyr

val

Met

35

Tyr

Ser

ASp

Arg

Gly

Gly

Arg

Glu

Ala
195

Met

Ile

20

Ala

Gln

Gly

Asp

Tyr

Gly

ser

Gly

Ser

Trp

ASn

Thr

Ile

Trp

ATa

Ser

Phe

85

Ala

Ser

Glu

Ser

Tyr

165

val

Trp

ES 2660613 T3

470

Gln

Thr

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Phe

Gly

val

Leu

150

Trp

Gly

Ala

Ser

Cys

Gln

Lys

Ala

Thr

Gly

Gly

Gin

135

Arg

Ile

Cys

Lys

Pro
Glin
Gln
40

Leu
Glu
Tyr
Gln
Gly
Leu
Leu
Cys
ﬂe

Gly

60

ser

Ser

25

Arg

Ala

Phe

Tyr

Gly

Gly

val

ser

Trp

TYr

185

Arg

Thr
10

ser
Pro
ser
Thr
Cys
90

Thr
ser
Glu
cys
val
170

Gly

Phe

475

teu

GIn

Gly

Gly

Leu

75

GgIn

LYsS

Gly

Ser

Thr

155

ATrg

ASp

Thr

Ser

Ser

Lys

val

60

Thr

Gly

Leu

Gly

Gly

140

Ala

Gln

Asn

Ile

aAla

val

Ala

45

Pro

Ile

Asn

Thr

ser

Ala

Asp

ser
205

ser

Tyr

30

Pro

ser

Ser

Phe

val

110

Gly

Gly

Gly

Pro

Ile

190

Arg

val
15

Gly
Lys
Arg
ser
Asn
95

Leu
Ser
ser
Phe
Gly

Thr

ASD

480

Gly

Asn

Leu

Phe

Leu
80

Thr

Gly

Gly

val

Thr

160

Lys

Pro

Thr
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ES 2660613 T3

Ser Lys Asn Thr val Tyr iLeu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
210 215 220

Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Leu Gly Tyr Ala Asp Tyr Ala Tyr
225 230 - 235 240

Asp Leu Trp Gly GIn Gly Thr Thr val Thr val Ser Ser
245 250

<210> 18
<211> 253
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 18

61
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Glu ITe val Met Thr GIn Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser val Gly

Asp Arg val Ile Ile Thr Cys Gln Ser Ser Gln Ser val Tyr Gly Asn
20 25 30

Ile Trp Met Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu
35 40 45

Leu Ile Tyr GIn Ala Ser Lys Leu Ala Ser Gly val Pro Ser Arg Phe
50 55 60

Ser Gly ser Gly Ser Gly aAla Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu
65 70 : 75 80

GIn Pro Asp Asp ghe Ala Thr Tyr Tyr g%s GIn Gly Asn Phe ggn Thr
5

Gly Asp Arg Tyr Ala Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Thr val Leu Gly
100 105 110

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser'G1y
1 1

Gly Gly Gly Ser Glu val Gln Leu val Glu ser Gly Gly Gly Ser val
130 135 140

Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Ala Ser G1yAPhe Thr
145 150 155 160

Ile Ser Arg Ser Tyr Trp Ile Cys Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
165 . 170 175

Gly Leu Glu Trp val Gly cys Ile Tyr Gly Asp Asn Asp Ite Thr Pro
180 185 190

Leu Tyr Ala Asn Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Thr
195 200 205

ser Lys Asn The val Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
210 215 220

Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Leu Gly Tyr Ala Asp Tyr Ala Tyr
225 230 235 240

Asp Leu Trp Gly Gln Gly Thr Thr val Thr val Ser Ser
245 250
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ES 2660613 T3

REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo que se une especificamente a TNFa que comprende:
a) una cadena ligera variable que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 2 o de SEQ ID NO: 14; y
b) una cadena pesada variable que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 5.

2. El anticuerpo de la reivindicacion 1, que ademas tiene un enlazador que comprende la secuencia de SEQ ID NO:
7.

3. El anticuerpo de la reivindicacién 1, en donde el anticuerpo comprende la secuencia de SEQ ID NO: 10 o de SEQ
ID NO: 17.

4. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

5. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 4, para su uso en el tratamiento de una enfermedad mediada
por TNFa.

6. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 4 para su uso de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde la
enfermedad mediada por TNFa es un trastorno ocular seleccionado entre el grupo que consiste en uveitis,
enfermedad de Behget, retinitis, ojo seco, glaucoma, sindrome de Sjogren, neuropatia diabética, escleritis,
degeneracion macular relacionada con la edad y queratitis.

7. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 4 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5,
en donde la composicién farmacéutica es para su administracion mediante administracion ocular, intranasal, 6tica,
sublingual, transdérmica, tépica, oral, nasal, rectal o parenteral.

8. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 7 para su uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en donde la
composicion farmacéutica es para su administracién en una sola o en dosis divididas que comprenden de 0,1 a 100
mg del anticuerpo.

9. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 7 para su uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en donde la
enfermedad mediada por TNFa es uveitis y la composicion farmacéutica se administra tdpicamente a un ojo del
sujeto.

10. Una molécula de acido nucleico aislada que codifica el anticuerpo de la reivindicacion 1.
11. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 10.
12. Una célula hospedadora que comprende el vector de la reivindicacion 11.

13. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo es un Fab, Fab’, un F(ab’)2, un Fv monocatenario
(scFv), un fragmento Fv o un anticuerpo lineal.

14. Una molécula bivalente o biespecifica que comprende el anticuerpo de la reivindicacion 1.
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