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ANEXOS \
Comprobante de pago de la tasa de presentacidn de la solicitud
Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona juridica.
Documento de Representacion Legal

Documento de cesi6n del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional (Resumen, Jdescripcidn, reivindicaciones)

Traduccion de la solicitud internacional al casteliano (Resumen, descripcidn, rewindicaciones, dibujos,
listado de secuencias)

Copia del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad

Traduccién del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad

De ser el caso, copra del contrato de acceso

De ser el caso, documento que acredite [a licencia o autorizacibn de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

Arte Final 12X12

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por ef
mismo titular o su causante, relacionados parcial ¢ totalmente con la invencién de esta solicitud.,

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional

Otros* Reporte’de buisqueda intemacional con su traduccidn, publicacibn con su traduccién, opinién
escrita con su traduccidn, capltulo rewvindicatorio originalmente presentado en fase intemacional con su
traduccion y anexo explicativo de modificaciones a las reivindicaciones.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N° de sohicitud (51) Int I CO7K 16/28
(22) Fecha de solicitud 30-03-07 {(71)Solicitante(s) DOMANTIS LIMITED
(30) Pnondad  (31) No. Priondad 32) Fecha (33) Pals
60/610,818 17-08-04 us
11102,512 8-04-05 US (72)Inventorfes)  GRANT Steven, LIU Haiqun, MCULDER Kevin
(74) Apoderado  ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85) Fecha imite imicio fase nacional ~ 17-04-07 (87)  Publicacion intemacional
(86) Datos relativos a la presentacién de la solictud PCT Fecha 23-03-06
Facha de presentacion de la solictud:  16-09-05 N* publicacidn WO 2006030220 A1

No de solicitlud PCT/GB2005/003562
(54) Tilulo COMPOSICIONES MONOVALENTES PARA EL ENLACE DE CD40L Y METODOS DE USO

Resumen - Reivindicacibn{es)
Reivindicacién nimero 1.-

Uso de un polipéptido de anticuerpo que comprende un polipéptido de dominic varnable sencilo en la
preparacién de un medicamento para el tratamiento o prevencion de un sintoma de enfermedad automnmune,
en donde dicho polipéptido de dominio variable sencillc antagoniza la actividad de CD40 o CD40L o ambos




TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

- PCT
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

{PCT Articulo 18 y Reglas 43 y 44)

Registro de referencia del soheiante o agente | PARA FUTURAS ver Nonficacidn o Transmisién del Reporte de Bisqueda Internacional
ACCIONES  (Forma PCT/ISA/220) asi como, donde aplique, ¢t {tem 5 a continuacion

DOMBA/P33817PC

Soheitud intemactonal No ' Fecha de registro intemacional (dia/mes/afio) Fecha de Prionidad (Pnmera) (dia/mes/ato}
PCT/GB2005/003562 16/09/2005 17/09/2004
Soltcitante

DOMANTIS LIMITED

Este Reporte de Busqueda Intemacional ha sido preparado por esta Autondad de Busqueda Internacional y es ttansmitido al sohcitante
Segin el Articulo 183 Una copia sera transmitida a la Oficma Internacional

Este Reporte de Basqueda Internacional consta de un total de __8 hojas
También esta acompailado de una copia de cada docurnenio 1ecruco anterior citado en este reporte

1 Bases del reporte

2 Respecto al lenguaje, 1a busqueda intemactonal se llevé a cabo segin la solicitud internacional cn el lenguage en el cual se presento,
a menos que st indique de otro modo en csie ftem

D la busqueda interacional se llevo a cabo segun la traduccidn de la soliciud intemnacional proporcionada a esta
Autondad (Regla 23 1(b))

b E Respecto a una secuencia de ficido nucledtido y/o amine revelado en la sohcitud internacional, ver Recuadro No [
2 E Ciertas reivindicaclones no pudieron localizarse (Ver Recuadro II)

k] D Falta unidad de inveneién (ver Recuadro [11)

4 Respecto al titulo,
El texto es aprobado seglin lo presenta el solicttante
I:l Esta Autoridad ha estublectdo que el texto sc lea ast

5 Respecto al resumen,
El texto es aprobado segin lo presenta el sohicitante

D Esta Autoridad ha establecido el texto de acuerdo con Ja Norma 38 2(b), segun aparece en el Recuadro 11l El sohcitante puede, un
mes despues de la fecha de haber enviado por correo este reporte de busqueda internacional, presentar comentanos a esta Autondad

6 Respecto a los dibujos,
a La figura de los dibujos que se publicara con el resumen cs la Figura No _2
g como lo sugino ¢l sohcitante

I:] como lo selecciond esta Autondad, porque 21 solicitante no sugind una figura
I:] como lo selecciono esta Autondad, porque 2sta figurs caracteniza megor a la invencién-

b D Ninguna de las figuras es para ser publicadz con el resumen

Forma PCT/ISA/210 (Pnmera hoja) (Enero 2004)




Soheitud Internacional No

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACICNAL PCT/GB2005/003562

Casilla No.1 Nucleétido y/o secuencia aminodcido (s) (Continuacién del item 1.b de la primera hoja)

1 Respecto a cualquier nucledtido y/o secuencia aminoficida revelada en la solicitud internacional y necesaria
para la invencidn rewvindicada, esta opinién se ha establecido segin’

a tipo de matenal

£ un listado de secuencia
] tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

b formato de matenal

X en formato escrito
en formato legible por computador

¢ tiempo de presentacién/suministro
[{ conterudo en la solicitud mternactonal seglin se registrd
4 registrada junto con la solicitud internacional en formato legible por computador
] proporcionada subsigmentemente a esta Autoridad para la busqueda
2 [ Ademis, en el caso en que més de una versi6n o copia de un histado de secuencia y/o tabla relacionada
con ello se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacién en las
copias subsiguientes o adicionales es 1déntica a aquella en la soheitud segiin se presentd o no va mis alla

de la solicitud segiin se registrd, segtin lo apropiado, fueron sumumstradas

3 Comentarios adicionales*

Forma PCT/ISA/210 (Continuacién de la primera hoja (1)} (Enero de 2004)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internactonal No
PCT/GB2005/003562

A CLASIFICACION DE MATERIA
CO7K16/28  A61K39/395 AG61P37/06

Scgun la Clasificacién dc Patentes Intemacional (CPI) o segun Ja clasificacion nacional y la CPI

B CAMPOS BUSCADOS

Decumentacion mimma buscada (sisicma de clasificacion seguido de simbolos de clasificacidn)

CO7K

Documentacidn busceda fuera de documentacidén minima hasta donde dichos documentos se¢ incluyan en las campos buscados

Base de datos ¢lectrénica consultada durante 1a bisqueda inicrmacional (nombre de la base de datos y, donde sea practico, buscar terminos usados)

EPQ-Interno, BIOSIS, Dato WP], EMBASE, Dato CHEM AES, PA)

C DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categona ® | Citacién de documento, con indicactén, donde sea apraopiado, de los textos relevantes Relevante a la rervindicacién No
X US 5 869 049 A (NOELLE ET AL) 1-6, 21,
9 de Febrero de 1999 (1999-02-09) 27,90-93
oraciones 15-25, rervindicacion 5
X WO 01/68860 A (NOVARTIS AG,
NOVARTIS-ERFINDUNGEN, DI PADOVA, FRANCO, 1-106

E, SCHULER, WALT)

20 de Septiembre 2001 (2001-09-20)
pégnas 15,16, ejemplo 3

pigma 2

E En el recuadro C se enumeran mis documentos

E En ¢l anexo se enumcran miembros de la familia de patentes

® Categorias especiales de documentos citados

'A' documento que define el estado gencral de la téenica €} cual no s¢
considera de relevancia particular

‘E' documento antenor pero publicado en o despues de la fecha de
preseniacin internacional

‘L' documento que puede arrojar dudas sobre reivindicaciones de
prionidad o que sc cita pare establecer la fecha de publicacion de
otra
citacidn v otre razon especial (segin se especifica)

0 documento que se refiere a una revelacion oral, uso, exhibicién u
otros medios

'P' documento publicado antes de 1a fecha de presentacion
internacional
pero despues de la fecha de pnondad reivindicada

T documento postenor publicado después de la fecha de presentacién
mternacicnal o feche de pnondad y que no estd en conflicto con la
solicitud pero citado para entender el principto o teorla que sustenta
la invencion

'X' documento de relevancia particular, la mvencion rervindicada no
puede considerarse nueva o no puede considerarse que comprende
un paso mventivo cuando ¢l documento se toma solo

'Y* documento de relevancia particular, la mvencién reivindicada no
puede considerarse que comprende un paso mventivo cuando el
documento se combma con uno o mis documentos, siendo dicha
combinacién obvia para una persona experta en la técmca

‘&' documento membro de la musma farmihia de patentes

Fecha de la terminacién real de la bisqueda mtemacional

23 de Noviembre de 2005

Fecha de envio por correo del reporte de biisqueda mtemacional

05/12/2005

Nombre y direccidn del correo de ISA/
European Patent Office, P B 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Ryswyk
Tel No  (+31-70) 340-2040, Tx 31 651 eponl,
Fax No  (+31-70) 340-3016

Funcionano autonzado

Wagner, R

Forma PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Enero 2004)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solhicitud Intermacional No

PCT/GB2005/003562

C DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categonia *

Citzcion de documento, con indicacion, donde sea apropiado, de los textos relevantes

Relevante a la reivindicacidn No

X

P.X

BRAMS PETER ET AL "Un anticuerpo monoclonal CD154 anti-
hurnano humanizado bloquea la activacidn de células B mediatizadas
por CD154-CD40”,

INTERNATIONAL IMMUNOPHARMACOLOGY,

vol 1, no 2, Febrero 2001 (2001-02),

pagmnas 277-294, XP002355661

ISSN. 1567-5769

pagmna 285, figura 8

WO 99/00143 A (BIOGEN, INC; THOMAS, DAVID,
W) 7 de Enero de 1999 (1999-01-07)

pagma 8,13

WO 2005/035572 A (DOMANTIS LIMITED,
TOMLINSON, IAN, BASRAN, AMRIK; JONES,
PHILIP) 21 de Abnil de 2005 (2005-04-21)

pagma 813, figura 31

WO 02/18445 A (BIOGEN, INC, KARPUSAS,
MICHAEL, HSU, YEN-MING, TAYLOR. FREDERICK,
R, Z) 7 de Marzo de 2002 (2002-03-07)

pagma 18, linea 4-8

MUYLDERMANS S ET AL. "Reconocimuente de antigenos por
fragmentos de anticuerpo de dominio Unico"

TRENDS IN BIOCHEMICAL SCIENCES. ELSEVIER,
HAYWARDS, GB,

vol 26, no 4, 1 de Abnl de 2001 (2001-04-01),

paginas 230-235, XP004241851

ISSN- 0968-0004

todo el documento

HOLT L J ET AL "Domimos de anticuerpos proteinas para terapia”
TRENDS IN BIOTECHNOLOGY, ELSEVIER
PUBLICATIONS, CAMBRIDGE GB,

vol 21, no 11, Noviembre 2003 (2003-11),

pagmas 484-490, XP004467495

ISSN 0167-7799

todo el documento

WO 2004/058822 A (DOMANTIS LIMITED,

WINTER, GREG, TOMLINSON, IAN, IGNATOVICH,
OLGA) 15 de Juho de 2004 (2004-07-15)

todo el documento

W0 2004/003019 A (DOMANTIS LIMITED,

WINTER, GREG, TOMLINSON, IAN, IGNATOVICH,
OLGA, HOLT) 8 de Enero de 2004 (2004-01-08)

todo el documento

1-6, 21,
27,90-93

1-6, 21,
27,90-93

1-106

21,27,

90-93

1-106

1-106

1-106

’ /
1-106

Forma PCT/ISA/210 (continuacién de la scgunda hoja) (Enero 2004)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No

PCT/GB2005/003562

C DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Catcgoria ®

Citaci6n de documento, con indicacién, donde sea apropiado, de los textos relevantes

Relevante a la reivindicacion No

A

WO 2004/058821 A (DOMANTIS LIMITED,

WINTER, GREG, TOMLINSON, IAN; IGNATOVICH,
OLGA, WOOL) 15 de Julio de 2004 (2004-07-15)

todo el decumento

WO 95/06481 A (TRUSTEES OF DARTMOUTH
COLLEGE, NOELLE, RANDOLPH, ], FOY, TERESA,
M, DU) 9 de Marzo de 1995 (1995-03-09)

the whole document

WO 02/06485 A (MILLENNIUM PHARMACEUTICALS
INC, KAPELLER-LIBERMANN, ROSANNA)

24 de Enero de 2002 (2002-01-24)

todo el documento

WO 01/94586 A (IDEC PHARMACEUTICALS
CORPORATION) 13 de Diciembre de 2001 (2001-12-13)
todo el documento

DURIE F ET AL "Prevencién de la artnitis mducida por colageno con un
anticuerpe a gp39, el hgando para CD40"

SCIENCE, AMERICAN ASSOCIATION FOR THE
ADVANCEMENT OF SCIENCE, US,

vol 261, no 5126,

3 September 1993 (1993-09-03), paginas

1328-1330, XP002013403

ISSN. 0036-8075

todo el documento

98-106

1-106

1-106

— A,

1-106

Forma PCT/ISA/210 (continuacién de la segunda hoya) (Enero 2004) pigmnal de3



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No

PCT/GB2005/003562

Casilla IT Observaciones donde ciertas relvindicaciones fueron inescrutables (Continuacién del punto 2 de la

primera hoja)

Este informe de bisqueda internacional no ha sido establecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo el Articulo
17(2)(a) por las siguientes razones

Reivindicaciones Nos
porque se relacionan con un asunto que no es necesario que esta Autoridad busque, a saber

Aunque las reivindicaciones 1-20 estin dingidas a un método de tratamiento del cuerpo
humano/amimal, la bisqueda ha sido llevada a cabo y basada en los efectos alegados del
compuesto/ la composicién.

Rervindicaciones Nos :
porque se relacionan con partes de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos prescritos
hasta tal grado que no se puede llevar a cabo unz biisqueda internacional sigmficativa, especificamente

Reivindicaciones No :
porque son rewvindicaciones dependientes y no estan disefiadas de acuerdo con la segunda y tercera oracién de

la Norma 6 4(a)

Casilla 111 Observaciones donde falta unidad de invencién (Continuacién del punto 3 de la primera hoja)

Esta Autonidad de Biisqueda Internacional encontrd invenciones multiples en esta solicitud internacional, asi.

2.

[

O
[

4 []

Puesto que todos los derechos de biisqueda adicionales requendos fueron pagados oportunamente por
el solicitante, este informe de bisqueda internacional cubre todas las reivindicaciones investgables

Puesto que todas las reivindicaciones nvestigables pudieron mvestigarse sin esfuerzo que justifique
derechos adicionales, esta Autoridad ne solicité pago de derechos adicionales.

Puesto que sélo algunos de los derechos de biisqueda adicionales fueron pagados oportunamente por el
sohcitante, este nforme de biisqueda internacional cubre 1inicamente aquellas rervindicaciones para
las cuales se pagaron derechos, especificamente las rervindicaciones Nos

El sohicitante no pagd oportunamente los derechos de bisqueda adicionales requendos Por consiguiente, este
informe de bisqueda internacional se resiringe a la primera mvencién mencionada en las rervindicaciones, estd
cubierto por las reivindiceciones Nos

Comentaric sobre Protesta D Los derechos de bisqueda adicionales estuvieron acompafiados por la protesta del

solicitante y, donde aplique, el pago de derechos de protesta

D Los derechos de busqueda adicionales estuvieron acompafiados por la protesta del
solicitante pero el derecho de la protesta del sclicitante no se pagé dentro del limite
de tiempo especificado en la invitacién

D E! pago de los derechos de busqueda adicionales no estuvo acompailado por una
protesta

Forma PCT/ISA/210 (continuacidn de la primera hoja (2)) (Enero 2004)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Intenacional No

Informe sobre miembros de famha de patentes PCT/GB2005/003562
Documento de patente Miemb de la famili
citado en el reporte de Fecha de publicacién lembro(s) de la familia de Fec.ha c!e
bisqueda patentes publicacién

Us 5869049 A 09-02-1999 ZA 9406766 A 19-04-1995

W0 0168860 A 20-09-2001 AU 4835001 A 24-09-2001

CA 2400106 Al 20-09-2001

EP 1263959 Al 11-12-2002

JP 2003526371 T 09-09-2003

US 2004038293 Al 26-02-2004

W0 9900143 A 07-01-1999 AU 82566798 A 19-01-1999
W0 2005035572 A 21-04-2005 NONE

W0 0218445 A 07-03-2002 AU 8867501 A 13-03-2002

CA 2421055 Al 07-03-2002

EP 1328548 A2 23-07-2003

JP 2004517814 T 17-06-2004

W0 2004058822 A 15-07-2004 AU 2003250338 Al 22-07-2004

CA 2511967 Al 15-07-2004

EP 1585766 A2 19-10-2005

W0 2004003019 A 08-01-2004 CA 2492092 Al 08-01-2004

CN 1678634 A 05-10-2005

EP 1517921 A2 30-03-2005

WO 2004058821 A 15-07-2004 AU 2003290330 Al 22-07~2004

WO 9506481 A 09-03-1995 AT 188487 T 15-01-2000

AT 1672062 T 15-06~1998

AU 3518397 A 30-10-1997

AU 696235 B2 03-09-1998

AU 7642994 A 22-03-1995

AU 678532 B2 29-05-1997

AU 7644594 A 22-03-1995

CN 1149299 A 07-05-1997

CN 1134113 A 23-10-1996

DE 69411025 D1 16-07-1998

DE 69411025 T2 07-01-1999

DE 69422523 D1 10-02-2000

DE 69422523 12 12-10-2000

DK 721469 T3 01-05-2000

DK 721346 T3 22-03-199%

EP 0721469 Al 17-07-1996

EP 0721346 Al 17-07-1996

ES 2143553 T3 16-05-2000

ES 2120067 T3 16-10-1998

FI 960978 A 29-04-1996

FI 960980 A 30-04-1996

GR 3027658 T3 30-11-1998

GR 3033095 T3 31-08-2000

HU 74246 A2 28-11-1996

HU 74250 A2 28-11-1996

IL 110855 A 11-04-1999

JP 3098739 B2 16-10-2000

JP 11189543 A 13-07-1999

JP 2991499 B2 20-12-1999

JP 9502096 T 04-03-1997

JP 3007977 B2 14-02-2000

Forma PCT/ISA/210 (anexo farmlia de patentes) (Enero 2004)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No

Informe sobre membros de farmilia de patentes PCT/GB2005/003562
Documento de patente . ilia d Fecha d
citado en el reporte de Fecha de publicacién Mlembro(;zfe:::sfanulm € pu;ric:ci:n
blsqueda
WO 9506481 A JP - 9502186 T 04-03-1997
NO 960861 A 30-04-1996
NO 960862 A 30-04-1996
NZ 273207 A 22-09-1997
NZ 273221 A 28-09-2001
PT 721469 T 28-04-2000
Wo 9506666 Al 09-03-1995
USs 2002187135 Al 12-12-2002
us 5747037 A 05-05-1998
WO 0206485 A 24-01-2002 AU 7345201 A 30-01-2002
EP 1320590 A2 25-06-2003
W0 0194586 A 13-12-2001 AU 7522401 A 17-12-2001
CA 2410188 Al 13~12-2001
EP 1299542 A2 09-04-2003
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REIVINDICACIONES ORIGINALES

1. Un método para antagonizar una actividad de CD40 o CD40L en un
individuo, el método comprende administrar un polipéptido de anticuerpo que
es monovalente para el enlace a CD40L (gp39) a dicho individuo, en donde
dicho polipéptido antagoniza una actividad de CD40 o CD40L o ambas.

2. Un método para antagonizar el enlace de CD40 a CD40L en un
individuo, el método comprende administrar un polipéptido de anticuerpo que
es monovalente para el enlace a CD40L (gp39) a dicho individuo, en donde
dicho polipéptido antagoniza el enlace de CD40 a CD40L en dicho individuo.

3. Un método para el tratamiento o prevencibn de un sintoma de
enfermedad autoinmune en un individuo, el método comprende administrar un
polipéptido de anticuerpo anti-CD40L monovalente a dicho individuo en una
cantidad efectiva para tratar o prevenir un sintoma de enfermedad autoinmune.

4, Un método para el tratamiento o prevencion an autoinmune disease en
un individuo, the método que comprende administrar un polipéptido de
anticuerpo anti-CD40L monovalente a dicho individuo en una cantidad efectiva
para tratar o prevenir un sintoma de enfermedad autoinmune.

5. E! método de la reivindicacion 3, en donde dicha enfermedad
autoinmune es una enfermedad seleccionada del grupo que consiste de lupus
eritematoso sistémico, esclerosis miltiple, artntis reumatoide, Diabetes,
rechazo de alointerto, rechazo de trasplante de xenoinjerto, y enfermedad

injerto vs. hospedera.

6. El método de la reivindicacion 3, en donde dicho polipéptido de
anticuerpo inhibe el enlace de CD40L a CD40.

7. El método de la reivindicacion 3, en donde dicho polipéptido de
anticuerpo comprende una secuencia de amino acido seleccionado del grupo

que consiste de SEQ ID NOs 7-82, SEQ ID NOs 246-360, y DOM8-24.

8 El método de la reivindicacién 3, en donde dicho polipéptido de
anticuerpo tiene una secuencia de amino acido al menos 85% idéntica a una
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secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NOs 7-82 y 246-
360, cuyo polipéptido de anticuerpo se enlaza especificamente vy
monovalentemente a CD40L.

9. El método de la reivindicacion 6, en donde dicho polipéptido de
anticuerpo inhibe el enlace de CD40L a CD40 con un ICs en el rango de 20 pM

a 1.5 uM, inclusive.

10. El método de la reivindicacidn 3, en donde dicho polipéptido de
anticuerpo esta enlazado a PEG.

11. El método de la rewvindicacion 10, en donde dicho polipeptido de
anticuerpo enlazado a PEG tiene un tamario hidrodinamico de al menos 24 kD.

12. El método de la reivindicacion 10, en donde dicho PEG esta enlazado a
dicho anticuerpo a un residuo de cisteina o lisina.

13. El método de la reivindicacidn 10, en donde el tamario total del PEG
esde 20 a 60 kD, inclusive.

14. El método de la reivindicacion 10, en donde dicho polipéptido de
anticuerpo enlazado a PEG tiene un tamafio hidrodinamico de al menos 200
kD.

15. El método de la rewindicacion 10, en donde dicho polipéptido de
anticuerpo enlazado a PEG tiene una vida media in vivo aumentada con
relacién a la misma composicién de polipéptido que carece de polietilen glicol

enlazado

16. El método de la reivindicacion 15, en donde la vida media to de la
composicién de polipéptido es aumentada en 10% o mas.

17. El método de la reivindicacion 15, en donde la vida media ta de la
composicion de polipéptido esta en el rango de 0 25 minutos a 12 horas.

18. El método de la reivindicacién 15 en donde la vida media tp de la
composicién de polipéptido es aumentada en 10% o mas.
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19. El método de la reivindicacién 15, en donde la vida media tB esta en el

rango de 12 a 48 horas.

20. El método de la reivindicacién 1 o 2, en donde dicho polipéptido de
anticuerpo es un dominio V4 camélido o de tiburén nodriza.

21 Un polipéptido de anticuerpo que es monovalente para el enlace a
CD40L (gp39), en donde el enlace de dicho polipéptido de anticuerpo a CD40L
no agoniza sustancualmente la actividad de CD40 y/o CD40L.

22. El anticuerpo de la reivindicacion 21, en donde dicho polipéptido de
anticuerpo inhibe el enlace de CD40 a CD40L, y no agoniza sustancialmente la
sefalizacién por CD40.

23. El polipéptido de anticuerpo de la reivindicacion 21, en donde el enlace
de dicho polipéptido de anticuerpo a CD40L no induce sustancialmente la
fosforilacion JNK en las células T Jurkat.

24. El polipéptido de anticuerpo de la rewvindicacién 21, en donde el enlace
de dicho polipéptido de anticuerpo a CD40L no induce sustanciaimente la
secrecion IFN-y por células T Jurkat co-estimuladas con anticuerpo anti-CD3.

25. El polipéptido de anticuerpc de la reivindicacién 21, en donde la
presencia de dicho polipéptido de anticuerpo en un ensayo de agregacion de
plagueta estandar no produce la agregacién de mas del 25% sobre la
agregacién observada en un ensayo de control negativo.

26. El polipéptido de anticuerpo de la reivindicaciébn 21, en el cual dicho
polipéptido de anticuerpo es seleccionado del grupo que consiste de un
polipéptido de dominio variable sencillo de anticuerpo, dAb, FAb, un scFv, un
Fv, o un Fv eniazado a disulfuro.

27. Un polipéptido de anticuerpo que es monovalente para el enlace a
CD40L (gp 39), en donde la presencia de dicho polipéptido de anticuerpo en un
ensayo de agregacion de plaqueta estandar no produce la agregacion de mas
del 25% sobre la agregacién observada en un ensayo de control negativo.
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28. Un polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacion 21.

29  El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacion 28, que
tiene un tamafio hidrodindmico de al menos 24 kD.

30. El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacion 28, en
donde dicho PEG esta enlazado a dicho anticuerpo en un residuo de cisteina o
lisina

31. El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacion 28, en
donde el tamafio total del PEG es de 20 a 60 kD, inclusive.

32. El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacion 28, que
tiene un tamafio hidrodinamico de al menos 200 kD.

33. El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacion 28, que
tiene una vida media in vivo aumentada con relacién a la misma composicion
de polipéptido que no tiene polietilenglicol enlazado.

34  El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacion 33, en
donde la vida media to de la composicion de polipéptido es aumentada en 10%

0 mas.

35. El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacion 33, en
donde la vida media ta de la composicion de polipéptido esta en el rango de
0.25 minutos a 12 horas.

36. El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacion 33, en
donde la vida media tp de la composicion de polipéptido es aumentada en 10%

0 mas.

37. El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacién 33, en

donde la vida media tp esta en el rango de 12 a 48 horas.

38. El anticuerpo de la reivindicacion 21 que comprende una secuencia de
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amino acido seleccionado del grupo que consiste de SEQ ID NOs 7-82 y 246-
360.

39. El polipéptido de anticuerpo de la reivindicacién 21, que esta libre de un

dominio Fc.

40. EI polipéptido de anticuerpo de la reivindicaciobn 39, en donde la
presencia de dicho polipéptido de anticuerpo en un ensayo de agregacion de
plaqueta estdndar no produce la agregacién de mas del 25% sobre la
agregacién observada en un ensayo de control negativo.

41. El anticuerpo de la rewindicacion 21 que inhibe el enlace de CD40L a
CD40 con un ICsp en el rango de 20 pM a 1.5 pM, inclusive.

42 Una composicion que comprende el polipéptido de anticuerpo de la
reivindicacién 21 y un segundo polipéptido de anticuerpo que se enlaza a un
ligando diferente de CD40L, en donde dicho polipéptido de anticuerpo que se
enlaza a un ligando diferente de CD40L se enlaza a un ligando seleccionado
del grupo que consiste de HSA, TNFa, IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18,
IFN-y, CD2, CD4, CD8, LFA1, LFA3, VLA4, CD80, B7-1, CD28, CD86, B7-2,
CTLA-4, CD28, molécula co-estimuladora inducible ({tCOS), CD27, CD30,
0OX40, CD45, CD69, CD3, CD70, ligando de molécula co-estimuladora
inducible (ICOSL), OXL40, HVEM (Mediador de la Entrada del Virus del
Herpes), LIGHT.

43. Un polipéptido de anticuerpo que tiene una secuencia de amino acido al
menos 85% idéntica a una secuencias seleccionada del grupo que consiste de
SEQ ID NOS 7-82, SEQ ID NOs: 246-360, y DOM8-24, cuyo polipéptido de
anticuerpo se enlaza especificamente y monovalentemente a CD40L.

44  Un polipéptido que se enlaza a antigeno, dicho polipéptido comprende
un dominio variable sencillo de inmunoglobulina que se enlaza especificamente
y monovalentemente a CD40L, en donde dicho polipéptido inhibe
sustancialmente el enlace de CD40L a CD40.

45, El polipéptido que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 44, que
inhibe el enlace de CD40 a CD40L. con un ICso en el rango de 20 pM a 1.5 uM,
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inclusive.

46. El polipéptido que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 44, en donde
el enlace de dicho polipéptido a CD40L no agoniza sustancialmente la actividad
de CD40 y/o CD40L.

47. El polipéptido que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 44, en donde
el enlace de dicho polipéptido a CD40L no induce sustanciaimente la
fosforilacién JNK en las células T Jurkat.

45] El polipéptido que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 44, en donde
el enlace de dicho polipéptido de anticuerpo a CD40L no induce
sustanciaimente la secrecion IFN-y por células T Jurkat co-estimuladas con

anticuerpo anti-CD3.

46  E) polipéptido que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 44, en donde
la presencia de dicho polipéptido de anticuerpo en un ensayo de agregacion de
plaqueta estandar no produce la agregacién de mas del 25% sobre la
agregacion observada en un ensayo de control negativo.

47. El polipéptdo que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 44, en el
cual dicho polipéptido que se enlaza a antigeno se selecciona del grupo que
consiste de un polipéptido de dominio variable sencillo, dAb, FAb, un scFv, un
Fv, o un Fv enlazado a disulfuro.

48. Un polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 21 o 44, en donde el
dominio variable anti-CD40L o dAb comprende una o mas regiones de marco
que comprenden una secuencia de amino 4cido que es la misma secuencia de
amino &cido de una region de marco comrespondiente codificada por un
segmento de gen de anticuerpo de linea germinal, o la secuencia de amino
4cido de una o mas de dichas regiones de marco que comprenden
colectivamente hasta 5 diferencias de amino acido con relacidén a la secuencia
de amino acido de dicha regién de marco comrespondiente codificada por un
segmento de gen de anticuerpo de linea germinal.

43. Un polipéptido de acuerdo con la rewindicacion 21 o 44, en donde las
secuencias de amino acido de FW1, FW2, FW3 y FW4 del dominio variable
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anti-CD40L o dAb son las mismas que las secuencias de aminoacido de
regiones de marco correspondientes codificadas por un segmento de gen de
anticuerpo de linea germinal, o las secuencias de amino acido de FW1, FW2,
FW3 y FW4 colectivamente contienen hasta 10 diferencias de amino acido con
relacion a las secuencias de amino &cido de las regiones de marco
correspondientes codificadas por dicho segmento de gen de anticuerpo de

linea germinal.

50. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 49, en donde las
secuencias de amino acido de dichos FW1, FW2 y FW3 del dominio variable
anti-CD40L o dAb son las mismas que las secuencias de amino acido de
regiones de marco comrespondientes codificadas por segmentos de gen de
anticuerpo de linea germinal humana.

51. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 49, en donde dicho
segmento de gen de anticuerpo de linea germinal humana se selecciona del
grupo que consiste de DP47, DP45, DP48 y DPKS.

52. Un polipéptido que se enlaza a antigeno, enlazado a PEG, que
comprende un dominio variable de inmunoglobulina sencillo que se enlaza
especificamente y monovalentemente a CD40L.

53. El polipéptido enlazado a PEG de la reivindicacion 52, que tiene un
tamafio hidrodindmico de al menos 24 kD.

54. El polipéptido enlazado a PEG de la reivindicacion 52, en donde dicho
PEG esta enlazado a dicho anticuerpo en un residuo de cistelina o lisina.

55. El polipéptido enlazado a PEG de la reivindicacién 52, en donde el
tamafio total del PEG es de 20 a 60 kD, inclusive.

56. El polipéptido enlazado a PEG de la reivindicacién 52, que tiene un
tamafio hidrodinamico de al menos 200 kD.

57. El polipéptido enlazado a PEG de la reivindicacién 52, que tiene una vida

media in vivo aumentada con relacion a la misma composicién de polipéptido
que no tiene polietilenglicol enlazado.
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58. El polipéptido enlazado a PEG de la reivindicacion 52, en donde la vida

media to. de la composicion de polipéptido es aumentada en 10% o mas.

59. El polipéptido enlazado a PEG de la reivindicacién 52, en donde la vida
media ta de la composicién de polipéptido esta en el rango de 0.25 minutos a

12 horas.

60. El polipéptido enlazado a PEG de la reivindicacion 52, en donde la vida
media tp de la composicion de polipéptido es aumentada en 10% o mas.

61. El polipéptido enlazado a PEG de la reivindicacién 60, en donde la vida

media tp esta en el rango de 12 a 48 horas.

62. Un polipéptido de dominio variable de inmunoglobulina, dicho polipéptido
comprende un dominio variable de inmunoglobulina sencillo que se enlaza
especificamente y monovalentemente a CD40L, y que comprende una
secuencia de amino acido seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NOs
7-82, y SEQ ID NOs 246-360, y DOM 8-24

63. Un polipéptido de dominio variable de inmunoglobulina que tiene una
secuencia de amino &cido al menos 85% idéntica a una secuencia
seleccionada del grupo que consiste d2 SEQ ID NOs 7-82, y SEQ ID NOs 246-
360 y DOMB8-24, cuyo polipéptido se enlaza especificamente vy
monovalentemente a CD40L.

64. El polipéptido de dominio variable de inmunoglobulina de la
reivindicacion 63, que comprende un dominio variable de inmunoglobulina
sencillo que se enlaza especificamente y covalentemente a CD40L.

65. El polipéptido de dominio variable de nmunoglobullna de la
reivindicacion 63 que antagoniza el enlace de CD40L.

66. El polipéptido de dominio variable de nmunoglobulina de la
reivindicacién 63, que inhibe el enlace de CD40 a CD40L, y que tiene un IC50

en el rango de 20 pM a 1.5 puM, inclusive.
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67 El polipéptido de dominio variable de inmunoglobulina de la
reivindicacion 63, en donde dicho polipéptido que se enlaza a antigeno inhibe
la interaccion de CD40 con CD40L, pero no agoniza significativamente la
seflalizacion por CD40.

68. Una composicién que comprende el polipéptido de dominio variable de
inmunoglobulina de la reivindicacién 63 y un segundo polipéptido de dominio
variable de inmunoglobulina gue se enlaza a otro ligando diferente de CD40L.

69. La composicién de la reivindicacién 68, en donde dicho polipéptido de
anticuerpo que se enlaza a un hgando diferente de CD40L, se enlaza a un
ligando seleccionado del grupo que consiste de HSA, TNFa, IL-1, IL-2, IL-4, IL-
6, IL-8, IL-12, IL-18, IFN-y, CD2, CD4, CD8, LFA1, LFA3, VLA4, CD80, B7-1,
CD28, CD86, B7-2, CTLA-4, CD28, molécula co-estimuladora inducible (ICOS),
CD27, CD30, OX40, CD45, CD69, CD3, CD70, ligando de molécula co-
estimuladora inducible (ICOSL), OXL40, HVEM (Mediador de la Entrada del
Virus del Herpes), LIGHT.

70. Una formulacion farmacéutica de liberacién prolongada que comprende
un polipéptido de anticuerpo anti-CD40L monovalente.

71. La formulacion famacéutica de liberacibn prolongada de la
reivindicacién 70, en donde dicho polipéptido de anticuerpo se selecciona del
grupo que consiste de un dAb, Fab, scFv, Fv, o un Fv enlazado a disulfuro.

72. La formulacién de la reivindicacion 70, en donde dicho polipéptido de
anticuerpo anti-CD40L monovalente comprende un dominio varnable de

imunoglobulina sencillo que se enlaza a CD40L

73. Un polipéptido de dominio vanable sencilo de anticuerpo que se enlaza a
CDA40L, dicho polipéptido comprende la secuencia de DOM8-24.

74.  Un polipéptido de dominio variable sencillo de anticuerpo que se enlaza
a CD40L, en donde el polipéptido tiene una secuencia de amino acido que es
idéntica a la secuencia de amino acido de DOM8-24, o difiere de la secuencia
de amino acido de DOMB8-24 en no mas de 25 posiciones de amino acido, y
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tiene una secuencia que es al menos 80% homdloga a la secuencia de DOMB8-
24.

75.  Un polipéptido de dominio variable sencillo de anticuerpo que se enlaza
a CD40L, en donde el polipéptido tiene una secuencia de amino acido que es
idéntica a la secuencia de amino acido de la DOMB8-24, o difiere de la
secuencia de amino 4cido de DOM8-24en no mas de 25 posiciones de amino
4cido, y tiene una secuencia de CDR1 que es al menos 50% homodloga a la
secuencia de CDR1 de DOM8-24.

76.  Un polipéptido de dominio vanable sencillo de anticuerpo que se enlaza
a CD40L, en donde el polipéptido tiene una secuencia de amino acido que es
idéntica a la secuencia de amino acido de DOMB8-24, o difiere de la secuencia
de amino acido de DOM8-24en no mas de 25 posiciones de amino acido, y
tiene una secuencia de CDR2 que es al menos 50% homéloga a la secuencia
de CDR2 de DOMB8-24.

77.  Un polipéptido de dominio variable sencillo de anticuerpo que se enlaza
a CD40L, en donde el polipéptido tiene una secuencia de amino acido que es
idéntica a la secuencia de amino acido de la DOM8-24, o difiere de la
secuencia de amino 4cido de DOM8-24en no més de 25 posiciones de amino
acido, y tiene una secuencia de CDR3 que es al menos 50% homdloga a la
secuencia de CDR3 de DOMB8-24.

78.  Un polipéptido de dominio variable sencillo de anticuerpo que se enlaza
a CD40L, en donde el dAb tiene una secuencia de amino 4cido que es idéntica
a la secuencia de amino acido de DOMB8-24, o difiere de la secuencia de amino
acido de DOM8-24en no méas de 25 posiciones de amino acido, y tiene una
secuencia de CDR1 que es al menos 50% homéloga a la secuencia de CDR1
de DOM8-24, y tiene una secuencia d@ CDR2 que es al menos 50% homdloga
a la secuencia de CDR2 de DOM8-24.

79  Un polipéptido de dominio variable sencillo de anticuerpo que se enlaza
a CD40L, en donde el dAb tiene una secuencia de amino acido que es idéntica
a la secuencia de amino acido de DOM8-24, o difiere de la secuencia de amino
4cido de DOMB8-24en no méas de 25 posiciones de amino acido, y tiene una
secuencia de CDR2 que es al menos 50% homéloga a la secuencia de CDR2
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de DOMB8-24, y tiene una secuencia de CDR3 que es al menos 50% homéloga
a la secuencia de CDR3 de DOM8-24.,

80. Un polipéptido de dominio variable sencillo de anticuerpo que se enlaza
a CD40L, en donde el dAb tiene una secuencia de amino acido que es idéntica
a la secuencia de amino acido de DOMB8-24, o difiere de la secuencia de amino
acido de DOMB8-24en no mas de 25 posiciones de amino acido, y tiene una
secuencia de CDR1 que es al menos 50% homodloga a la secuencia de CDR1
de DOMB8-24, y tiene una secuencia de CDR3 que es al menos 50% homdloga
a la secuencia de CDR3 de DOMS8-24.

81. Un polipéptido de dominio vanable sencilio de anticuerpo que se enlaza
a CD40L, en donde el dAb tiene una secuencia de amino acido que es idéntica
a la secuencia de amino acido de DOMB8-24, o difiere de la secuencia de amino
acido de DOMS8-24 en no mas de 25 posiciones de amino acido, y tiene una
secuencia de CDR1 que es al menos 50% homologa a la secuencia de CDR1
de DOM8-24, y tiene una secuencia de CDR2 que es al menos 50% homdloga
a la secuencia de CDR2 de DOMB8-24, y tiene una secuencia de CDR3 que es
al menos 50% homoéloga a la secuencia de CDR3 de DOM8-24.

82  Un antagonista de CD40L que tiene una secuencia de CDR1 que es al
menos 50% homéloga a la secuencia de CDR1 de DOM8-24.

83. Un antagonista de CD40L que tiene una secuencia de CDR2 que es al
menos 50% homdloga a la secuencia de CDR2 de DOM8-24.

84. Un antagonista de CD40L que tiene una secuencia de CDR3 que es al
menos 50% homédloga a la secuencia de CDR3 de DOMB8-24.

85. Un antagonista de CD40L que liene una secuencia de CDR1 que es al
menos 50% homdloga a la secuencia de CDR1 de DOM8-24, y una secuencia
de CDR2 que es al menos 50% homéloga a la secuencia de CDR2 de DOMB8-
24,

86. Un antagonista de CD40L que liene una secuencia de CDR2 que es al
menos 50% homoéloga a la secuencia de CDR2 de DOMB8-24, y una secuencia
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de CDR3 que es al menos 50% homdloga a la secuencia de COR3 de DOM8-
24,

87. Un antagonista de CD40L que tiene una secuencia de CDR1 que es al
menos 50% homoéloga a la secuencia de CDR1 de DOM8-24, y una secuencia
de CDR3 que es al menos 50% homodloga a la secuencia de CDR3 de DOMB8-
24

88. Un antagonista de CD40L que tiene una secuencia de CDR1 que es al
menos 50% homologa a la secuencia de CDR1 de DOM8-24, y una secuencia
de CDR2 que es al menos 50% homologa a la secuencia de CDR2 de DOMB8-
24, y una secuencia de CDR3 que es al menos 50% homéloga a la secuencia
de CDR3 de DOM8-24.

89. EIl antagonista de CD40L de la reivindicacién 104, en donde dicho
antagonista es un polipéptido de dominio variable sencillo de anticuerpo
seleccionado del grupo que consiste de un polipéptido de dominio variable
sencillo de anticuerpo, dAb, FAb, un scFv, un Fv o un Fv enlazado a disulfuro.

80. Un polipéptido de anticuerpo que inhibe el enlace de DOM8-24 a CD40L.

91 Un polipéptido de anticuerpo que se enlaza al mismo epitopo de CD40L
enlazado por DOM8-24.

92. Un método para tratar o prevenir un sintoma de enfermedad autoinmune
en un individuo, el método comprende administrar el polipéptido de anticuerpo
de la reivindicacién 90 o 91 a dicho individuo en una cantidad efectiva para
tratar o prevenir un sintoma de enfermedad autoinmune.

93. Un polipéptido de anticuerpo que se enlaza al mismo epitopo de CD40L
unido mediante un polipéptido de dominio variable sencillo de anticuerpo, que
comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste de las SEQ ID
NOs: 7-82 y 246-360.

94 Un polipéptido de dominio variable sencillo de anticuerpo que
comprende la secuencia de CDR1, CDR2 y/fo CDR3 de DOM8-24.
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95. Un polipéptido de dominio variable sencillo de anticuerpo que
comprende la secuencia de CDR1, CDR2 yfo CDR3 de un polipéptido de
dominio varnable sencillo de anticuerpo que comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste de las SEQ ID NOs: 7-82 y 246-360.

96. El polipéptido de dominio variable sencilo de anticuerpo de la
reivindicacion 94, en donde dicho polipéptido comprende la secuencia de dos o
mas de CDR1, CDR2, o CDR3 de DOM8-24.

97. El polipéptido de dominio variable sencilo de anticuerpo de la
reivindicacién 95, en donde dicho polipéptido comprende la secuencia de dos o
méas de CDR1, CDR2, o CDR3 de un polipéptido de dominio variable sencillo
de anticuerpo que comprende una secuencia seleccionada del grupo que
consiste de las SEQ ID Nos. 7-82 y 246-360.

98. Un ligando especifico dual que comprende un primer dominio vanable
sencillo de inmunoglobulina que tiene una especificidad de enlace a un primer
antigeno y un segundo dominio variable sencillo que tiene una actividad de
enlace a un segundo antigeno, en donde el primer antigeno es CD40L y el
segundo dominio variable sencillo es un antigeno de superficie de Célula que
Presenta Antigeno, o un antigeno de superficie de célula T.

99. Un ligando de acuerdo con la reivindicacién 98, en donde el antigeno de
superficie de Célula que Presenta Antigeno se selecciona de uno del grupo que
consiste de antigenos de superficie de macrégafo activado, antigenos de
superficie de célula B activados, antigenos de superficie de la ruta se
sefalizacion co-estimuladora, y MHC

100. Un ligando de acuerdo con la reivindicacién 99, en donde el MHC es

clase Il.

101. Un hgando de acuerdo con la reivindicacién 100, en donde el MHC clase
Il es alfa.

102. Un ligando de acuerdo con la reivindicacién 100, en donde el MHC clase
Il es beta.
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103. Un ligando de acuerdo con la reivindicacién 99, en donde el antigeno de
superficie de Célula que Presenta Anilgeno se selecciona de uno del grupo que
consiste de CD28, molécula co-estimuladora inducible (ICOS), CD27, CD30,
0X40, CD45, CD69, CD3, CD70, ligando de molécula co-estimuladora
inducible (ICOSL), OXL40, CD80, CD86, HVEM (Mediador de la Entrada del
Virus del Herpes) y LIGHT.

104. Un ligando de acuerdo con la reivindicacion 99, en donde el antigeno de
superficie de Célula que Presenta Aniigeno se selecciona de uno del grupo que
consiste de CD28, molécula co-estimuladora inducible (ICOS), CD27, CD30,
0OX40, CD45, CD869 y CD3.

105. Un ligando de acuerdo con la reivindicacién 99, en donde el antigeno de
superficie es un antigeno de superficie del gen B7.

106. Un ligando de acuerdo con la reivindicacién 105, en donde el antigeno
de superficie del gen B7 es B7-2, o B7-1.
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CLAIMS

1. A method of antagonizing an activity of CD40 or CD40L m an individual, the method
comprising adminustering an antibody polypeptide that is monovalent for binding to CD40L

(gp39) to said individual wherein said polypeptide antagomzes an activity of CD40 or CD40L or
both.

2. A method of antagomizing the binding of CD40 to CD40L in an individual, the method
compnsing administerning an antibody polypeptide that is monovalent for binding to CD40L
(gp39) to said individual, wherein said polypepiide antagomzes the binding of CD40 to CD40L

in said individual.

3. A method of treating or preventing a symptom of autoimmune disease 1n an individual, the
method compnsing administering a monovalent anti-CD40L antibody polypeptide to said

individual in an amount effective to treat or prevent a symptom of autoimmune disease.

4. A method of treating or preventing an autoimmune disease n an individual, the method
compnsing administering a monovalent anti-CD40L antibody polypeptide to said individual in

an amount effective to treat or prevent a symptom of autoimmune disease

5. The method of claim 3, wherein said autoimmune disease 1s a disease selected from the group
consisting of systemic lupus erythematosis, multiple sclerosis, rheumatoid arthritis, Diabetes,

allograft rejection, xenograft transplant rejection, and graft vs. host disease.

6 The method of claim 3, wherein said antibody polypeptide inhibits the binding of CD40L to
CD40.

7. The method of claim 3, wherein said antibody polypeptide comprnises an amino acid sequence
selected from the group consisting of SEQ ID NOs 7-82, SEQ ID NOs 246-360, and DOM8-24.

8. The method of claim 3, wherein said antibody polypeptide has an armno acid sequence at
least 85% 1dentical to a sequence selected from the group consisting of SEQ ID NOs 7-82 and
246-360, which antibody polypeptide specifically and monovalently binds CD40L.
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9. The method of claim 6, wherein said antibody polypeptide inhibits binding of CD40L to
CD40 with an ICsg 1n the range of 20 pM to 1 5 pM, nclusive.

10. The method of claim 3, wherein said antibody polypeptide 1s PEG-linked.

11. The method of claim 10, wherein said PEG-linked antibody polypeptide has a hydrodynamic
size of at least 24 kD.

12. The method of claim 10 wherein said PEG is linked to said antibody at a cystemne or lysine

residue.
13. The method of ¢claim 10 wherein the total PEG size 1s from 20 to 60 kD, inclusive.

14 The method of claim 10 wherein said PEG-linked antibody polypeptide has a hydrodynamic
size of at least 200 kD.

15 The method of claim 10 wherein said PEG-linked antibody polypeptide has an increased in
vivo half-life relative to the same polypeptide composition lacking linked polyethylene glycol.

16 The method of claim 15 wherein the ta-half hife of the polypeptide composition is increased

by 10% or more.

17. The method of claim 15 wherein the ta-half life of the polypeptide composition 1s 1n the

range of (.25 minutes to 12 hours.

18. The method of claim 15 wherein the tB-half life of the polypeptide composition 1s increased

by 10% or more.
19 The method of claim 15 wherein the tB-half life 1s in the range of 12 to 48 hours.

20. The method of claim 1 or 2 wherein said antibody polypeptide is a camelid or nurse shark

Vuu domain.

21. An antibody polypeptide that is monovalent for binding to CD40L (gp39), wherein binding
of said antibody polypeptide to CD40L does not substantially agonize CD40 and/or CD40L

activity.
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22. The antibody of claim 21 wherein said antibody polypeptide inhibits the binding of CD40 to
CD40L, and does not substantially agonize signaling by CD40.

23. The antibody polypeptide of claim 21 wherein binding of said antibody polypeptide to
CD40L does not substantially induce JNK phosphorylation in Jurkat T-cells.

24, The antibody polypeptide of claim 21 wherein binding of said antibody polypeptide to
CD40L does not substantially induce IFN-y secretion by Jurkat T-cells co-stimulated with anti-
CD3 antibody.

25. The antibody polypeptide of claim 21 wherein the presence of said antibody polypeptide in a
standard platelet aggregation assay does not result in aggregation of more than 25% over the

aggregation observed in a negative control assay.

26. The antibody potypeptide of claim 21 1n which said antibody polypeptide is selected from
the group consisting of an antibody single variable domain polypeptide, dAb, FAb, an scFv, an
Fv, or a disulfide-bonded Fv.

27. An antibody polypeptide that 1s monovalent for binding to CD40L (gp39), wherein the
presence of said antibody polypeptide 1n a standard platelet aggregation assay does not result in

aggregation of more than 25% over the aggregation observed in a negative control assay
28 A PEG-linked antibody polypeptide of claim 21.

29. The PEG-linked antibody polypeptide of claim 28 which has a hydrodynamic size of at least
24 kD.

30. The PEG-linked antibody polypeptide of claim 28 wherein said PEG 1s linked to said

antibody at a cysteine or lysine residue.

31. The PEG-linked antibody polypeptide of claim 28 wherein the total PEG size 1s from 20 to
60 kD, inclusive

32. The PEG-linked antibody polypeptide of claim 28 which has a hydrodynamic size of at least
200 kD,
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33 The PEG-lhnked antibody polypeptide of claim 28 which has an increased 1n vivo half-life
relative to the same polypeptide composition lacking linked polyethylene glycol.

34. The PEG-linked antibody polypeptide of claim 33 wherein the ta-half life of the polypeptide

composition 1s increased by 10% or more

35. The PEG-linked antibody polypeptide of claim 33 wherein the ta-half life of the polypeptide

composition is 1n the range of 0.25 minutes to 12 hours.

36. The PEG-linked antibody polypeptide of claim 33 wherein the tB-half ife of the polypeptide

composition is increased by 10% or more.

37 The PEG-linked antibody polypeptide of claim 33 wherein the tB-half life 1s in the range of
12 to 48 hours.

38. The antibody of claim 21 which compnses an amino acid sequence selected from the group
consisting of SEQ ID NOs 7-82 and 246-360.

39. The antibody polypeptide of claim 21 which is free of an Fc domain.

40. The antibody polypeptide of claim 39 wherein the presence of said antibody polypeptide in a
standard platelet aggregation assay does not result in aggregation of more than 25% over the

aggregation observed in a negative control assay.

41. The antibody of claim 21 which inhibits binding of CD40L to CD40 with an ICsp in the
range of 20 pM to 1.5 pM, inclusive.

42 A composition comprsing the antibody polypeptide of claim 21 and a second antibody
polypeptide which binds a ligand other than CD40L, wherein said antibody polypeptide which
binds a ligand other than CD40L binds a higand selected from the group consisting of HSA,
TNFe, IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, IFN-y, CD2, CD4, CD8, LFAl, LFA3, VLA4,
CD80, B7-1, CD28, CD86, B7-2, CTLA-4 CD28, Inducible costimulatory molecule (ICOS),
CD27, CD30, 0X40, CD45, CD69, CD3, CD70, Inducible costimulatory molecule ligand
(ICOSL), OX40L, HVEM (Herpes Virus Entry Mediator), LIGHT.
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43. An antibody polypeptide which has an amino acid sequence at least 85% identical to a
sequence selected from the group consisting of SEQ ID NOs 7-82, SEQ ID NOs 246-360, and
DOMS8-24, which antibody polypeptide specifically and monovalently binds CD40L.

44. An antigen-binding polypeptide, said polypeptide comprnsing a immunoglobulin single
vaniable domain which specifically and monovalently binds CD40L, wherein said polypeptide
substantially 1nhibits the binding of CD40L to CD40.

45. The antigen-binding polypeptide of claim 44 which inhibits the binding of CD40 to CD40L
with an ICsg in the range of 20 pM to 1.5 puM, inclusive

46. The antigen-binding polypeptide of claim 44 wherein binding of said polypeptide to CD40L
does not substantially agonize CD40 and/or CD40L activity.

47. The antigen-binding polypeptide of claim 44 wherein binding of said polypeptide to CD40L
does not substantially induce JNK phosphorylation in Jurkat T-cells.

45. The antigen-binding polypeptide of claim 44 wherein binding of said polypeptide to CD40L
does not substantially induce IFN-y secretion by Jurkat T-cells co-stimulated with anti-CD3

antibody.

46. The antigen-binding polypeptide of claim 44 wherein the presence of said antibody
polypeptide 1n a standard platelet aggregation assay does not result in aggregation of more than

25% over the aggregation observed 1n a negative control assay.

47. The antigen-binding polypeptide of claim 44 in which said antigen-binding polypeptide 15
selected from the group consisting of an antibody single variable domain polypeptide, dAb, FAb,

an scFv, an Fv, or a disulfide-bonded Fv

48. A polypeptide according to claim 21 or 44, wherein the anti-CD40L variable domain or dAb
compnses one or more framework regions comprising an amino acid sequence that is the same
as the amino acid sequence of a corresponding framework region encoded by a human germline

antibody gene segment, or the amino acid sequence of one or more of said framework regions
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collectively comprises up to 5 amino acid differences relative to the amino acid sequence of said

corresponding framework region encoded by a human germline antibody gene segment.

49. A polypeptide according to claim 21 or 44, wherein the amino acid sequences of FW1, FW2,
FW3 and FW4 of the anti-CD40L varnable domain or dAb are the same as the amino acid
sequences of corresponding framework regions encoded by a human germline antibody gene
segment, or the amino acid sequences of FW1, FW2, FW3 and FW4 collectively contain up to
10 amino acid differences relative to the amino acid sequences of corresponding framework

regions encoded by said human germline antibody gene segment.

50. The polypeptide according to claim 49, wherein the amino acid sequences of said FW1,
FW2 and FW3 of the anti-CD40L variable domain or dAb are the same as the amino acid
sequences of corresponding framework regions encoded by human germline antibody gene

segments.

51. The polypeptide according to claim 49, wherein said human germline antibody gene
segment is selected from the group consisting of DP47, DP45, DP48 and DPKS.

52 A PEG-hnked antigen-binding polypeptide comprising a single immunoglobulin variable
domain which specifically and monovalently binds CD40L.

53. The PEG-linked polypeptide of claim 52 which has a hydrodynamic size of at least 24 kD.

54. The PEG-hnked polypeptide of claim 52 wherein said PEG 1s linked to said antibody at a

cysteine or lysine residue.

55. The PEG-linked polypeptide of claim 52 wherein the total PEG size 1s from 20 to 60 kD,

inclusive.

56 The PEG-linked polypeptide of claim 52 which has a hydrodynamic size of at least 200 kD

57. The PEG-linked polypeptide of claim 52 which has an increased in vivo half-life relative to
the same polypeptide composition lacking linked polyethylene glycol.
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58 The PEG-linked polypeptide of claim 52 wheremn the to-half hfe of the polypeptide

composition is increased by 10% or more.

59. The PEG-linked polypeptide of claim 52 wherein the ta-half hfe of the polypeptide

compostition is in the range of 0.25 minutes to 12 hours

60 The PEG-linked polypeptide of claim 52 wherein the tB-half life of the polypeptide

composition is increased by 10% or more.

61. The PEG-linked polypeptide of claim 60 wherein the tB-half life 1s in the range of 12 to 48

hours.

62. An immunoglobulin variable domain polypeptide, said polypeptide comprising a single
immunoglobulin vanable domain which specifically and monovalently binds CD40L, and which
compnises an amino acid sequence selected from the group consisting of SEQ ID NOs 7-82, SEQ
ID NOs 246-360, and DOMB8-24

63. An immunoglobulin variable domain polypeptide which has an amino acid sequence at least
85% 1dentical to a sequence selected from the group consisting of SEQ ID NOs 7-82, SEQ ID
NOs 246-360, and DOMS8-24, which polypeptide specifically and monovalently binds CD40L.

64. The immunoglobulin variable domain polypeptide of claim 63 which comprises a single

immunoglobulin vanable domain which specifically and monovalently binds CD40L

65. The immunoglobulin variable domain polypeptide of claim 63 which antagonizes the
binding of CD40L.

66 The immunoglobulin variable domain polypeptide of claim 63 which inhibits the binding of
CD40 to CD40L and which has an IC50 in the range of 20 pM to 1.5 uM, inclusive.

67. The immunoglobulin variable domain polypeptide of claim 63 wherein said antigen-binding
polypeptide inmbits the interaction of CD40 with CD40L, but does not substantially agonize
signaling by CD40.
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68. A composition comprising the immunoglobulin variable domain polypeptide of claim 63 and

a second immunoglobulin vanable domain polypeptide which binds a ligand other than CD40L.

69. The composition of claim 68 wherein said antibody polypeptide which binds a ligand other
than CD40L binds a ligand selected from the group consisting of HSA, TNFaq, IL-1, 1L-2, IL-4,
IL-6, IL-8, IL-12, 1L-18, [FN-y, CD2, CD4, CD8, LFA1, LFA3, VLA4, CD80, B7-1, CD28,
CD86, B7-2, CTLA-4 CD28, Inducible costimulatory molecule (ICOS), CD27, CD30, OX40,
CD45, CD69, CD3, CD70, Inducible costimulatory molecule ligand (ICOSL), OX40L, HVEM
(Herpes Virus Entry Mediator), LIGHT.

70. An extended release pharmaceutical formulation comprising a monovalent anti-CD40L

antibody polypeptide.

71. The extended release pharmaceutical formulation of claim 70, wherein said antibody
polypeptide 1s selected from the group consisting of a dAb, Fab, scFv, Fv, or a disulfide bonded
Fv

72. The formulation of claim 70 wherein said monovalent anti-CD40L antibody polypeptide

comprises a single immunoglobulin variable domain that binds CD40L.

73. An antibody single vanable domain polypeptide that binds to CD40L, said polypeptide
comprising the sequence of DOMS§-24.

74. An antibody single variable domain polypeptide that binds to CD40L, wherem the
polypeptide has an amino acid sequence that is identical to the amino acid sequence of DOMS-
24, or differs from the amno acid sequence of DOMS-24 at no more than 25 amino acid

positions and has a sequence that 15 at least 80% homologous to the sequence of DOM8-24.

75. An antibody single vanable domain polypeptide that binds to CD40L, wherein the
polypeptide has an amino acid sequence that is identical to the amino acid sequence of DOMS8-
24, or differs from the amino acid sequence of DOMS8-24 at no more than 25 amino acid
positions and has a CDR1 sequence that is at least 50% homologous to the CDR1 sequence of
DOMS8-24
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76. An antibody single vanable domain polypeptide that binds to CD40L, wherein the
polypeptide has an amino acid sequence that is identical to the amino acid sequence of DOMS-
24, or differs from the amino acid sequence of DOMS8-24 at no more than 25 amino acid
positions and has a CDR2 sequence that is at least 50% homologous to the CDR2 sequence of
DOMS-24.

77. An antibody single variable domain polypeptide that binds CD40L, wherein the polypeptide
has an amino acid sequence that 1s 1dentical to the amino acid sequence of DOMS8-24, or differs
from the amno acid sequence of DOM8-24 at no more than 25 amino acid positions and has a
CDR3 sequence that is at least 50% homologous to the CDR3 sequence of DOMS8-24.

78 An antibody single vanable domain polypeptide that binds CD40L, wherein the dAb has an
amino acid sequence that 1s 1dentical to the amino acid sequence of DOMS-24, or differs from
the ammno acid sequence of DOMS8-24 at no more than 25 amino acid positions and has a CDR1
sequence that is at least 50% homologous to the CDR1 sequence of DOMS-24 and has 2 CDR2
sequence that is at least 50% homologous to the CDR2 sequence of DOMS8-24 .

79 An antibody single vanable domain polypeptide that binds CD40L, wherein the dAb has an
amno acid sequence that is identical to the amino acid sequence of DOMS-24, or differs from
the amino acid sequence of DOMS8-24 at no more than 25 amino acid positions and has a CDR2
sequence that is at least 50% homologous to the CDR2 sequence of DOM8-24 and has a CDR3
sequence that 1s at least 50% homologous to the CDR3 sequence of DOM8-24

80. An antibody single variable domain polypeptide that binds CD40L, wherein the dAb has an
amino acid sequence that is identical to the amino acid sequence of DOMS-24, or differs from
the amino acid sequence of DOMS8-24 at no more than 25 amino acid positions and has a CDR1
sequence that is at least 50% homologous to the CDRI1 sequence of DOMS-24 and has a CDR3
sequence that is at least 50% homologous to the CDR3 sequence of DOM8-24 .

81. An antibody single variable domain polypeptide that binds CD40L, wherein the dAb has an
amino acid sequence that is identical to the amino acid sequence of DOMS8-24, or differs from
the amino acid sequence of DOMS-24 at no more than 25 amino acid positions and has a CDR1

sequence that 1s at least 50% homologous to the CDR1 sequence of DOM8-24 and has a CDR2
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sequence that 1s at least 50% homologous to the CDR2 sequence of DOM8-24 and has a CDR3
sequence that 1s at least 50% homologous to the CDR3 sequence of DOMB8-24.

82 A CD40L antagomst having a CDR1 sequence that is at least 50% homologous to the CDR1
sequence of DOM8-24,

83. A CD40L antagomust having a CDR2 sequence that is at least 50% homologous to the CDR2
sequence of DOM8-24.

84. A CD40L antagonist having a CDR3 sequence that is at least 50% homologous to the CDR3
sequence of DOMS8-24.

85. A CD40L antagonist having a CDR1 sequence that is at least 50% homologous to the CDR1
sequence of DOMS8-24 and a CDR2 sequence that is at least 50% homologous to the CDR2
sequence of DOM8-24,

86. A CD40L antagomst having a CDR2 sequence that is at least 50% homologous to the CDR2
sequence of DOMS8-24 and a CDR3 sequence that is at least 50% homologous to the CDR3
sequence of DOMS-24.

87. A CD40L antagomst having a CDR1 sequence that 1s at least 50% homologous to the CDR1
sequence of DOMS-24 and a CDR3 sequence that is at least 50% homologous to the CDR3
sequence of DOMB8-24.

88. A CD40L antagonist having a CDR1 sequernce that is at least 50% homologous to the CDR1
sequence of DOM8-24 and a CDR2 sequence that is at least 50% homologous to the CDR2
sequence of DOM8-24 and a CDR3 sequence that is at least 50% homologous to the CDR3
sequence of DOM8-24.

89. The CD40L antagonist of claim 88, wherein said antagonist is an antibody single variable
domain polypeptide selected from the group consisting of an antibody single variable domamn

polypeptide, dAb, FAb, an scFv, an Fv, or a disulfide-bonded Fv.

90. An antibody polypeptide that inhibits the binding of DOM8-24 to CD40L.
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91. An antibody polypeptide that binds to the same epitope of CD40L bound by DOM8-24.

92. A method of treating or preventing a symptom of autoimmune disease in an individual, the
method comprising admimstering the antibody polypeptide of claim 90 or 91 to said individual

1n an amount effective to treat or prevent a symplom of autoirmmune disease.

93. An antibody polypeptide that binds to the same epitope of CD40L bound by an antibody
single variable domain polypeptide compnsing a sequence selected from the group consisting of

SEQ ID Nos: 7-82 and 246-360.

94. An antibody single variable domain polypeptide comprising the sequence of CDR1, CDR2,
and/or CDR3 of DOMS-24.

95. An antibody single vanable domain polypeptide comprising the sequence of CDR1, CDR2,
and/or CDR3 of an antibody single vanable domain polypeptide compnsing a sequence selected
from the group consisting of SEQ ID Nos. 7-82 and 246-360.

96. The antibody single variable domain polypeptide of claim 94, wherein said polypeptide
comprises the sequence of two or more of CDR1, CDR2, or CDR3 of DOM8-24.

97. The antibody single vaniable domain polypeptide of claim 95, wherem said polypeptide
comprises the sequence of two or more of CDR1, CDR2, or CDR3 of an antibody single variable
domain polypeptide comprising a sequence selected from the group consisting of SEQ ID Nos.
7-82 and 246-360.

98. A dual specific hgand comprising a first immunoglobulin single variable domain having a
binding specificity to a first antigen and a second single variable domain having a binding
activity to a second antigen, wherein the first antigen 1s CD40L and the second single vanable

domain 1s an Antigen Presenting Cell surface antigen or a T cell surface antigen.

99, A ligand according to claim 98 wherein the Antigen Presenting Cell surface antigen 1s
selected from one of the group consisting of, activated macrophage surface antigens, activated B

cell surface antigens, co-stimulatory signal pathway surface antigens, and MHC.

100. A ligand according to claim 99 wherein the MHC 1s class II.
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101. A hgand according to claim 100 wherein the MHC class II is alpha.
102. A higand according to claim 100 wherein the MHC class II is beta.

103. A ligand according to claim 99 wherein the Antigen Presenting Cell surface antigen is
selected from the group consisting of CD28, Inducible costimulatory molecule (ICOS), CD27,
CD30, 0X40, CD45, CD69, CD3, CD70, Inducible costimulatory molecule igand (ICOSL),
0OX40L, CD80, CD86, HVEM (Herpes Virus Entry Mediator), and LIGHT.

104. A ligand according to claim 99 wheremn the Antigen Presenting Cell surface antigen is
selected from the group consisting of CD28, Inducible costimulatory molecule (ICOS), CD27,
CD30, 0X40, CD45, CD69, and CD3

105. A hgand according to claim 99 wherein the surface antigen is a B7 gene surface antigen.

106. A ligand according to claim 105 wherein the B7 gene surface antigen is B7- 2, or B7-1.
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3 [] Ademds, en el caso en que més de una versién o copia de un listado de secuencia y/ o tabla relacionada
con ello se haya registrado o propercionado, las declaraciones requeridas de que la informacién en las
copias subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en la sohcitud segtn se present6 o no va mas
alld de la sohcitud segiin se registrd, segin lo apropiado, fueron suministradas.

4 Comentarios adicionales.

Casilla No. II Prioridad

1 4 No se ha considerado la validez de la rewvindicaci6n de la priondad porque la Autoridad de Bisqueda
Internacional no tiene una copia de la solicitud anterior cuya prioridad se ha retvindicado o, cuando sea
necesario, una traduccién de esa solicitud anterior Sm embargo, esta opmién se ha establecido con base
en el hecho de que la fecha relevante (Reglas 43bts 1y 64..1). es la fecha de la prionidad rewvindicada

2.[] Esta opmién se ha establecido como s1 ninguna prioridad se hubiese rewvindicade debido al hecho de que
se ha encontrado que la rewindicacion de la prioridad no es vdlida (Reglas 43bis.1 y 64.1) Por
consiguiente, para los propésitos de esta opinién, se considera que la fecha de la presentacién
internacional indicada anteriormente es la fecha relevante

3 Observaciones adicionales, s1 es necesario
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Casilla No. III No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial

Las preguntas de s1 la invencién rewvindicada parece ser novedosa, comprender un paso inventivo (ser no cbvia) o ser

aplicable industrialmente no se han examinado respecto a

I___] toda la solicitud internacional,
[{ revindicaciones Nos 1 - 20 respecto a Ia aplicabilidad industrial, 95 y 97 ambas en parte

porque

[X dicha solicitud nternacional, o dichas reivindicaciones Nos 1-20 se relacionan con la siguiente materia objeto que
no requiere un examen preliminar internacional (especjique)-
ver hoja separada

[ 1a descripaién, revindicaciones o dibujos (indique los elementos particulares a contmuacién) de dichas
retvindicaciones Nos son tan poco claros que no se podria formar una opinién significativa (especifique):

[] 1as rervindicaciones, o dichas rervindicaciones Nos. son sustentadas tan inadecuadamente por la descripcién que
no se podria formar una opinudén significativa

BJ no se ha establecido nmingin reporte de biisqueda internacional para toda la sohatud o para dichas
rervindicaciones Nos 95 y 97 ambas en parte

[ El nuclestido y/o hista de secuencia aminodcida no cumple con el estondar proporcionado en el Anexo C de las
Instrucciones Adminisfrativas en que

la forma escrita [ no se ha praporcionado
[] no cumple con el estdndar

el formato legible por computador  [[] no se ha proporcionado
[C] no cumple con el estiandar

[ las tablas relacionadas con el nucle6hdo y/o hsta de secuencra aminoécida, si estin en formato legible por
computador tinicamente, no cumplen con los requerimientos técnicos proporcionados en el Anexo C-bis de las

Instrucciones Administrativas

[J Ver la hoja separada para més detalles
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Casilla No. V Afirmacién razonada bajo el Articulo 43bis.1 (a) (i) respecto a novedad, nivel inventivo o
aplicabilidad industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1 Afirmacién

Novedad (N) S+ Rewvindicaciones 7, 8, 10-20, 22-26, 28-43, 45-89, 94, 95 en parte, 96, 97,
en parte, 98-106
No Rewvindicaciones 1-6, 9, 21, 27, 44, 90-93

Nivel inventivo (IS) S1. Rewvindicaciones

No Rewvindicaciones 1-94, 95 en parte, 96, 97 en parte, 98-106

Aplicabihdad industmal (IA) S1  Rewvindicaciones 21-106

No Rewindicaciones

2 Citaciones y explicaciones

ver hoja separada
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Re Item 111

No establecimiento de opini6n con respecto a Ia novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial

1. Las reivindicaciones 95 y 97 estén dirigidas a un anticuerpo de dominio sencillo definido por una o
mas CDRs de las CDRs 573 de los 191 anticuerpos de dominio sencillo identificados por su listado
de secuencia. Estos anticuerpos de domunuo sencillo no estdn limitados por ninguna caracteristica
estructural coman ni ninguna caracteristica funcional comiin porque la solicitud no provee ninguna
base para la hip6tesis que una o dos CDRs son suficientes para inducir un efecto técnico (p.e., enlace
especifico a un objetivo defimdo). La definicién de anticuerpos de domimo sencillo por 570 CDRs y
todas las posibles combinaciones de los mismos no es clara hasta el punto que la presentacién de la
retvindicaci6n confunde la matena objeto para la cual se busca proteccién. Basados en los datos
experimentales con relacién al efecto técnico de intubicion del enlace de CD40L a CD40, estan dados
en la descripa6n solamente para los anticuerpos de domunio sencillo listados en Ia Tabla 7. En
consecuencia, la rewvindicacion 95, 97 fue buscada solamente para las CDRs de anticuerpos de
domunio sencillo histados en la Tabla 7 en la pagina 142. Solamente la materia objeto que ha sido
buscada es exarmunada en la presente opimoén de basqueda. (Regla 66.1 (e) PCT).

2. Las reivindicaciones 1-20 se relacionan con la materia objeto considerada por esta autoridad como
cuberta por las provisiones de la Regla 67.1 (1iv) PCT En consecuencia, no se formular4 opinién con
respecto a la aplicabihdad industrial de la materia objeto de estas reivindicaciones (Articulo 64

(#)(a)(D) PCT).

Re Item V:
Declaracién razonada con respecto a la novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial; citaciones y
explicaciones que soportan tal declaracién

1 Se hace referencia a los siguientes documentos:
D1: US-A-5869 049 (NOELLE EL AL) Febrero 9 de 1999 (1999-02-09)

Forma PCT/ISA/237 (Hoja separada) (Hoja 1) (EPO - Enero de 2004)



%

QOPINION ESCRITADE LA
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL (HOJA Solicitud Internacional No
SEPARADA) PCT/GB2005/003562

D2: WO 01/68860 A (NOVARTIS AG; NOVARTIS-ERFINDUNGEN; DI PADOVA, FRANCO, E;

D3:

D5

Dé:

D7:

D8:

Do

D10:

SCHULLER, WALT) Septiembre 20 de 2001 (2001-09-20)

BRAMS PETER ET AL: “A humaruzed anti-human CD154 monoclonal antibody blocks
CD154-CD40 mediated human B cell activation” (Un anticuerpo monoclonal CD154 anti-
humano humarizado bloquea la actvacion de célula B humana mediada por CD154-CD40)
IMMUNOPHARMACOLOGY, vol. 1, no. 2, Febrero 2001 (2001-02), pagmnas 277-294,
XP002355661 ISSN: 1567-5769.

WO 99/00143 A (BIOGEN, INC; THOMAS, DAVID, W) Enero 7 de 1999 (1999-01-07)

WO 02/18445 A (BIOGEN, INC; KARPUSAS, MICHAEL; HSU, YEN-MING; TAYLOS,
FREDERIK, R; Z) Marzo 7 de 2002 (2002-03-07)

MUYLDERMANSS ET AL: “Recognition of antigens by single-domain antibody fragments:
the superfluous luxury of pawred domains” (Reconocimiento de antigenos mediante
fragmentos de anticuerpo de domino sencillo: el lujo supérfluo de dominios pares) TRENDS
IN BIOCHEMICAL SCIENCES, ELSEVIER, HAYWARDS, GB, vol. 26, no. 4, Abril 1 de 2001
(2001-04-01), paginas 230-235, XP004241851 ISSN: (1968-0004

HOLT L J ET AL: “Domam antibodies: proteins for therapy” (Anticuerpos de dominio:
proteinas para terapia) TRENDS ON BIOTECHNOLOGY, ELSEVIER PUBLICATIONS,
CAMBRIDGE, GB., vol. 21, no. 11, Noviembre de 2003 (2003-11), péaginas 484-490,
XP004467495 ISSN: 0167-7799

WO 2004/058822 A (DOMANTIS LIMITED; WINRWE, GREG; TOMLINSON, IAN;
IGNATOVICH, OLGA) Julio 15 de 2004 (2004-07-15)

WO 2004/003019 A (DOMANTIS LIMITED; WINRWE, GREG; TOMLINSON, IAN;
IGNATOVICH, OLGA) Enero 8 de 2004 (2004-01-08)

WO 2004/058821 A (DOMANTIS LIMITED; WINRWE, GREG; TOMLINSON, IAN;
IGNATOVICH, OLGA) Julio 15 de 2004 (2004-07-15)

2. Todas las rewvindicaciones estdn relacionadas con polipéptidos de anticuerpo, que son monovalentes
para el enlace a CD40L (CD154) y que son antagonistas para la actividad de CD40.

La técnica previa revela varnios anticuerpos y fragmentos monovalentes de los mismos, que se
enlazan a CD40L y que son antagorustas para la actividad de CD40.

D1 revela un anticuerpo depositado llamado MR1 dirigido contra gp39=CD40L (col. 24), que es un
antagonista de gp39 (col. 5, linea 15-25). D1 revela también que se pueden producir los fragmentos

Fab’ {que son monovalentes). D1 revela en la col. 3 que el

Forma PCT/ ISA/237 (Hoya separada) (Hojpa 2) (EPO - Enero de 2004)



57

OPINION ESCRITA DE LA
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL (HOJA Solicttud Internacional No.
SEPARADA) PCT/GB2005/003562

anticuerpo se puede usar para prevenir el rechazo de trasplante. Por lo tanto, D1 anticipa las
reivindicaciones 1-6, 21.

D2 revela un anticuerpo anti-CD154, que es llamado ABI793. Dicho anticuerpo antagoniza el enlace
de CD154 a CD40 y tiene un IC50 de 75 ng/ml. D2 revela el tratamiento de un ntimero de
enfermedades inmunes como uso médico (paginas 15, 16). ABI793 enlaza a un epitopo diferente a
los anticuerpos ant-CD154 conocidos 5¢8 y 24-31 (ejemplo 3) D2 revela en la pigina 2, linea 5 que
la molécula de enlace anti-CD154 puede ser un domimo variable de cadena pesada sencillo. Por lo
tanto D2 antcipa la matena objeto de las reivindicaciones 1-6, 9, 21, 44 (Articulo 33(2) PCT)

D3 revela un fragmento Fab'l de un anticuerpo anti-CD154 humanizado llamado Idec-131. Dicho
anticuerpo bloquea el enlace de CD154 a CD40 (ver resumen) e nhibe la diferenciacion de célula B
dependiente de célula T. D3 declara que el fragmento Fab’l, que es monovalente, tiene una
actividad biolégica equivalente a la del anticuerpo entero {ver también la figura 8). En la pdgina
285, D3 revela que el Idec-131 tiene un IC50 de 1 Og/ml, que corresponde a aproximadamente 20
nM para el Fab. Asi, D3 anticipa la materia objeto de las reivindicaciones 1-6, 21 (Articulo 33(2)

PCT).

D4 revela el anticuerpo anti-CD154 llamado 5¢8. Dicho anticuerpo bloquea el enlace de
CD40:CD154 (péagina 8, lineas 5-10; pagina 13, lineas 1-2) y se propone para el tratanuento de
enfermedades inmunes (pagwna 12). D4 indica que los agentes bloqueadores de CD154 pueden ser
fragmentos Fab de anticuerpos. El fragmento Fab de 5¢8 esti revelado en D5 y mostré enlace a un
epitopo tndimensional de CD154 (pagina 16, lineas 4-8). Asi, D4 anticipa la matera objeto de las
rervindicaciones 1-6, 21 {(pagmna 33(2) PCT).

La reivindicaci6én independiente 27 estid dirigida a un péptido anticuerpo, que se enlaza
monovalentemente a CD40L y que no incluye un clerto grado de agregacién de plaqueta. De
acuerdo con la descripcion (pagmas 72-73), los polipéptidos de anticuerpo ant-CD40L bivalentes
tenden a agregar plaquetas mientras que los anti-CD40L monovalentes no inducen la agregaci6n de
plaquetas. La presente solicitud no prevee ningtin dato experimental para soportar esta declaracién
Como D1-D4 revelan fragmentos de anticuerpo monovalentes, ellos anticipan inherentemente la
materia objeto de la rervindicaciéin 27 (Articulo 33(2) PCT)
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Las reivindicaciones 90 y 91 estdn dirigidas anticuerpos, que inhiben el enlace del anticuerpo de
dominio sencillo DOM8-24, o que se enlazan al mismo epitopo que DOMB8-24. La presente solicitud
no define el epitopo de enlace. La técruca previa revela un niimero de anticuerpos anti-CD40L para
el tratamiento de enfermedades autoinmunes que inhiben el enlace de CD40L a CD40. Como el
espacio de enlace disponible que induce la inhibicién de enlace a CD40 es limitado y como los
anticuerpos de la técnica previa ya enlazan al menos dos epitopos diferentes (ver ejemplo 3 de D2),
la materia objeto de las reivindicaciones 90-93 no se considera novedosa (Articulo 33(2) PCT) porque
la presente sohicitud no muestra que DOMS8-24 enlaza dos epitopos diferentes que los anticuerpos
de la técnica previa.

La Rewindicacibn 43 estd dingida a un anticuerpo, que se enlaza especificamente y
monovalentemente a CD40L, y que estd caracterizado ademds por tener una secuencia de amino
dcido que tHene al menos 85% de identidad con un gran ndmero de secuencias correspondientes a
anticuerpos de domunio sencillo. Se puede considerar que la materia objeto de dicha reivindicacién
es nueva (Articulo 33(2) PCT). La produccién de anticuerpos contra un objetivo conocido (p.e.,
CD40L) no involucra un ruvel inventivo y no se puede atribuir efecto técnico adicional a las
limitaciones estructurales de la rervindicacion 43. Asi, la rewvindicacién 43 no involucra un nivel
mventivo (Articulo 33(3) PCT).

Las rewvindicaciones 62,63 estdn dirigidas a anticuerpos de dominio sencillo, que se enlazan
especificamente y monovalentemente a CD40L y que estén caracterizados ademds por una secuencia
de amino 4cido a ser seleccionada entre 191 secuencias. La materia objeto de las rervindicaciones 62
y 63 se puede considerar nueva (Articulo 33(2) PCT), pero la provisién de anticuerpos de dommo
sencillo contra el objeto CD40L conocido no mvolucra in nivel inventivo por las sigulentes razones:
D2 sugyere la produccién de anticuerpos de dominio sencillo contra CD40L (ver anteriormente) y los
métodos para producir anticuerpos de domumio sencillo son bien conocidos en la técruca (ver, e.g.,
D6-D9). No se puede atribuir efecto técruco adicional a ninguna de las 191 secuencias, por lo tanto,
la matenia objeto de las reivindicaciones 62 y 63 no involucra un nivel mventivo (Articulo 33(3)

PCT).

La rewvindicacién independiente 70 estd dirigida a una formulacién farmacéutica de liberacién
prolongada que comprende un polipéptido de anticuerpo ant-CD40L monovalente. La materia
objeto de la reivindicacién 70 es novedosa (Articulo 33(2) PCT). El anti-CD40L monovalente estd
revelado en
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la forma de un anticuerpo de domuruo sencillo en D2 (ver anterior). D2 revela el uso médico de
CD40L y por lo tanto, 1a provision de una forma de liberaci6n prolongada, que es practica estindar
en el campo farmacéutico, no requiere habilidades inventivas y por lo tanto, la materia objeto de la
reivindicaci6n 70 no involucra un mnivel invenhvo (Articulo 33(3) PCT). Las caracteristicas
adicionales de las reivindicaciones dependientes 71 y 72 son inherentemente parte de la revelacién
de D2, y entones, no confieren un ruvel inventivo en la materia objeto (Articulo 33(3) PCT).

La reivindicaci6n 73 estd dirigida a un polipéptido de dominio variable sencillo que se enlaza a
CDA40L, caracterizado por la Seq. Id. No. 26 (que parece corresponder con DOMB8-24). Los datos
experimentales de la tabla 7 en las paginas 142 y 143 muestran que dicho anticuerpo tiene un IC50
de 0.417 nM. El IC50 del anticuerpo total ant-CD40L IDEC-131 de la técnica previa estd en 1
Og/ml para el anticuerpo total, (D3, pdgina 285), que corresponderia a aproximadamente 7 nM para
el fragmento Fab. D3 afirma que el fragmento Fab tiene una potencia similar que el anticuerpo total
(pagina 286). D2 (péagina 13) revela que el anticuerpo ABI793, tiene un IC50 de aproximadamente75
ng/ml. D2 revela también que se pueden producir los fragmentos Fab y los anticuerpos de cadena
sencilla. Un fragmento Fab tendria un IC50 de aproximadamente 5 nM, debido al menor peso
molecular, Como un anticuerpo de dominic sencillo con una potencia equivalente que tiene
solamente aproximadamente un cuarto del peso molecular de un fragmento Fab, se puede esperar
que el IC50 de un antcuerpo de dominio sencillo equivalente es aproxxmadamente 1-2 nM. D2
sugiere la produccién de anticuerpos de dominio sencillo, y las técrucas para producir anticuerpos
de domumio sencillo son bien conocidas en la técnica (ver D6-D9). La provisién de anticuerpos de
domunio sencillo con un IC50 que es equivalente al IC50 para anticuerpos totales, temendo en cuenta
el menor peso molecular de los anticuerpos de domunio sencillo, no requiere una habihidad
mventiva. Por lo tanto, la matena objeto de la reivindicacién 73 no involucra un nivel inventivo
(Articulo 33(3) PCT).

Las reivindicaciones 74-89 estan todas dirigidas a anticuerpos de dominio sencillo o antagorustas de
CD40L que se enlazan a CD40L y que tienen cierto grado de identidad de secuencia con DOM8-24.
La materia objeto de dichas reivindicaciones puede considerarse nuevo (Articulo 33 (2) PCT).
Como la produccién de anticuerpos de dominio sencillo o anticuerpos contra un objetivo bien
conocido no mvolucra habilidades mnventivas (ver D6-D9), y como no se puede correlacionar un
efecto técruco
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sorprendente con la 1dentidad estructural parcial con el anticuerpo no inventivo DOMB8-24, la
materia objeto de las reivindicaciones 74-89 no involucra un nivel inventivo (Articulo 33(3) PCT).

La materia objeto de las rervindicaciones 94 y 95 es nueva (Articulo 33(2) PCT) porque la técnica
previa no revela anticuerpos de dominio sencillo que comprenden una de las CDRs de DOMS8-24.
Como no se mostré que nngiin efecto técnico estuviera asociado con ninguna de las CDRs solas o
un par de CDRs, no se reconoce nivel inventivo para la materia objeto de la reivindicacion 94
(Articulo 33(39 PCT).

La materia objeto de las reivindicaciones 95 y 97 (hasta donde se busco, ver item IIi-1) es novedosa
(Articulo 33(2) PCT), porque la técnica previa disponible no revela anticuerpos de dominio sencillo
que comprenden una de las CDRs. Como nc se mostré que ningiin efecto técruco estuviera asociado
con ninguna de las CDRs solas o un par de CDRs, no se reconoce nivel inventivo para la matena
objeto de las reivindicaciones 95, 97 (Articulo 33(3) PCT).

La rewvindicaci6n 98 estd dingida a un ligando biespecifico que comprende un primer domuro
variable sencillo que se enlaza a CD40L y un segundo domunuo variable sencillo que se enlaza a un
antigeno de superficie de Célula que Presenta Antigeno, o un antigeno de superficie de célula T. D2
revela un anticuerpo de dominio sencillo contra CD40L {pagina 2, lineas 5-7), que se combinaré con
anticuerpos que afectan la inmunomodulacién y que estd dinigido contra MHC, CD28, CTLA4
(pagma 17). La diferencia entre D2 y la reivindicacién 98 se basa en el hecho que en D2 los
anticuerpos son administrados como anticuerpos aislados, muentras que en la reivindicacion 98,
estos son parte de una construccién biespecifica. El problema técnico a ser resuelto es la provision
de un método alternativo para admimstrar el anticuerpo ant-CD40L con otros anticuerpos
mmunosupresores. La administracién en la forma de un anticuerpo de domunio sencillo biespecifico
es una alternativa obvia en vista de D10, que revela cémo producir anticuerpos de domiruo sencillo
biespecificos y que demuestra que mantienen sus propiedades de enlace Por lo tanto, la materia
objeto de la reivindicacién 98 no involucra un nivel inventivo (Articulo 33(3) PCT). Las
caracteristicas adicionales de las reivindicaciones dependientes 99-106 no parecen ser responsables
de ningtin efecto sorprendente y por ende, no confieren un nivel mnventivo a la materia objeto de
dichas reivindicaciones {Articulo 33(3) PCT)

Las reivindicaciones dependientes 7 y 8 no son anticipadas por la técnica previa disponible, sin

embargo, la
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limitacién por las caracteristicas estructurales del anticuerpo de domimio no confieren un nivel
mventivo del método (Articulo 33(3) PCT).

La reivindicaci6n dependiente 9 restringe ademas el polipéptido de anticuerpo mediante un amplio
rango de concentraciones de IC50, que cubre los IC50 de los anticuerpos de la técnica previa (ver
D2). Dicha caracteristica adicional no confiere un nivel inventivo a la matena objeto de la
reivindicacién 9. Las reivindicaciones dependientes 10-19 se refieren a un aumento de vida media
en suero del polipéptido-anticuerpo ant-CD40L mediante el enlace del mismo a PEG y no estin
reveladas en la técnica previa. Como PEG estd revelado en la pagina 488 de D7 para alcanzar
exactamente el mismo efecto en los anticuerpos de dominio sencillo, la materia objeto de las
reivindicaciones 10-19 no mnvolucra un nivel inventivo (Articulo 33(3) PCT). El mismo
razonamiento aplica para la rewvindicacién independiente 52 y para las reivindicaciones
dependientes 28-37, 53-61.

Parece que las caracteristicas adicionales de las nuevas reivindicaciones dependientes 20, 22-26, 38-
42, 45-51, 64-69, cuando se consideran solas o en combinacién, no generan ningan efecto
sorprendente que podria servir como una base para un razonamiento de ruvel inventivo (Articulo
33(3) PCT).

Observaciones Adicionales:

3 Las reivindicaciones que se refieren a DOM8-24 no son claras (Articulo 6 PCT), porque DOMB8-24 es
una denominacién mterna, que no es generalmente aceptada en el campo. El anticuerpo de dominio
sencillo DOMB8-24 debe haber sido identificado por su secuencia. Parece que DOM8-24 corresponde
al DOM24 identificado por la Seq Id. No. 26.

4. Para la evaluacién de las reivindicaciones presentes 1-20 sobre la pregunta si son aplicables
industrialmente, no existe un criterio unificado en los Estados Contratantes de PCT. La
patentabilidad también puede depender de la formulacién de las reivindicaciones. La EPO, por
ejemplo, no reconoce como industrialmente aplicable la materia objeto de las reivindicaciones para
el uso de un compuesto en el tratamiento médico, pero pueden permitir, sin embargo,
rervindicaciones a un compuesto conocido para primer uso en tratanuento médico y el uso de dicho
compuesto para la fabricacién de un medicamento para un nuevo tratamiento médico.

5. El orden de las reivindicaciones 95 y 96 deben haber sido invertidas para evitar una falta de claridad
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(Articulo 6 PCT). La rewvindicacién 96 no depende de la rervindicacién 95 sino de la reivindicacién 94.

Re Item VI
Ciertos documentos citados

Como el documento de prioridad para la presente solicitud no est4 disponible al momento del examen
preliminar, se considera que dicha prioridad es véalida. Por lo tanto, el documento publicado (Regla 70.10)

Solicitud No. Fecha de publicacién Fecha de radicacién  Fecha de priondad
Patente No. (dfa/mes/ afio) (dia; mes/ afio} (dia/mes/ afio)
WO05/035572 21.04.2005 08.10.2004 08.10.2003

no se considera como parte de la técrica previa (Regla 64.1 PCT). Sin embargo, este documento puede ser
de importancia con respecto a la novedad en una fase nacional/ regional posterior.
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Box No.| Basls of the opinion

1 With regard to the language, this opinion has been established on the basis of the international apphcation in
the language in which it was filed, unless otherwise indicated under this tem

O This opinion has been established on the basis of a translation from the original language into the following

language , which 1s the language of a translation furmished for the purposes of international search
{under Rules 12 3 and 23 1(b))

2 With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application and
necassary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of

a type of materal
a sequence listing
0O table(s) related to the sequence listing
b format of matenal
X in writen format
& n computer readable form
¢ time of fiingfurmishing
contained in the international application as filad
B filed together with the international application in computer readabte form

O fumished subsequently to this Authonty for the purposes of search

3 O In addrtion, In the case that more than one versicn or copy of a sequence listing andbr table relating thereto
has been fited or furnished, the required statements that the information in the subsequent or'addtional
copies 15 identical to that in the apphication as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropnate, were fumished

4 Additicnal comments

Box No. Il Priority

1 B The valdity of the pnortty claim has not been considered because the International Searching Authority
does not have in its possession a copy of the earlier application whose priority has been claimed or, where
required, a translation of that earlier application This opinion has nevertheless been established on the
assumption that the relevant date (Rules 43bis 1 and 64 1) i1s the claimed priority date

2. O This opmnion has been established as if no pnonty had been claimed due to the fact that the priorty clam
has been found nvalid (Rules 43bis 1 and 64 1). Thus for the purposes of this opinion, the international
fitng date ndicated above 1s considered to be the relevant date.

3 Additional observations, if necessary

Form PCTASA/237 (January 2004)
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Box No. Il Non-establishment of opinion with regard to novelty, Inventive step and Industrial

applicabllity

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non

obvious), or to be industnally applicable have not been examined in respect of

O the entre international apphcation,

B clams Nos 1-20 regarding industrial applicability, 35 and 97 both in part

because

K the sard international applicaton, or the said claims Nos

does not require an international preiiminary examination (specify)

see separate sheet

1-20 relate to the following subject matter which

O the descnption, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos are so
unclear that no meaningful opinion could be formed (speciy)

O the claims, or said claims Nos are so inadequately supported by the description that no meaningful opimion

could be formed

® no international search report has been established for the whole application or for said claims Nos 95,97

both in part

O the nucleotide andor amino acid sequence hsting does not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions in that

the writen form

the computer readable form

O
O
O
O

has not been furnished
does not comply with the standard
has not been furnished

does not comply with the standard

O the tables related to the nucleotide andior amino acid sequence listing, If in computer readable form only, do
not comply with the tachnical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative instructions

O See separate sheet for further details
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Box No.V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(l) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicabliity; cltations and explanations supporting such statement

1 Statement
Novelty (N) Yes Clams 7,8,11 0-20,22-26,28-43,45-89,94,95 n part, 96, 97 In part,
No Clams ?—8!;.9(321 27,44 90-93
Inventive step (IS) Yes Clams
No Clams 1- 94, 95 in part, 96, 97 in part, 98-106
Industnal applicability (lA) Yes Claims 21-106

No Clams

2 Citations and explanations

see separate sheet

Form PCTASA/237 (January 2004)
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Re ltem il

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability

1 Claim 95 and 97 are directed to a single domain antibody defined by one or more
CDRs from the 573 CDRs of the 191 single domain antibodies identified by their
sequence listing. These single domain antibodies are neither imited by any common
structural feature nor by any common functional feature because the application does
not provide any basis for the hypothesis that one or two CDRs are sufficient for
inducing a technical effect (e.g. specific binding to a defined target) The definition of
single domain antibodies by 570 CDRs and all the possible combinations thereof is
unclear to the extent that the presentation of the ¢laim obscures the subject-matter
for which protection is sought Founded experimental data in relation with the
technical effect of inhibition of Cd40L binding to CD40 1s given in the descnption only
for the single domain antibodies listed in Table 7. Consequently claim 95, 97 were
searched only for the CDRs of the single domain antibodies listed Iin table 7 on page
142. Only the subject-matter which has been searched is examined in the present
search opinion (Rule 66 1 (e) PCT)

2. Claims 1-20 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be formulated with
respect to the industrial applicability of the subject-matter of these claims (Article
34(4)(a)(l) PCT).

Re ftem V
Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

1. Reference is made to the following documents:
Di: US-A-5 869 049 (NOELLE ET AL) 9 February 1999 (1999-02-09)

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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D2. WO 01/68860 A (NOVARTIS AG, NOVARTIS-ERFINDUNGEN; DI PADOVA,
FRANCO, E, SCHULER, WALT) 20 September 2001 (2001-09-20)

D3 BRAMS PETER ET AL. "A humanized anti-human CD154 monoclonal antibody
blocks CD154-CD40 mediated human B cell activation” INTERNATIONAL
IMMUNOPHARMACOLOGY, vol. 1, no. 2, February 2001 (2001-02), pages
277-294, XP002355661 ISSN' 1567-5769

D4 WO 99/00143 A (BIOGEN, INC. THOMAS, DAVID, W) 7 January 1999 (1999-
01-07)

D5: WO 02/18445 A (BIOGEN, INC, KARPUSAS, MICHAEL; HSU, YEN-MING;
TAYLOR, FREDERICK, R; Z) 7 March 2002 (2002-03-07)

D6 MUYLDERMANS S ET AL "Recognition of antigens by single-domain antibody
fragments: the superfluous luxury of paired domains® TRENDS IN
BIOCHEMICAL SCIENCES, ELSEVIER, HAYWARDS, GB, vol. 26, no. 4, 1
April 2001 (2001-04-01), pages 230-235, XP004241851 ISSN: 0968-0004 -

D7: HOLT L J ET AL: "Domain antibodies- proteins for therapy” TRENDS IN
BIOTECHNOLOGY, ELSEVIER PUBLICATIONS, CAMBRIDGE, GB, vol. 21,
no. 11, November 2003 (2003-11), pages 484-490, XP004467495 ISSN. 0167-
7799

D8: WO 2004/058822 A (DOMANTIS LIMITED; WINTER, GREG; TOMLINSON,
IAN; IGNATOVICH, OLGA) 15 July 2004 (2004-07-15)

D9: WO 2004/003019 A (DOMANTIS LIMITED; WINTER, GREG, TOMLINSON,
IAN; IGNATOVICH, OLGA, HOLT) 8 January 2004 (2004-01-08)

D10: WO 2004/058821 A (DOMANT!S LIMITED, WINTER, GREG; TOMLINSON,

IAN, IGNATOVICH, OLGA; WOOL) 15 July 2004 (2004-07-15)

2. Allclaims are related to antibody polypeptides, which are monovalent for binding to
CD40L (CD154) and which are antagonists for the activity of CD40.

The prior art discloses several antibodies and monovalent fragments thereof, which
bind to CD40L and which are antagonists for the actity of CD40.

D1 discloses a deposited antibody called MR1 directed against gp39=CD40L (col.

24), which is an gp39 antagonist (col 5, line 15-25). D1 discloses also that Fab'
fragments (which are monovalent) can be produced D1 discloses in col. 3 that the

Form PCTASA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-January 2004)



é9

WRITTEN OPINION OF THE International application No
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/GB2005/003562

antibody can be used to prevent transglant rejection. Therefore D1 anticipates claims
1-6, 21.

D2 discloses an anti-CD154 antibody, which is calied ABI793. Said antibody
antagonises the binding of CD154 to CD40 and has an IC50 of 75 ng/ml D2
discloses the treatment of a number of autoimmune disease .as medical use (pages
15,16) ABI793 binds a different epitope than the known anti-CD154 antibodies 5¢8
and 24-31 (example 3) D2 discloses on page 2, line 5 that the anti-CD154 binding
molecule can be a single heavy chain variable doman. Therefore D2 anticipates the
subject-matter of claims 1-6,9, 21,44 (Articie 33(2) PCT)

D3 discloses a Fab'1 fragment of a humanized ant-CD154 antibody called Idec-131.
Said antibody blocks binding of GD154 to CD40 (see abstract) and inhibits T-cell
dependent B cell differentiation. D3 states that the Fab’1 fragment, which is
monovalent has an equivalent biological activity to that of the whole antibody (see
also figure 8). On page 285 D3 discloses that the Idec-131 has an G50 of 1 pg/ml,
which corresponds to approximately 20nM for the Fab Thus D3 anticipates the
subject-matter of claims 1-6,21 (Arhicle 33(2) PCT).

D4 discloses the anti-CD154 antibody called 5¢8. Said antibody blocks the binding of
CD40:CD154 {page 8, line 5-10; page 13, lines 1-2) and is proposed for the
treatment of autoimmune diseases (page 12) D4 indicates that the CD154 blocking
agents can be Fab fragments of antibodies. The Fab-fragment of 5¢8 1s disclosed in
D5 and was shown to binds to a three dimensional epitope of CD154 (page 18, lines
4-8). Thus D4 anticipates the subject-matter of claims 1-6, 21 (Article 33(2) PCT)

Independent claim 27 is directed to an antibody peptde, which monovalently binds to
CD40L and which does not induce a certain degree of platelet aggregation.
According to the descnption (pages 72-73), bivaient anti-CD40L tend to aggregate
platelets whereas monovalent anti-CD40L antibody polypeptides do not induce
platelet aggregation The present application does not provide any experimental data
to support this statement. As D1-D4 disclose monovalent antibody fragments, they
inherently anticipaie the subject-matter of claim 27 (Article 33(2) PCT).

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-January 2004)
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Claims 90 and 91 are directed to antibodies, which mhibit the binding of the single
domain antibody DOM8-24 or which bind 1o the same epitope as DOM8-24. The
present application does not define the binding epitope The prior art discloses a
number of anti-CD40L antibodies for the treatment of autoimmune diseases which
inhibit the binding of CD40L to CD40. As the available binding space inducing an
inhibition of binding to CD40 18 limited and as the prior art antibodies bind already to
at least two different epitopes (see example 3 of D2), the subject-matter of claims 90-
93 is considered as being not novel (Article 33(2) PCT) because the present
application does not show that DOM8-24 binds to different epitopes than the prior art
antibodies.

Claim 43 is directed to an antibody, which specifically and monovalently binds
CD40L, and which is further characterised by having an amino acid sequence having
at least 85 % identity with a large number of sequences corresponding to single
domain antibodies. The subject-matter of sad ciaim can be considered to be new
(Article 33(2) PCT). The production of antibodies against a known target (1.e. CD40L)
does not involve an inventive step and no further technical effect can be attributed to
the structural limitations of claim 43. Thus, claim 43 does not involve an inventive
step (Article 33(3) PCT).

Claims 62, 63 are directed to single domain antibodies, which specifically and
monovalently bind to CD40L and which are further characterised by an amino acid
sequence to be selected among 191 sequences. The subject-matter of claims 62 and
63 can be considered as new (Article 33(2) PCT), but the provision of single domain
antibodies against the known target CD40L does not involve an inventive step for the
following reasons. D2 suggests the production of single domain antibodies against
CD40L (see above) and the methods 1or producing single domain antibodies are well
known in the art (see e.g. D6-D9). No additional technical effect can be attributed to
all of the 191 sequences, therefore the subject-matter of claims 62 and 63 does not
involve an inventive step (Article 33(3) PCT)

independent claim 70 is directed to an extended release pharmaceutical formulation

comprising a monovalent ant-CD40L antibody polypeptide. The subject-matter of
claim 70 is novel (Article 33(2) PCT). The monovalent ant-CD40L is disclosed in the

Form PCTASA/237 (Separate Shest) (Shest 4) (EPO-January 2004)
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form of a single domain antibody in D2 (see above). D2 discloses the medical use of
CD40L and therefore the provision of an extended release form, which is standard
practice in the pharmaceutical field does not require inventive skills and thus the
subject-matter of claim 70 doe not involve an inventive step (Article 33(3) PCT) The
additional features of dependent claims 71 and 72 are inherently part of the
disclosure of D2 and thus do not confer an inventive step on the subject-matter
(Article 33(3) PCT)

Claim 73 is directed to a single vanable domain polypeptide binding to CD40L,
characterised by Seq. Id No. 26 {(which appears to correspond to DOMB8-24) The
experimental data in table 7 on pages 142 and 143 show that sad antibody has an
IC50 of 0 417 nM. The IC50 of the prior art anti-CD40L full antibody IDEC-131 is at 1
pg/mi for the complete antibody, (D3, page 285), which would correspond to
approximately 7 nM for the Fab fragment. D3 states that the Fab-fragment has a
similar potency than the full antibody (page 286). D2 (page 13) discloses that the
antibody ABI793, has an IC50 of approximately 75 ng/ml. D2 discloses also that Fab
fragments and single domain antibodies can be produced. A Fab fragment would
have an 1C50 of approximately 5 nM, due to the smaller molecular weight As a
single domain antibody with an equivalent potency having only approximately a
quarter of the molecular weight of an Fab-fragment it can be expected that the IC50
of an equivalent single domain antibody lies around 1-2 nM. D2 suggests the
production of single domain antibodies and the technigques for producing singie
domain antibodies are well known in the art (see D6-D9). The provision of single
domain antibodies with an IC50 which is equivalent to the IC50 for full antibodies,
taking into account the smaller molecular weight of the single domain antibodies,
does not require an inventive skill. Therefore the subject-matter of claim 73 does not
involve an inventive step (Article 33(3) PCT)

Claims 74-89 are all directed to single domain antibodies or CD40L antagonists
binding to CD40L and having a certain degree of sequence identity with DOM8-24.
The subject-matter of said claims can be considered as new (Article 33(2) PCT). As
the production of single domain antibodies or antibodies against a well known target
does not involve inventive skills (see D6-D9) and as no surprising technical effect can

Form PCT/ASA/237 (Separate Shest) (Sheet 5) (EPO-January 2004)
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be correlated with the partial structural identity with the non-inventive antibody
DOMS8-24, the subject-matter of claims 74-89 does not involve an inventive step
(Article 33(3) PCT).

The subject-matter of claims 94 and 95 is new (Article 33(2) PCT) because the prior
art does not disclose single domain antibodies comprising one of the CDRs of DOMB8-
24. As no technical effect was shown to be associated with any of the single CDRs
or with a pair of CDRs, an inventive step 1s not acknowledged for the subject-matter
of claim 94 (Article 33(3) PCT).

The subject-matter of claims 95 and 97 (as far as searched, see item llI-1) is novel
(Article 33(2) PCT) , because the available prior art does not disclose single domain
antibodies comprising one of the CDRs. As no technical effect was shown to be
associated with any of the single CDRs or with a pair of CDRs, an inventive step is
not acknowledged for the subject-matter of claim 95,97 (Article 33(3) PCT).

Claim 98 is directed to a bispecific ligand compnsing a first single variable domain
binding to CD40L and a second single variable domain binding to an Antigen
Presenting Cell surface antigen or a T cell surface antigen D2 discloses a single
domain antibody against CD40L (page 2, lines 5-7), which is to be combined with
antibodies affecting immunomodulation and which directed against MHC, CD28,
CTLA4 (page 17). The difference between D2 and claim 98 lies in the fact that in D2
the antibodies are administered as isolated antibodies, whereas in claim 98 they are
part of a bispecific construct. The technical problem to be solved is the provision of
an aiternative method of administering the anti-CD40L antibody with other
immunosuppressive antibodies. The administration in the form of a bispecific single
domain antibody is an obvious alternative in view of D10, which discloses how to
produce bispecific single domain antibodies and which demonstrates that they keep
their binding properties. Therefore the subject-matter of claim 98 does not involve an
inventive step (Article 33(3) PCT). The additional features of the dependent claims
99-106 do not appear o be responsible for any surprising effects and thus do not
confer an inventive step on the subject-matter of said claims (Articie 33(3) PCT)

Dependent claims 7 and 8 are not anticipated by the available prior art, however the

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) {(Shaat 6) (EPO-January 2004)
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himitation by structural features of the domain antibody does not confer an inventive
step on the method (Article 33(3) PCT).

Dependent claim 9 further restnicts the antibody polypeptide by a wide range of IC50
concentrations, which cover the 1IC50s of the antibodies of the prior art (see D2). Sad
additional feature does not confer an inventive step on the subject-matter of claim 9
Dependent claims 10-19 refer to an increase of the serum half-life of the anti-CD40L
antibody-polypephde by inking it to PEG and are not disclosed in the prior art As
PEG is disclosed on page 488 of D7 to achieve exactly the same effect in single
domain antibodies, the subject-matter of claims 10-19 does not involve an inventive
step {Article 33(3) PCT) The same reasoning applies to independent claim 52 and to
dependent claims 28-37, 53-61

It appears that the additional features of the novel dependent claims 20, 22-26, 38-
42 45-51,64-69 when considered aione or in combination do not generate any
surprising effects which could for a basis for an inventive step reasoning (Article 33(3)
PCT).

Further Remarks:

3. The claims referring to DOM8-24 are not clear (Article 6 PCT), because DOM8-24 is
an internal denomination, which is not generally accepted in the field. The single
domain antibody DOMB8-24 should have been identified by its sequence. It appears
that DOMB-24 corresponds to DOM24 identified by Seq. Id No. 26.

4. Forthe assessment of the present claims 1-20 on the question whether they are
industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States. The
patentability can also be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for
example, does not recognize as industrially applicable the subject-matter of claims to
the use of a compound in medical treztment, but may allow, however, claims to a
known compound for first use in medical treatment and the use of such a compound
for the manufacture of a medicament for a new medical treatment.

5  The order of claims 95 and 96 shouid have been inverted to avoid a lack of clarity

Form PCT/ISA/237 {Separate Shest) (Sheet 7) (EPO-January 2004)
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(Articie 6 PCT) Claim 96 is not dependent on claim 95 but on claim 94.

Re item VI
Certain documents cited

As the priority document for the present application is not available at the moment of the
preliminary examination, said prionty is considered to be valid. Therefore the published
document (Rule 70.10)

Applicaton No Publication date Filing date Pnortty date {valid claim)
Patent No (day/monihvyear) (day/month/year) {day/month/year)
WOQO05/035572 21.04 2005 08 10.2004 08.10.2003

is considered as not being part of the prior art (Rule 64.1 PCT). However this document
may be of importance regarding novelty in a subsequent national/regional phase.

Form PCT/ISA/237 (Separate Shest) (Sheet 8) (EPO-January 2004)
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Casilla No.I Bases del reporte

1 Respecto al idioma, este reporte se bas6é en la solicitud mternacional en el idioma en el cual fue
presentada, a menos que se indique lo contrario segtin este ftem

& 12 sohcitud internacional en el 1dioma en el cual fue presentada

I:] una traduccién del 1dioma original, el cual es el 1dioma de una traduccién sumimstrada para los propdsitos
de

|:| biisqueda internacional (segitin la Regla123 y 231 (b))

[ ] publicacién de Ia solicitud internacional (segtn la Regla 12 4)
|:| examen preliminar internacional (segtin las Reglas 552 y/0 55 3)

2 Respecto a los elementos de la solicitud internacional este Reporte se basé en (hojas reemplazadas que has
sido sumumstradas a la ohicina receptora en respuesta a una invitacion segtin Articulo 14, son referidas en
este reporte como “onginalmente presentadas” y no son anexadas a este reporte):

Descripcion, Paginas
1-288 como se presentaron ongmalmente

Listados de Secuencias en parte de la descripcién, Piginas

1-217 como se presentaron ongmalmente

Reivindicaciones, No.

105, 106 como se presentarcn onginalmente
1-104 recibidas el 18 07 2006 con carta de 17.07 2006

Dibujos, Hojas
1/14-14/14 como se presentaron originalmente
@ hstado de secuencia y/o alguna tabla(s) - ver Casilla Suplementaria en relacién al Listado de Secuencia

3 [] Las modificaciones resultaron en la cancelacién de

[[] ladescripcaén, paginas

D las rervindicaciones, Nos.

[] los dibujos, hojas/figuras

[] bstado de secuencia (especrficar)

[ cualquier tabla(s) relacionadas con la sene de histados (espectficar)

4 [ Este reporte ha sido establecido como s1 (alguno de) los anexos corregidos a este reporte y numerado
antes no ha sido hecho, desde que ellos han sido considerados a través de la presentaci6n onginal, como
esta indicado en la Casilla Suplementaria (Ragla 70.2(c))

(] la descripcién, paginas

X las reivindicaciones, Nos 1-12, 13-33, 68-88

[] los dibujos, hojas/figuras

[] secuencia que enumera (especificar).

[] alguna tabla(s) relatada al istado de secuencia (espectficar)

* Si el Item 4 aplica, algunas o todas aquellas hojas pueden ser marcadas “reemplazadas”
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Casilla No. II Prioridad

1 [[] Este reporte ha sido establecido como s1 no se hubiera reclamado prioridad debido a que no se proporcioné

en el tempo limite establecido
[[] 1acopa solicitada de la solicitud més antigua de la cual se reclama priondad (Regla 66 7(a))
[0 !a traduccién solicitada de la solicitud més antigua cuya prioridad ha sido reclamada (Regla 66 7(b)}

2 [] Este reporte ha sido establecido como s1 no se hubiera reclamado priondad debido al hecho de que la
reclamacién de prioridad ha sido encontrada invalida (Regla 641) Debido a esto, para los propésitos de

este reporte, la fecha de presentaci6n internacional indicada arriba serd considerada como la fecha relevante

3. Observaciones adicionales, s1 son necesarias

Forma PCT/IPEA/409 (Abnl 2005)
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Casilla No. III No establecimiento de opini6n respecto a novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial

1 Las cuestiones de s1 la invencién reivindicada parece ser novedosa, involucrar ruvel mmventivo (ser no obvia) o
ser industrialmente aplicable no han sido exammadas respecto a

|:| toda la solicitud internacional

@ las rervindicacrones Nos  1-20 (TA), 95 (en parte)
porque

@ dicha sohcitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos 1-20 (IA) se relacionan con la siguiente
materia objeto las cuales no requieren examen prehminar internacional (especificar)

ver hoja separada

D la descripaén, rewvindicaciones o dibujos (indique elementos particulares a conhmuacién) o dichas
retvindicaciones Nos.  son tan imprecisas que no pudo formarse una opinién significativa (especifique):

[:| las rewvindicaciones o dichas reivindicaciones Nos estdn sustentadas tan mmadecuadamente por la
descripcién que no pudo formarse una opimén sigmficahva

E no se ha establectdo un 1eporte de biasqueda internacional para dichas reivindicaciones Nos 95 (en

parte)

[ no pudo establecerse una opinién significahiva sin el histado de secuencia, el solicitante, dentro del
limite de tiempo prescrito, no

[] suministré un listado de secuencias en papel para cumplir con el est4dndar para ello provisto en el
Anexo C de las Instrucciones Administrativas, y dicho lhistado no estuvo disponible para la
Autoridad Internacional de Examen Preliminar de forma y manera aceptable para ésta.

[] suminustré un hstado de secuencias en formato electrénico para cumphr en el estindar para ello
provisto en el Anexo C de las Instrucciones Administrativas y tal listado no estuvo disponible
para la Autoridad Internacional de Examen Preliminar de forma y manera aceptable para ésta

] pagé la tarifa de summustro tardio para el suministro de un listado de secuencia en respuesta a una
invitacion de acuerdo con las Reglas 13ter 1(a) o (b) y 13fer 2.

[] no pudo establecerse una opini6n sigruficativa sin las tablas relacionadas con los listados de secuencias;
el solicitante, dentro del limite de hempo prescrito, no suminustré dichas tablas en formato electrénico
para cumplir con los requisitos técnicos para ello provistos en el Anexo C-bis de las Instrucciones
Administrativas y dichas tablas no estuvieron disponibles para la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar de forma y manera aceptable para ésta.

[0 las tablas que se relacionan con el hstado de secuencias de aminodcidos y/o nuclestidos, s1 estén
solamente en formato electrénico, no cumplen con los requisitos técnicos para ello provistos en el
Anexo C-bis de las Instrucciones Administrativas

(0 Ver hoja separada para detalles adicionales
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Casilla No. V Afirmacién razonada bajo el Articulo 35(2) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad
industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1 Afirmacidn

Novedad (N) St Rewvindicaciones 7-20, 22-26, 28-94, 95 (en parte), 96-104
No Rewvindicaciones 1-6,21, 27

Nivel Inventivo (IS) Si Rewindicaciones
Nc Rewvindicaciones 1-94, 95 (en parte), 96-104

Aplicabilidad Industnal (IA) St Reivindicaciones 21-94, 95 (en parte), 96-104

No. Rewvindicaciones

2  Citaciones y explicaciones (Regla 70.7)

ver hoja separada

Casilla No. VI Algunos documentos citados

1  Algunos documentos publicados (Reglas 43bis 1 v 70 10)
y/o

2  Escritos no revelados (Reglas 43bis 1y 70 9)

ver forma 210
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Casilla Suplementaria con respecto al listado de secuencias

Continuacion de la casilla I, Item 2;

1. Respecto a cualquier nucleétido y/o secuencia aminoicida revelada en la solicitud internacional y necesaria
para la mvencién rervindicada, esta opimén se ha establecido segin:

a tipo de materal

[ un histado de secuencia
[] tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

b formato de material

{ en formato escrito
{ en formato legible por computador

¢ tilempo de presentaci6n/sununistror

[ contenido en la solicitud internacional segiin se registré
X registrada junto con la solicitud internacional en formato legible por computador.

proporcionada subsiguientemente a esta Auteridad para la bisqueda y/o examinacién
[] recinda por esta Auteridad como una enmienda* en

2 [] Ademds, en el caso en que mas de una versién o copia de un hstado de secuencia y/o tabla(s) relacionada
con ello se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacién en las
copias subsiguientes o adicionales es 1déntica a aquella en ]a solicitud segiin se present6 o no va mis alld de
la solicitud segtin se registr6, segiin lo apropiado, fueron surmirustradas

3. Comentanos adicionales

* g1 el Item 4 enla casilla No I aphca, el listado y/o tabla(s) relacionados con ello, el cual forma parte de las bases del
reporte, pueden ser marcadas “reemplazadas”
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Re Item I
Bases del reporte

1. Las modificaciones reahzadas introducen nueva materia objeto y no cumplen con los
requerimuentos del Articulo 34(2)(b) PCT. Las reivindicaciones agregadas 1-12 y rewvindicaciones
13-33, 86-88 fueron himtadas ademas por la introduccién de la caracteristica “en donde dicho
pohpéptido comprende un polipéptido de dominio variable simple”. Las bases indicadas por el
solicitante no revelan un polipéptido de dominio variable simple en general, sino que siempre se
refleren a un domunuo variable de inmunoglobulina simple, 0 a un dominio variable simple de
anticuerpo. Esta hmitactén a inmunoglobulinas o anticuerpos no aparece en la caracteristica
introducida en las reivindicaciones. Al omitir la referencia a anticuerpos o inmunoglobulinas se
introdujo un alcance mtermedio, entre polipéptidos como se revel6 en las reivindicaciones
originales, domimos varnables de inmunoglobulina simple o anticuerpo, como se revel6 en la
descripcién en los pasajes propuestos como una base para las modificaciones, y no se pueden ver
bases para esta limutaci6n intermedia en los pasajes propuestos como base por el solicitante.

Por lo tanto, las reivindicaciones nuevamente introducidas 1-12 no se tienen en cuenta para esta
opinién. Lo musmo aplica a las reivindicaciones modificadas 13-33, 86-88. Por no considerarse las
reivindicaciones 1-12, la numeraci6n de reivindicaciones corresponde a la numeracién de las
rewvindicaciones originales, excepto para los cambios debidos a la eliminaci6n de reivindicaciones
onginales 96 y 97. Las reivindicaciones posteriores (98-106) se consideran renumeradas desde 96
a 104.

Re Item II
Prioridad

Parece que la prioridad de la presente solicitud est4 reivindicada validamente. Los anticuerpos de
dominio simple de la tabla 7 estin presentes en el primer documento de prioridad.

Re Item III
No establecimiento de opinién con respecto a la novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial

2, La reivindicacién 95 como se presenté originalmente fue buscada solamente con
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respecto a las CDRs de los anticuerpos de domimo simple listados en la Tabla 7 de la pagina 142.
Solamente la materia objeto que ha sido buscada es examinada en el presente reporte preliminar.
Aunque se realizaron modificaciones en la reivindicacién 95, el examen debe atn estar limitado a
la materia objeto buscada solamente.

La objeci6n surgida contra la reivindicacién original 95 fue la sigwiente: la Rewvindicacién 95 estd
dingida a un anticuerpo de dominio simple defirudo por una o més DCRs de las 573 CDRs de Ios
191 anticuerpos de domunio simple identificados por su listado de secuencia. Estos anhcuerpos
de domunio simple no estdin hmitados por minguna caracteristica estructural comdn ni por
runguna caracterishca funcional comiin porque el solicitante no provee ninguna base para la
hipé6tesis que una o dos CDRs son suficientes para inducir un efecto técnico (p e, enlace especifico
a un objetivo defimdo). La definicién de anticuerpos de domiruo simple mediante 570 CRDs y
todas las combinaciones posibles de los mismos no es clara en la medida que Ia presentacién de la
reivindicacién hace confusa la materia objeto para la cual se busca proteccién. Datos
experimentales fundamentados en relacién con el efecto técnico de nhibicién del enlace de
CD40L a CD40 estdn dados en la descripcién solamente para los anticuerpos de dominio simple
hstados en Ia Tabla 7. En consecuencia, la reivindicacién 95 fue buscada solamente para las CDRs
de los anticuerpos de cadena simple listadcs en la Tabla 7 de la pdgina 142. Solamente la materia
objeto que fue buscada se examina en el presente reporte. (Regla 66.1 {e) PCT).

3. Las reivindicaciones 1-20 se relacionan con la materia objeto considerada por esta autoridad como
cubierta por las provisiones de la Regla 67.1 (iv) PCT. En consecuencia, no se formulard opmnién
con respecto a la aplicabilidad industrial de la materia objeto de estas rervindicaciones (Articulo

34 (4)(2)(D) PCT)

Re Item V:
Declaracién razonada con respecto a la novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial; citaciones
y explicaciones que soportan tal declaracién

1 Se hace referencia a los siguientes documentos.

D1. US-A-5869 049 (NOELLE EL AL) Febrero 9 de 1999 (1999-02-09)
D2: WO 01/68860 A (NOVARTIS AG; NOVARTIS-ERFINDUNGEN; DI PADOVA,
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D3.

D4:
D5:

Dé:

D7:

D8:

D9

D10

FRANCO, E; SCHULLER, WALT) Septiembre 20 de 2001 (2001-09-20)

BRAMS PETER ET AL: “A humanized anti-human CD154 monoclonal anttbody blocks
CD154-CD40 mediated human B cell activation” (Un anticuerpo monoclonal CD154 anti-
humano humamzado bloquea la activacién de célula B humana mediada por CD154-
CD40) IMMUNOPHARMACOLOGY, vol. 1, no. 2, Febrero 2001 (2001-02), paginas 277-
294, XP002355661 ISSN: 1567-5769.

WO 99/00143 A (BIOGEN, INC; THOMAS, DAVID, W) Enero 7 de 1999 (1999-01-07)

WO 02/18445 A (BIOGEN, INC; KARPUSAS, MICHAEL; HSU, YEN-MING; TAYLOS,
FREDERIK, R; Z) Marzo 7 de 2002 (2002-03-07)

MUYLDERMANSSET AL. “Recognition of antigens by single-domain antibody
fragments: the superfluous luxury of paired domains” (Reconocimiento de antigenos
mediante fragmentos de anticuerpo de domino simple: el lujo supérfluo de dominios
pares) TRENDS IN BIOCHEMICAL SCIENCES, ELSEVIER, HAYWARDS, GB, vol. 26, no.
4, Abril 1 de 2001 (2001-04-01), paginas 230-235, XPP004241851 ISSN: 0968-0004

HOLT L J ET AL: “Domain antibodies' proteins for therapy” (Anticuerpos de domumo:
proteinas para terapia) TRENDS ON BIOTECHNOLOGY, ELSEVIER PUBLICATIONS,
CAMBRIDGE, GB., vol. 21, no. 11, Noviembre de 2003 (2003-11), paginas 484-490,
XP004467495 ISSN: 0167-7799

WO 2004/058822 A (DOMANTIS LIMITED; WINRWE, GREG; TOMLINSON, IAN;
IGNATOVICH, OLGA) Julio 15 de 2004 (2004-07-15)

WO 2004/003019 A (DOMANTIS LIMITED; WINRWE, GREG, TOMLINSON, IAN;
IGNATOVICH, OLGA) Enero 8 de 2004 (2004-01-08)

WO 2004/058821 A (DOMANTIS LIMITED; WINRWE, GREG; TOMLINSON, IAN;
IGNATOVICH, OLGA) Julio 15 de 2004 (2004-07-15)

2 Todas las reivindicaciones estin relacionadas con polipéptidos de anticuerpo, que se enlazan a
CD40L (CD154) y que son antagonistas para la actividad de CD40.

La técruca previa revela varios anticuerpos y fragmentos monovalentes de los mismos, que se

enlazan a CD40L y que son antagonistas para la actividad de CD40.

D1 revela un anticuerpo depositado llamado MR1 dirigido contra gp39=CD40L (col. 24), que es

un antagonista de gp39 (col. 5, linea 15-25). D1 revela también que se pueden producir los

fragmentos Fab’ (que son monovalentes). D1 revela en la col. 3 que el anticuerpo se puede usar

para prevenir el rechazo de trasplante. Por lo tanto, D1 anticipa las reivindicaciones
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1-6, 21, porque no estan limutadas a polipéptidos de dominio vanable de inmunoglobulina simple,
sino a polipéptidos monovalentes, que incluyen Fab'.

D2 revela un anticuerpo anti-CD154, que es llamado ABI793. Dicho anticuerpo antagoniza el
enlace de CD154 a CD40 y tiene un IC50 de 75 ng/ml. D2 revela el tratamuiento de un ntimero de
enfermedades Inmunes como uso médico (paginas 15, 16). ABI793 enlaza a un epitopo diferente a
los anticuerpos anti-CD154 conocidos 5¢8 y 24-31 (ejemplo 3). D2 revela en la pagina 2, linea 5
que la molécula de enlace anti-CD154 puede ser un domimo variable de cadena pesada simple.
Al tomar en consideracién los argumentos del solicitante con relacién a D2, se puede aceptar que
D2 no revela suficientemente un anticuerpo de dominio simple que se enlaza a CD154 y que D2
no antcipa la materia objeto de las reivindicaciones 1-9, y 21, pero la provisién de anticuerpos de
dominio simple contra el objetivo CD40L conocido no involucra un nivel inventivo por las
siguientes razones: D2 sugiere la produccién de anticuerpos de domiro simple contra CD40L
(ver anteriormente), y los métodos para producir anticuerpos de dominio simple son bien
conocidos en la técnica y san sido revelados previamente por el solicitante (ver, p.e., D6-D9).
Adicionalmente, se deje subrayar que los argumentos del solicitante a favor de un nivel inventivo
de antcuerpos de dominio simple de mmunoglobulina se basan en el tamafio pequefio de los
anticuerpos de domuruo simple y la falta de un efecto cooperativo o avidez de los anticuerpos de
domunio simple. Se debe indicar que la mayoria de las reivindicaciones de la presente solicitud
comprenden la posibilidad de formar multimeros de anticuerpos de dominio simple y que por lo
tanto, los argumentos de los solicitantes no son validos para estas reivindicaciones.

D3 revela un fragmento Fab’l de un anticusrpo anti-CD154 humaruzado llamado Idec-131. Dicho
anticuerpo bloquea el enlace de CD154 a CD40 (ver resumen) e inhibe la diferenciacién de célula
B dependiente de célula T. D3 declara que el fragmento Fab'l, que es monovalente tiene una
actividad biol6gica equivalente a la del anticuerpo entero (ver también la figura 8). En la pagina
283, D3 revela que el Idec-131 tiene un IC5) de 1 DOg/ml, que corresponde a aproximadamente 20
nM para el Fab. Asi, D3 anticipa la materia objeto de las reivindicaciones 1-6 (Articulo 33(2) PCT).
Porque las reivindicaciones no estdn limitadas a anticuerpos de dominio simple de
inmunoglobulina. Con respecto a la reivindicaci6n 21, la materia objeto de la reivindicacién 21 no
puede considerarse novedosa (articulo 33(2) PCT porque estd més alldi de cualquier duda
razonable que un anticuerpo que se enlaza a CD40L no activa sustancialmente CD40

Forma PCT/Hoja separada/409 (Hoja 4) (EPO-Abnl 2005)



s

REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE Solicitud Internacional No
PATENTABILIDAD - HOJA SEPARADA PCT/GB2005/003562

D4 revela el anticuerpo anti-CD154 llamado 5¢8. Dicho anticuerpo bloquea el enlace de
CD40:CD154 (p4gina 8, lineas 5-10; pégina 13, lineas 1-2) y se propone para el tratamiento de
enfermedades inmunes (pdgina 12). D4 indica que los agentes bloqueadores de CD154 pueden
ser fragmentos Fab de anticuerpos. El fragmento Fab de 5¢8 esté4 revelado en D5 y mostré enlace
a un epitopo tridimensional de CD154 (pagina 18, lineas4-8). Asi, D4 anticipa la materia objeto de
las rervindicaciones 1-6, 21 (pagina 33(2) PCT) porque las reivindicaciones no estdn limitadas a
anticuerpos de domimo simple de inmunoglobulina, sino que el alcance incluye fragmentos Fab.

La reivindicaci6n mdependiente 27 estd dirigida a un pépthdo anticuerpo, que se enlaza
monovalentemente a CD40L y que no incluye un clerto grado de agregacién de plaqueta. De
acuerdo con la descripci6n (paginas 72-73), los polipéptidos de anticuerpo anti-CD40L bivalentes
tienden a agregar plaquetas mientras que los anti-CD40L monovalentes no inducen la agregacién
de plaquetas. Considerando la afirmaci6n del sohcitante que esta propiedad no es una propiedad
generalizada de todos los antcuerpos anti-CD40L monovalentes, esta rewvindicacién estd
definiendo productos por un resultado a alcanzar. El hecho que la técruca previa no use el
pardmetro poco comin de agregaci6n de plaquetas para definir los anticuerpos ant-CD40L
monovalentes, no significa que los anticuerpos monovalentes de la técnica previa no tengan las
caracteristicas deseadas Si el solicitante elige usar una prueba poco comitn y ajustar
arbitrariamente un limite de corte para diferenciar un producto, de aquellos presentes en la
técnica previa, el solicitante debe probar que los productos de la técnica previa no caen dentro del
alcance de la defimiciébn poco comin. Como D1-D4 revelan fragmentos de anticuerpo
monovalentes, anticipan inherentemente la materia objeto de la reivindicacién 27 (Articulo 33(2)
PCT) Se debe subrayar que la presente solicitud no provee ningtin dato experimental para
soportar las propiedades relativas a Ia agregaci6n de plaquetas y que incluso si la materia objeto
de la retvindicaci6n 27 fuera reconocida como novedosa, que no es el caso, la materia objeto no
involucraria un nivel inventivo debido a que no se mostré efecto técnico para ningiin compuesto

Las reivindicaciones 90 y 91 estdn dingidas a dominios variables simples de anticuerpo, que
inhuben el enlace del anticuerpo de dominio simple DOMB-24, o que se enlazan al mismo epftopo

como DOMB8-24. La materia objeto de dichas reivindicaciones puede considerarse novedoso
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(Articuto 33(2) PCT). Sin embargo, no se requiere de habilidades inventivas para producir un
anticuerpo (incluyendo un anticuerpo total), que mhibe el enlace o compite con un anticuerpo de
dominio simple para el enlace a CD40L. No hay indicaci6n que in anticuerpo total tuviera
cualquier caracteristica técnica sorprendente excepto de alguna inhibicién del anticuerpo de
dominio simple caracterizado por la SEQ 1D No: 26.

La Reivindicacién 43 estd dingida a un anticuerpo, que se enlaza especificamente y
monovalentemente a CD40L, y que esta caracterizado ademés por tener una secuencia de amino
dcido que tiene al menos 85% de identidad con un gran nimero de secuencias correspondientes a
anticuerpos de dominio simple. Se puede considerar que la materia objeto de dicha
rervindicaci6n es nueva (Articulo 33(2) PCT). La produccién de anticuerpos contra un objetivo
conocido (p.e,, CD40L) no involucra un nivel inventivo y no se puede atribuir efecto técnico
adicional a las limitaciones estructurales de la reivindicacion 43. Asf, la reivindicacién 43 no
involucra un nivel inventivo (Articulo 33(3) PCT).

Las reivindicaciones 62,63 estdn dirigidas a anticuerpos de dommuo simple, que se enlazan
especificamente y monovalentemente a CD40L y que estdn caracterizados ademds por una
secuencia de amuno 4cido a ser seleccionada entre 191 secuencias. La materia objeto de las
reivindicaciones 62 y 63 se puede considerar nueva (Articulo 33(2) PCT), pero la provisién de
anticuerpos de dominio simple contra el objeto CD40L conocido no mvolucra in nivel inventivo
por las siguientes razones: D2 sugiere la produccién de anticuerpos de dominio simple contra
CD40L (ver anteriormente) y los métodos para producir anticuerpos de domnio simple son bien
conocidos en la técnica (ver, e.g., D6-D9) No se puede atribuir efecto técnico adicional a ninguna
de las 191 secuencias Parece altamente improbable que las 191 secuencias sean capaces de
antagonizar significativamente el enlace de CD40L. Si este fuera el caso, pareceria claramente que
la mayoria de anticuerpos de domunio simple contra CD40L que se enlazan a CD40L también
tienen algiin efecto antagonista. Y por lo tanto, la materia objeto de las reivindicaciones 62 y 63 no
involucra un nivel inventivo (Articulo 33(3) PCT).

La reivindicacién independiente 70 estd dirigida a una formulacién farmacéutica de hiberacién
prolongada que comprende un polipéptido de anticuerpo anti-CD40L monovalente. La materia
objeto de la reivindicacion 70 es novedosa (Articulo 33(2) PCT). El anti-CD40L estd revelado en la

forma de un anticuerpo de domuruo simple en D2 (ver anterior). D2 revela el uso médico de
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CD40L y por lo tanto, la provision de una forma de hberaca6n prolongada, que es practica
estdndar en el campo farmacéutico, no requiere habilidades inventivas. Adicionalmente, se debe
subrayar que el alcance de las formulaciones comprende anticuerpos de domunio simple
multivalentes u otras construcciones, y que las reivindicaciones no estdn limitadas por las
principales caracteristicas de los anticuerpos de cadena simple (tamafio pequefio, monovalencia),
que son usadas por el solicitante en su mtento de argumentar a favor de un nivel inventivo los
anticuerpos de dominio simple. Asi, la materia objeto de la reivindicacién 70 no involucra un
nivel mventivo (Articulo 33(3) PCT). Las caracteristicas adicionales de las revindicaciones
dependientes 71 y 72 son inherentemente parte de la revelacién de D2, y entones, no confieren un
ruvel inventivo en la materia objeto (Articulo 33(3) PCT).

La reivindicaci6n 73 estd dingida a un polipéptido de dominio variable simple que se enlaza a
CDA40L, caracterizado por la Seq. Id. No 26 (que parece corresponder con DOMB8-24) Los datos
experimentales de la tabla 7 en las paginas 142 y 143 muestran que dicho anticuerpo tiene un IC50
de 0417 nM  El IC50 del anticuerpo total anti-CD40L IDEC-131 de la técnica previa estd en 1
Og/ml para el anticuerpo total, (D3, pagina 285), que corresponderia a aproximadamente 7 nM
para el fragmento Fab. D3 afirma que el fragmento Fab tene una potencia simular que el
anticuerpo total (pagina 286). D2 (pagina 13) revela que el anticuerpo ABI793, tiene un IC50 de
aproximadamente75 ng/ml. D2 revela también que se pueden producir los fragmentos Fab y los
anticuerpos de cadena simple. Un fragmento Fab tendria un IC50 de aproximadamente 5 nM,
debido al menor peso molecular. Comc un anticuerpo de dominio simple con una potencia
equivalente tiene solamente aproximadamente un cuarto del peso molecular de un fragmento
Fab, se puede esperar que el IC50 de un anticuerpo de dominio simple equivalente es
aproximadamente 1-2 nM. D2 sugiere la produccién de anticuerpos de dominio simple, y las
técnicas para producir anticuerpos de domino simple son bien conocidas en la técruca (ver Dé6-
D9). La provisién de anticuerpos de dominio simple con un IC50 que es equivalente al IC50 para
anticuerpos totales, teniendo en cuenta el menor peso molecular de los anticuerpos de domunio
simple, no requiere una habihdad inventiva Los argumentos de solicitante que un IC50 no puede
ser extrapolado a partir de un anticuerpo total a un anticuerpo Fab no pueden seguirse, porque la
produccién de Fab corresponde a la remocién de domumuos de anticuerpo que no estin
involucrados en el enlace al epitopo. El propésito de determinar un IC50 en farmacologia es ser

capaz de comparar la “potencia” de diferentes compuestos.
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La extrapolacién de un compuesto a otro es la razén porqué se calcula el IC50, y por lo tanto, la
extrapolaci6n estd totalmente justificada. Asi, la materia objeto de la reivindicacién 73 no
mnvolucra un nivel inventivo (Articulo 33(3) PCT).

Las rervindicaciones 74-89 estdn todas dirigidas a anticuerpos de domimo simple o antagonistas
de CD40L que se enlazan a CD40L y que tienen cierto grado de identidad de secuencia con
DOMS-24. La materia objeto de dichas reivindicaciones puede considerarse nuevo (Articulo 33
(2) PCT). Como la produccién de anticuerpos de dominio simple o anticuerpos contra un objetivo
bien conocido no involucra habilidades inventivas (ver D6-D9), y como no se puede correlacionar
un efecto técruco sorprendente con la 1dentidad estructural parcial con el anhcuerpo no inventivo
DOMS-24, la materia objeto de las reivindicaciones 74-89 no involucra un nivel inventivo
(Articulo 33(3) PCT).

La materia objeto de la rervindicaci6n 94 es nueva (Articulo 33(2) PCT) porque la técnica previa no
revela anticuerpos de domunio simple que comprenden I;S’CDRS de DOMB8-24. Dicho anticuerpo
de domimo simple no nvolucra un nivel mnvenhvo/ por las musmas razones a las dadas
anteriormente para la reivindicacién 73 (Articulo 33(39'PCT).

La materia objeto de las reivindicaciones 95 y 97 (hasta donde se busc6, ver item III-1) es
novedosa (Articulo 33(2) PCT), porque la técnica previa disponible no revela los anticuerpos de
domimo simple listados en la tabla 7 en la pagina 142. Los diferentes anticuerpos de dominio
simple de la tabla 7 no mvolucran un nivel nventivo por las mismas razones a las dadas por el
anticuerpo de domunio simple caracterizado por la SEQ ID NO. 26 (ver objeciones para la
rervindicacion 73) (Articulo 33(3) PCT).

La rewvindicacién 96 (reivindicacién original 98) estd dirigida a un ligando biespecifico que
comprende un primer dominio variable simple que se enlaza a CD40L y un segundo dominio
variable simple que se enlaza a un antigeno de superficie de Célula que Presenta Antigeno, o un
antigeno de superficie de célula T. D2 revela un anticuerpo de domuruo simple contra CD40L
(pagina 2, lineas 5-7), que se combinara con anticuerpos que afectan la inmunomodulaci6n y que
estd dirigido contra MHC, CD28, CTLA4 (pagimna 17). La diferencia entre D2 y la reivindicacién
98 se base en el hecho que en D2 los anhcuerpos son admirustrados como anticuerpos aislados,
mientras que en la rewvindicacién 98, estos son parte de una construccién biespecigica  El
problema técnico a ser resuelto es la provision de un método alternativo para admirustrar el

anticuerpo ant-CD40L con otros anticuerpos
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inmunosupresores La administracién en la forma de un anticuerpos de dominio simple
biespecifico es una alternativa obvia en vista de D10, que revela c6mo producir anticuerpos de
dominmio simple biespecificos y que demuestra que mantienen sus propiedades de enlace.
Adicionalmente, la presente solicitud carece de resultados experimentales que mostrarian un
efecto sorprendente para las construcciones. Por lo tanto, la materia objeto de la reivindicacién 96
no mmvolucra un nivel mventivo (Articulo 33(3) PCT). Las caracterfsticas adicionales de las
reivindicaciones dependientes 99-104 no parecen ser responsables de ningiin efecto sorprendente
y por ende no confieren un mvel inventivo a la materia objeto de dichas reivindicaciones (Articulo

33(3) PCT).

Las reivindicaciones dependientes 7 y 8 no son anticipadas por la técruca previa disponible, sin
embargo, la imitacién por las caracteristicas estructurales del anticuerpo de dominio no confieren

un nivel inventivo del método (Articulo 33(3) PCT).

La reivindicacién dependiente 9 restringe ademds el polipéptido de anticuerpo mediante un
amplio rango de concentraciones de IC50, que cubre los IC50 de los anticuerpos de la técnica
previa (ver D2). Dicha caracteristica adicional no confiere un nivel inventivo a la materia objeto
de la reivindicacién 9. Las reivindicaciones dependientes 10-19 se refieren a un aumento de vida
media en suero del polipéptido-anticuerpo anti-CD40L mediante el enlace del mismo a PEG y no
estdn reveladas en la técruca previa. Como PEG estd revelado en la pigmna 488 de D7 para
alcanzar exactamente el mismo efecto en los anhcuerpos de domimio simple, la materia objeto de
las reivindicaciones 10-19 no involucra un ruvel inventivo (Articulo 33(3) PCT). El musmo
razonamiento aplica para la rewindicacién independiente 52 y para las rewvindicaciones

dependientes 28-37, 53-61.

Parece que las caracteristicas adicionales de las nuevas rervindicaciones dependientes 20, 22-26,
38-42, 45-51, 64-69, cuando se consideran solas 0 en combinacién, no generan nmngun efecto

sorprendente que podria servir como una base para un razonamuento de ravel inventivo (Articulo

33(3) PCT).
Observaciones Adicionales:

3. Las reivindicaciones que se refieren a DOMB8-24 no son claras (Articulo 6 PCT), porque DOM8-24
es la denominaci6n interna, que no es generalmente aceptada en el campo. El anticuerpo de

dominio simple DOMB8-24 debe haber sido identificado por su secuencia. Parece que
Forma PCT/Hoja separada/409 (Hoja 9) (EPO-Abrl 2005)
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DOMS8-24 corresponde al DOM?24 identificado por la Seq. Id. No. 26.

4 Para la evaluacién de las reivindicaciones presentes 1-20 sobre la pregunta s1 son aplicables
industrialmente, no existe un criterio unificado en los Estados Contratantes de PCT. La
patentabilidad también puede depender de la formulacién de las reivindicaciones. La EPO, por
ejemplo, no reconoce como industrialmente aplicable la materia objeto de las reivindicaciones
para el uso de un compuesto en el tratamiento médico, pero pueden permitir, sin embargo,
reivindicaciones a un compuesto conocido para primer uso en tratamiento médico y el uso de

dicho compuesto para la fabricacién de un medicamento para un nuevo tratamiento médico.

Re Item VI

Ciertos documentos citados
Se considera que el documento publicado (Regla 70.10)
Solicitud No. Fecha de publicacién Fecha de radicacién  Fecha de priondad
Patente No. (dia/mes/ano) (dia/mes/afio) (dia/mes/ afio)

WO05/035572 21.04.2005 08 10.2004 08.10.2003

no es parte de la técruca previa (Regla 64.1 PCT). Sin embargo, este documento puede ser de importancia

con respecto a la novedad en una fase nacional/ regional posterior
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REIVINDICACIONES MODIFICADAS

1. Uso de un polipéptido de anticuerpo que comprende un polipéptido de
dominio variable sencillo en la preparacibn de un medicamento para el
tratamiento o prevencién de un sintoma de enfermedad autoinmune, en donde
dicho polipéptido de dominio variable sencillo antagoniza una actividad de
CD40 o CD40L o ambos

2. El uso de acuerdo con la Reivindicaciéon 1, en donde dicha enfermedad
autoinmune es una enfermedad seleccionada del grupo que consiste de lupus
eritematoso sistémico, esclerosis maltiple, artritis reumatoide, Diabetes,
rechazo de aloinjerto, rechazo de transplante de xenoinjerto y enfermedad de
injerto v. hospedero.

3. El uso de acuerdo con la Reivindicacion 1 o0 2, en donde el polipéptido
de anticuerpo es monovalente para el enlace a CD40L (gp39).

4, El uso de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 3, en
donde dicho polipéptido de anticuerpo inhibe el enlace de CD40L a CD40.

5. El uso de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 4, en
donde el polipéptido de anticuerpo consiste del polipéptido de dominio variable
sencillo.

6. El uso de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 5, en
donde el polipéptido de dominio variable sencilio es un polipéptido de dominio

variable sencillo de anticuerpo humano.

7 El uso de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 6, en
donde dicho polipéptido de dominio variable sencillo es un dominio Vy o V.

8 El uso de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 7, en
donde dicho polipéptido de anticuerpo comprende un amino acido seleccionado
del grupo que consiste de SEQ ID Nos 7-82 y SEQ ID Nos 246-360.
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9. El uso de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 8, en
donde dicho polipéptido de anticuerpo tiene una secuencia de amino acido que
es al menos 80% homdloga a la SEQ ID NO: 26.

10. El uso de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 9, en
donde dicho polipéptido de anticuerpo tiene una secuencia de amino acido que
es idéntica a la SEQ. ID. NO: 26.

11. El uso de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 10, en
donde el enlace de dicho polipéptido de anticuerpo a CD40L no agoniza
sustancialmente la actividad de CD40 y/o CD40L.

12. El uso de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 11, en
donde la presencia de dicho polipéptido de anticuerpo en un ensayo de
agregacién de plaquetas estandar no produce la agregacion de més del 25%
sobre la agregacién observada en un ensayo de control negativo.

13.  Un meétodo para antagonizar una actividad de CD40 o CD40L en un
individuo, el método comprende administrar un polipéptido de anticuerpo que
es monovalente para el enlace a CD40L (gp 39) a dicho individuo, en donde
dicho polipéptido antagoniza una actividad de CD40 o CDL40 o ambas, y en
donde dicho polipéptido comprende un polipéptido de dominio variable sencillo.

14. Un método para antagonizar una actividad de CD40 o CD40L en un
individuo, el método comprende administrar un polipéptido de anticuerpo que
es monovalente para el enlace a CD40L (gp 39) a dicho individuo, en donde
dicho polipéptido antagoniza el enlace de CD40 a CDL40 en dicho individuo, y
en donde dicho polipéptido comprende un polipéptido de dominio variable
sencillo.

15  Un método para tratar o prevenir un sintoma de enfermedad autoinmune
en un individuo, el método comprende administrar un polipéptido de anticuerpo
anti-CD40L monovalente a dicho individuo en una cantidad efectiva para tratar
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o prevenir un sintoma de enfermedad autoinmune, en donde dicho polipéptido
comprende un polipéptido de dominio variable sencillo.

16. Un método para tratar o prevenir una enfermedad autoinmune en un
individuo, el método comprende administrar un polipéptido de anticuerpo anti-
CD40L monovalente a dicho individuo en una cantidad efectiva para tratar o
prevenir un sintoma de enfermedad autoinmune, en donde dicho polipéptido
comprende un polipéptido de dominio variable sencillo.

17. Un método de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 13 a
16, en donde dicho polipéptido consiste de un polipéptido de dominio variable
sencillo.

18. El método de la reivindicacion 15, en donde dicha enfermedad
autoinmune es una enfermedad seleccionada del grupo que consiste de lupus
ertematoso sistdmico, esclerosis multiple, artritis reumatoide, Diabetes,
rechazo de aloinjerto, rechazo de trasplante de xenoinjerto, y enfermedad de
Injerto vs. Hospedero.

19. El método de la rewvindicacién 15, en donde dicho polipéptido de
anticuerpo inhibe el enlace de CD40L a CD40.

20. El método de la reivindicacion 15, en donde dicho polipéptido de
anticuerpo comprende una secuencia de amino acido seleccionada del grupo
que consiste de las SEQ ID NOs: 7-82, y SEQ ID NOs 246-360.

21 El método de la reivindicacién 15, en donde dicho polipeptido de
anticuerpo tiene una secuencia de amino acido al menos 85% idéntica a una
secuencia seleccionada del grupo que consiste de las SEQ ID NOs. 7-82 y
246-360, cuyo polipéptido de anticuerpo se enlaza especificamente vy
monovalentemente a CD40L.
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22. El método de la reivindicacion 19, en donde dicho polipéptido de
anticuerpo inhibe el enlace de CD40L a CD40 con un ICs en el rango de 20 pM

a 1.5 uM, inclusive.

23. El método de la reivindicacion 15, en donde dicho polipéptido de
anticuerpo esta enlazado a PEG.

24, El método de la reivindicacién 23, en donde dicho polipéptido de
anticuerpo enlazado a PEG tiene un tamario hidrodinamico de al menos 24 kD.

25. El método de la reivindicacion 23, en donde dicho PEG est4 enlazado a

dicho anticuerpo en un residuo de cisteina o lisina.

26. El método de la reivindicacion 23, en donde el tamafio del PEG total es
de 20 a 60 kD, inclusive.

27. El método de la rewindicacién 23, en donde dicho polipéptido de
anticuerpo enlazado a PEG tiene un tamario hidrodinamico de al menos 200
kD.

28. El método de la reivindicacion 23, en donde dicho polipéptido de
anticuerpo enlazado a PEG tiene una vida media in vivo aumentada con
relacién a la misma composicién de polipéptido que no tiene polietilenglicol
enlazado.

29. El método de la reivindicacidn 28, en donde la vida media ta de la

composicion de polipéptido es aumentada en 10% o mas.

30. El método de la reivindicacién 28, en donde la vida media ta de la
composicién de polipéptido esta en el rango de 0.25 minutos a 12 horas.

31. El método de la reivindicacidn 28, en donde la vida media tp de la
composicion de polipéptido es aumentada en 10% o mas.
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32. El método de la reivindicacién 28, en donde la vida media tp esta en el
rango de 12 a 48 horas.

33. El método de la reivindicacion 13 o 14, en donde dicho polipéptido de
anticuerpo es un dominio Vyn camélido o de tiburén nodriza.

34  El polipéptido de anticuerpo que es monovalente para el enlace a CD40L
{gp39), en donde el enlace a dicho polipéptido de anticuerpo a CD40L no
agoniza sustancialmente la actividad de CD40 y/o CD40L.

35 El anticuerpo de la reivindicacién 34, en donde dicho polipéptido de
anticuerpo inhibe el enlace de CD40 a CD40L, y no agoniza sustancialmente la

sefializacion por CD40.

36. El polipéptido de anticuerpo de la reivindicacién 34, en donde el enlace
de dicho polipéptido de anticuerpo a CD40L no induce sustancialmente la
fosforilacién JNK en las células T Jurkat.

37. El polipéptido de anticuerpo de la reivindicacién 34, en donde el enlace
de dicho polipéptido de anticuerpo a CD40L no induce sustancialmente la
secrecion IFN-y por células T Jurkat co-estimutadas con anticuerpo anti-CD3.

38. El polipéptido de anticuerpo de la reivindicacion 34, en donde la
presencia de dicho polipéptido de anticuerpo en un ensayo de agregacion de
plaqueta estdndar no produce la agregacion de mas del 25% sobre la
agregacién observada en un ensayo de control negativo.

39. El polipéptido de anticuerpo de la reivindicacion 34, en el cual el
polipéptido de anticuerpo se selecciona del grupo que consiste de un
polipéptido de dominio variable sencillo, dAb, FAb, un scFv, un Fv, o un Fv
enlazado a disulfuro.

40. Un polipéptido de anticuerpo que es monovalente para el enlace a
CD40L (gp 39), en donde la presencia de dicho polipéptido de anticuerpo en un
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ensayo de agregacion de plaqueta estandar no produce la agregacion de mas
del 25% sobre la agregacion observada en un ensayo de control negativo.

41. El polipéptido de anticuerpo de la reivindicacion 34, en donde el
polipéptido esta enlazado a PEG.

42. El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacién 41, que
tiene un tamaiio hidrodinamico de al menos 24 kD.

43. El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacion 41, en
donde dicho PEG esta enlazado a dicho anticuerpo en un residuo de cistelna o

lisina.

44, El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacion 41, en
donde el tamario del PEG total es de 20 a 60 kD, inclusive.

45. El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacion 41, que
tiene un tamafio hidrodinamico de al menos 200 kD.

46. El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacion 41, que
tiene una vida media In vivo aumentada con relacion a la misma composicion
de polipéptido que no tiene polietilenglicol enlazado.

47. El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacion 46, en
donde la vida media to de la composicién de polipéptido es aumentada en 10%

O mas.

48. El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacion 46, en
donde la vida media ta de la composicion de polipéptido esta en el rango de

0 25 minutos a 12 horas.

49  El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacion 46, en
donde la vida media tp de la composicion de polipéptido es aumentada en 10%

0 mas.
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50. El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de ia reivindicacion 46, en
donde la vida media tp esta en el rango de 12 a 48 horas.

51. El anticuerpo de la reivindicacién 34 que comprende una secuencia de
amino acido seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NOs 7-82 y 246-
360.

52. El polipéptido de anticuerpo de la reivindicacion 34, que esta libre de un

dominio Fc¢

53. El polipéptido de anticuerpo de la rewvindicacién 52, en donde la
presencia de dicho polipéptido de anticuerpo en un ensayo de agregacién de
plaqueta estdndar no produce la agregacion de mas del 25% sobre la
agregacion observada en un ensayo de control negativo.

54, El anticuerpo de la rewvindicacién 34 que inhibe el enlace de CD40L a
CD40 con un ICsp en el rango de 20 pM a 1.5 puM, inclusive.

55. Una composicion que comprende el polipéptido de anticuerpo de la
reivindicacién 34 y un segundo polipéptido de anticuerpo que se enlaza a un
ligando diferente de CD40L, en donde dicho polipéptido de anticuerpo que se
enlaza a un ligando diferente de CD40L se enlaza a un ligando seleccionado
del grupo que consiste de HSA, TNFg, IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18,
IFN-y, CD2, CD4, CD8, LFA1, LFA3, VLA4, CD80, B7-1, CD28, CD86, B7-2,
CTLA4, CD28, molécula co-estimuladora inducible (ICOS), CD27, CD30,
OX40, CD45, CD69, CD3, CD70, ligando de molécula co-estimuladora
inducible (ICOSL), OXL40, HVEM (Mediador de la Entrada del Virus del
Herpes), LIGHT.

56. Un polipéptido de anticuerpo que tiene una secuencia de amino &cido al
menos 85% idéntica a una secuencia seleccionada del grupo que consiste de
SEQ ID NOS 7-82, v SEQ ID NOs: 246-360, cuyo polipéptido de anticuerpo se
enlaza especificamente y monovalentamente a CD40L.
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57. Un polipéptido que se enlaza a antigeno, dicho polipéptido comprende
un dominio variable sencillo de inmunoglobulina que se enlaza especificamente
y monovalentemente a CD40L. en donde dicho polipéptido inhibe
sustancialmente el enlace de CD40L a CD40.

58. El polipéptido que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 57, que
inhibe el enlace de CD40 a CD40L con un ICso en el rango de 20 pM a 1.5 pM,

inclusive

59  El polipéptido que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 57, en donde
el enlace de dicho polipéptido a CD40L no agoniza sustancialmente la actividad
de CD40 y/o CD40L.

60. El polipéptido que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 57, en donde
el enlace de dicho polipéptido a CD40L no induce sustancialmente la
fosforilacion JNK en las células T Jurkat.

61.  El polipéptido que‘se enlaza a antigeno de la reivindicacion 57, en donde
el enlace de dicho polipéptido de anticuerpo a CD40L no induce
sustancialmente la secrecién IFN-y por células T Jurkat co-estimuladas con
anticuerpo anti-CD3

62 El polipéptido que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 57, en donde
la presencia de dicho polipéptido de anticuerpo en un ensayo de agregacion de
plaqueta estdndar no produce la agregacibn de mas del 25% sobre la
agregacion observada en un ensayo de control negativo.

63 El polipéptido que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 57, en el
cual dicho polipéptido que se enlaza a antigeno se selecciona del grupo que
consiste de un polipéptido de dominio vanable sencillo, dAb, FAb, un scFv, un

Fv, o un Fv enlazado a disulfuro.
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64 Un polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 34 o 57, en donde el
dominio variable anti-CD40L o dAb comprende una o mas regiones de marco
que comprenden una secuencia de amino acido que es la misma secuencia de
amino acido de una regién de marco correspondiente codificada por un
segmento de gen de anticuerpo de linea germinal, o la secuencia de amino
acido de una o mas de dichas regiones de marco que comprenden
colectivamente hasta 5 diferencias de amino acido con relacién a la secuencia
de amino 4cido de dicha regién de marco correspondiente codificada por un
segmento de gen de anticuerpo de linea gemminal.

65. Un polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 34 o 57, en donde las
secuencias de amino acido de FW1, FW2, FW3 y FW4 del dominio variable
anti-CD40L o dAb son las mismas que las secuencias de aminoacido de
regiones de marco correspondientes codificadas por un segmento de gen de
anticuerpo de linea germinal, o las secuencias de amino acido de FW1, FW2,
FW3 y FW4 colectivamente contienen hasta 10 diferencias de amino acido con
relacion a las secuencias de amino A&cido de las regiones de marco
correspondientes codificadas por dicho segmento de gen de anticuerpo de

linea germinal.

66. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacibn 65, en donde las
secuencias de amino acido de dichos FW1, FW2 y FW3 del dominio variable
anti-CD40L o dAb son las mismas que las secuencias de amino acido de
regiones de marco cormrespondientes codificadas por segmentos de gen de

anticuerpo de linea germinal humana.

67. EIl polipéptido de acuerdo con la reivindicaciones 65, en donde dicho
segmento de gen de anticuerpo de linea germinal humana se selecciona del
grupo que consiste de DP47, DP45, DP48 y DPKS.

68. Un polipéptido que se enlaza a antigeno, enlazado a PEG, que
comprende un dominio variable de inmunoglbulina que se enlaza
especificamente y monovalentemente a CD40L.

297
HOJAS MODIFICADAS



[06

69. El polipéptido enlazado a PEG de la reivindicacibn 68, que tiene un
tamaiio hidrodinamico de al menos 24 kD.

70. E! polipéptido enlazado a PEG de la reivindicacion 68, en donde dicho
PES est4 enlazado a dicho anticuerpo en un residuo de cisteina o lisina.

71 El polipéptido enlazado a PEG de la reivindicacion 68, en donde el
tamafio total del PEG es de 20 a 60 kD, inclusive. '

72. El polipéptido enlazado a PEG de la reivindicacion 68, que tiene un
tamariio hidrodinamico de al menos 200 kD.

73. El polipéptido enlazado a PEG de la reivindicacion 68, que tiene una vida
media In vivo aumentada con relacién a la misma composicion de polipéptido

que no tiene polietilenglicol enlazado.

74. El polipéptido enlazado a PEG de la reivindicacién 68, en donde la vida
media to. de la composicién de polipéptido es aumentada en 10% o mas.

75. El polipéptido enlazado a PEG de la reivindicacion 68, en donde la vida
media ta de la composicion de polipéptido esta en el rango de 0.25 minutos a

12 horas.

76. El polipéptido enlazado a PEG de la reivindicacién 68, en donde la vida
media tf de la composicién de polipéptido es aumentada en 10% o mas.

77. El polipéptido enlazado a PEG de la reivindicacion 68, en donde la vida

media tp esta en el rango de 12 a 48 horas.

78.  Un polipéptido de dominio vanable de inmunoglobulina, dicho polipéptido
comprende un dominio variable de inmunoglobulina sencillo que se enlaza
especificamente y monovalentemente a CD40L, y que comprende una
secuencia de amino acido seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NOs
7-82, y SEQ ID NOs 246-360.
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79. Un polipéptido de dominio variable de inmunoglobulina que tiene una
secuencia de amino acido al menos 85% idéntica a una secuencia
seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NOs 7-82, y SEQ |D NOs 246-
360, cuyo polipéptido se enlaza especificamente y monovalentemente a
CD40L.

80. E! polipéptidc de dominioc vanable de inmunoglobulina de la
reivindicacion 79, que comprende un dominio variable de inmunoglobulina que
se enlaza especlficamente y covalentemente a CD40L.

81. El polipéptido de dominio variable de inmunoglobulina de la
reivindicacidon 79 que antagoniza el enlace de CD40L.

82. El polipéptido de dominio variable de inmunoglobulina de Ia
reivindicacién 79, que inhibe el enlace de CD40 a CD40L, y que tiene un IC50

en el rango de 20 pM a 1.5 pM, Inclusive.

83. El| polipéptido de dominio variable de inmunoglobulina de la
reivindicaciéon 79, en donde dicho polipéptido que se enlaza a antigeno inhibe
la interaccion de CD40 con CD40L, pero no agoniza significativamente la
sefalizacion por CD40.

84. Una composicién que comprende el polipéptido de dominio variable de
inmunoglobulina de la reivindicacién 79 y un segundo polipéptido de dominio
variable de inmunoglobulina que se enlaza a otro ligando diferente de CD40L.

85. La composicidén de la reivindicacion 84, en donde dicho polipéptido de
anticuerpo que se enlaza a un ligando diferente de CD40L, se enlaza a un
ligando seleccionado del grupo que consiste de HSA, TNFq, IL-1, IL-2, IL4, IL-
6, IL-8, IL-12, IL-18, IFN-y, CD2, CD4, CD8, LFA1, LFA3, VLA4, CD80, B7-1,
CD28, CD86, B7-2, CTLA-4, CD28, molécula co-estimuladora inducible (ICOS),
CD27, CD30, OX40, CD45, CD&9, CD3, CD70, ligando de molécula co-
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estimuladora inducible (ICOSL), OXL40, HVEM (Mediador de la Entrada del
Virus del Herpes), LIGHT.

86. Una formulacién farmacéutica de liberacion prolongada que comprende
un polipéptido de anticuerpo anti-CD40L monovalente, en donde dicho
polipéptido de anticuerpo comprende o consiste de un polipéptido de dominio

variable sencillo.

87. La formulacion farmacéutica de liberacion prolongada de la
reivindicacion 86, en donde dicho polipéptido de anticuerpo se selecciona dei
grupo que consiste de un dAb, Fab, scFv, Fv, o un Fv enlazado a disulfuro.

88. La formulacién de la reivindicacién 86, en donde dicho polipéptido de
anticuerpo anti-CD40L monovalente comprende un dominio variable de
imunoglobulina sencillo que se enlaza a CD40L.

89. Un polipéptido de dominio variable sencillo de anticuerpo que se enlaza
a CD40L, dicho polipéptido comprende la secuencia de SEQ ID NO: 26.

90. Un polipéptido de dominio variable sencillo de anticuerpo que se enlaza
a CD40L, en donde el polipéptido tiene una secuencia de amino acido que es
idéntica a la secuencia de amino &cido de la SEQ ID NO: 26, o difiere de la
secuencia de amino acido de SEQ ID NO 26 en no mas de 25 posiciones de
amino acido, y tiene una secuencia que es al menos 80% homologa a la
secuencia de SEQ ID NO: 26.

91. Un polipéptido de dominio variable sencillo de anticuerpo que se enlaza
a CD40L, en donde el polipéptido tiene una secuencia de amino acido que es
idéntica a la secuencia de amino acido de la SEQ ID NO: 26, o difiere de la
secuencia de amino acido de SEQ ID NO: 26 en no mas de 25 posiciones de
amino acido, y tiene una secuencia de CDR1 que es al menos 50% homdloga a
la secuencia de CDR1 de SEQ ID NO: 26.

300
HOJAS MODIFICADAS



3

92. Un polipéptido de dominio variable sencillo de anticuerpo que se enlaza
a CD40L, en donde el polipéptido tiene una secuencia de amino acido que es
idéntica a la secuencia de amino acido de la SEQ ID NO: 26, o difiere de la
secuencia de amino acido de SEQ ID NO: 26 en no méas de 25 posiciones de
amino acido, y tiene una secuencia de CDR2 que es al menos 50% homologa a
la secuencia de CDR2 de SEQ ID NO: 26.

93. Un polipéptido de dominio variable sencillo de anticuerpo que se enlaza
a CD40L, en donde el polipéptido tiene una secuencia de amino acido que es
idéntica a la secuencia de amino &cido de la SEQ ID NO: 26, o difiere de la
secuencia de amino acido de SEQ ID NO: 26 en no mas de 25 posiciones de
amino acido, y tiene una secuencia de CDR3 que es al menos 50% homéloga a
la secuencia de CDR3 de SEQ ID NO: 26.

94. Un polipéptido de dominio variable sencillo de anticuerpo que se enlaza
a CD40L, en donde el dAb tiene una secuencia de amino acido que es idéntica
a la secuencia de amino acido de la SEQ ID NO: 26, o difiere de la secuencia
de amino acido de SEQ ID NO: 26 en no mas de 25 posiciones de amino acido,
y tiene una secuencia de CDR1 que es al menos 50% homologa a la secuencia
de CDR1 de SEQ ID NO: 26, y tien2 una secuencia de CDR2 que es al menos
50% homologa a la secuencia de CDR2 de la SEQ ID NO: 26.

95. Un polipéptido de dominio variable sencillo de anticuerpo que se enlaza
a CD40L, en donde el dAb tiene una secuencia de amino acido que es idéntica
a la secuencia de amino 4cido de la SEQ ID NO: 26, o difiere de la secuencia
de amino 4acido de SEQ ID NO* 26 en no mas de 25 posiciones de amino acido,
y tiene una secuencia de CDR2 que es al menos 50% homéloga a la secuencia
de CDR2 de SEQ ID NO. 26, y tiene una secuencia de CDR3 que es al menos
50% homdloga a la secuencia de CDR3 de la SEQ ID NO: 26.

g6. Un polipéptido de dominio variable sencillo de anticuerpo que se enlaza
a CD40L, en donde el dAb tiene una secuencia de amino acido que es idéntica
a la secuencia de amino acido de la SEQ ID NO: 26, o difiere de la secuencia
de amino acido de SEQ ID NO: 26 2n no mas de 25 posiciones de amino acido,
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y tiene una secuencia de CDR1 que es al menos 50% homdloga a la secuencia
de CDR1 de SEQ ID NO: 26, y tiene una secuencia de CDR3 que es al menos
50% homologa a la secuencia de COR3 de la SEQ ID NO: 26.

97. Un polipéptido de dominio variable sencillo de anticuerpo que se enlaza
a CD40L, en donde el dAb tiene una secuencia de amino 4cido que es idéntica
a la secuencia de amino acido de la SEQ ID NO: 28, o difiere de la secuencia
de amino acido de SEQ ID NO: 26 en no mas de 25 posiciones de amino acido,
y tiene una secuencia de CDR1 que es al menos 50% homologa a la secuencia
de CDR1 de SEQ ID NO: 26, y tiene una secuencia de CDR2 que es al menos
50% homologa a la secuencia de CDR2 de la SEQ ID NO: 26 y tiene una
secuencia de CDR3 que es al menos 50% homdloga a la secuencia de CDR3
de la SEQ ID NO: 26.

88. Un antagonista de CD40L que tiene una secuencia de CDR1 que es al
menos 50% homéloga a |la secuencia de CDR1 de SEQ ID NO: 26.

99. Un antagonista de CD40L que tiene una secuencia de CDR2 que es al
menos 50% homéloga a |la secuencia de CDR2 de SEQ ID NO: 26.

100. Un antagonista de CD40L que tiene una secuencia de CDR3 que es al
menos 50% homdéloga a la secuencia de CDR3 de SEQ ID NO: 26.

101. Un antagonista de CD40L que tiene una secuencia de CDR1 que es al
menos 50% homologa a la secuencia de CDR1 de SEQ ID NO: 26, y una
secuencia de CDR2 que es al menos 50% homéloga a la secuencia de CDR2
de la SEQ ID NO: 26.

102. Un antagonista de CD40L que tiene una secuencia de CDR2 que es al
menos 50% homoéloga a la secuencia de CDR2 de SEQ ID NO: 26, y una
secuencia de CDR3 que es al menos 50% homéloga a la secuencia de CDR3
de la SEQ ID NO: 26.
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103. Un antagonista de CD40L que tiene una secuencia de CDR1 que es al
menos 50% homdloga a la secuencia de CDR1 de SEQ ID NO. 26, y una
secuencia de CDR3 que es al menos 50% homdloga a la secuencia de CDR3
de la SEQ ID NO: 26.

104. Un antagonista de CD40L que tiene una secuencia de CDR1 que es al
menos 50% homodloga a la secuencia de CDR1 de SEQ ID NO: 26, y una
secuencia de CDR2 que es al menos 50% homologa a la secuencia de CDR2
de la SEQ ID NO: 26, y una secuencia de CDR3 que es al menos 50%
homdloga a la secuencia de CDR3 de la SEQ ID NO: 26

105 El antagonista de CD40L de la reivindicacion 104, en donde dicho
antagonista es un polipéptido de dominio variable sencillo de anticuerpo
seleccionado del grupo que consiste de un polipéptido de dominio variable
sencillo de anticuerpo, dAb, FAb, un scFv, un Fv o un Fv enlazado a disulfuro.

106 Un polipéptido de anticuerpo que inhibe el enlace de un dominio variable
sencillo de anticuerpo, que comprende la secuencia de amino acido de la SEQ
ID NO: 26.

107. Un polipéptido de anticuerpo que se enlaza al mismo epitopo de CD40L
unido mediante un dominio variable sencillo de anticuerpo que comprende la
secuencia de amino 4cido de la SEQ 1D NO: 26 SEQ ID NO: 26.

108. Un método para tratar o prevenir un sintoma de enfermedad autoinmune
en un individuo, el método comprende administrar el polipéptido de anticuerpo
de la reivindicacion 106 o 95 a dicho individuo en una cantidad efectiva para
tratar o prevenir un sintoma de enfermedad autoinmune.

109. Un polipéptido de anticuerpo que se enlaza al mismo epitopo de CD40L
unido mediante un polipéptido de dominio variable sencillo de anticuerpo, que
comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste de las SEQ ID
NOs: 7-82 y 246-360, en donde el polipéptido de anticuerpo comprende o
consiste de un polipéptido de dominio variable sencillo.
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110. Un polipéptido de dominic variable sencillo de anticuerpo que
comprende la secuencia de CDR1, CDR2 y CDR3 de la SEQ ID NO: 26.

111. Un polipéptido de dominic variable sencillo de anticuempo que
comprende la secuencia de CDR1, CDR2 y CDR3 de un polipéptido de dominio
variable sencillo de anticuerpo que comprende una secuencia seleccionada del
grupo que consiste de las SEQ ID NOs: 7-82 y 246-360.

112. Un ligando especlifico dual que comprende un primer dominio variable
sencitlo de inmunoglobulina que tiene una especificidad de enlace a un primer
antigeno y un segundo dominio variable sencillo que tiene una actividad de
enlace a un segundo antigeno, en donde el primer antigeno es CD40L y el
segundo dominio variable sencillo es un antigeno de superficie de Célula que
Presenta Antigeno, o un antigeno de superficie de célula T.

113. Un ligando de acuerdo con la reivindicacion 112, en donde el antigeno
de superficie de Célula que Presenta Antigeno se selecciona de uno del grupo
que consiste de antigenos de superficie de macrégafo activado, antigenos de
superficie de célula B activados, antigenos de superficie de la ruta se
sefializacion co-estimuladora, y MHC.

114. Un ligando de acuerdo con |z reivindicacién 113, en donde el MHC es

clase Il.

115. Un ligando de acuerdo con la reivindicacion 114, en donde el MHC clase
Il es alfa.

116. Un ligando de acuerdo con la reivindicacion 114, en donde el MHC clase
Il es beta.

117. Un ligando de acuerdo con la reivindicacion 113, en donde el antigeno
de superficie de Célula que Presenta Antigeno se selecciona de uno del grupo
que consiste de CD28, molécula co-estimuladora inducible (ICOS), CD27,
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CD30, OX40, CD45, CD69, CD3, CD70, ligando de molécula co-estimuladora
inducible (ICOSL), OXL40, CD80, CD86, HVEM (Mediador de la Entrada del
Virus del Herpes) y LIGHT.

118. Un ligando de acuerdo con la reivindicacién 113, en donde el antigeno
de superficie de Célula que Presenta Antigeno se selecciona de uno del grupo
que consiste de CD28, molécula co-estimuladora inducible (ICOS), CD27,
CD30, OX40, CD45, CD69 y CD3.

119. Un ligando de acuerdo con la reivindicacién 113, en donde el antigeno
de superficie es un antigeno de superficie del gen B7.

120. Un ligando de acuerdo con la reivindicacion 119, en donde el antigeno
de superficie del gen B7 es B7-2, o B7-1.
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O pay the required late furnishing fee for the furnishing of a sequence listing in response to an
mvitation under Rules 13tar 1(a} or (b) and 13ter2

0 a meaningful opimion could not be formed without the tables related to the sequence listings; the applicant
did not, within the prescribed time Iimit, furish such tables in electronic form complying with the technical
requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions, and such tables were not
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Supplemental Box relating to Sequence Listing

Continuation of Box |, item 2:

1.

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the intemational applicaton and
necessary to the claimed invention, this report was established on the basis of.

a type of matenal
™ asequence listing
0 table(s) refated to the sequence listing
b format of matenal:
X on paper
® n electronic form
¢ tme of filngAurnishing
X contained in the iIntemational application as filed
K filed together with the international application in electronic form
O furnished subsequently to this Authonty for the purposes of search andfor examination

O recewved by this Authonty as an amendment* on

I In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence histing andfor table(s) relating

thereto has been filed or furmished, the required statements that the information in the subsequent or
additional copies 1s identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed,
as appropriate, were furnished.

Additional comments:

if e 4 in Box No. | apples, the Iisting andbr table(s) related therato, which form part of the basis of the raponi,
may be marked “superseded *
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Re Item |

Basis of the report

1. The amendments camned out introduce new subject-matter and do not comply with
the requirements of Article 34(2)(b) PCT. The added claims 1-12 and claims 13-33,
86-88 were further imited by the introduction of the feature "wherein said polypeptide
comprises a single vanable domain polypeptide”. The basis indicated by the applicant
for does not disclose a single variable domain polypeptide in general but always
refers to a single immunogiobulin vanable domain or to an antibody single varable
domain. This limitation to immunoglobulins or antibodies is missing in the feature
introduced in the claims. By omitting the reference to antibodies or immunoglobulins
an intermediate scopse, between polypeptides as disclosed in the original clams and
single simmunoglobulin or antibody vanable domains, as disclosed in the descnption
in the passages proposed as a basis for the amendments, was introduced and no
basis for this intermediate limitation can be seen in the passages proposed as a
basis by the applicant.

Therefore the newly introduced claims 1-12 are not taken into consideration for this
opinion. The same applies to the amended claims 13-33,86-88. By not considering
the introduced claims 1-12, the claim numbenng corresponds to the numbering of the
original claims except for the changes due to the deletion of oniginal claims 96 and
97. The subsequent claims (98-106) are considered to be renumbered from 96 to
104.

Re ltem |
Priority

it appears that the priority of the present application 1s validly claimed. The single domain
antibodies of table 7 are present in the first priority document.

Re Item llI
Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability

2. Claim 95 as originally filed was only searched in regard to the CDRs of the single
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domain antibodies listed in table 7 on page 142. Only the subject-matter which has
been searched is examined In the present prehminary report. Although amendments
were carried out on claim 95 the exammation must still be imited to the searched
subject-matter only.

The objection raised against the onginal claim 95 was as follows* Claim 95 i1s directed
to a single domain antibody defined by one or more CDRs from the 573 CDRs of the
191 single domain antibodies identified by their sequence listing. These single
domain antibodies are neither imited by any common structural feature nor by any
common functional feature because the application does not provide any basis for
the hypothesis that one or two CDRs are sufficient for inducing a technical effect
(e.q. specific binding to a defined target). The definition of single domain antibodies
by 570 CDRs and all the possible combinations thereof is unclear to the extent that
the presentation of the claim obscures the subject-matter for which protection is
sought. Founded expenmental data in relation with the technical effect of inhibition of
Cd40L binding to CD40 is given in the description only for the single domain
antibodies listed in Table 7. Consequently claim 95 was searched only for the CDRs
of the single domain antibodies listed in table 7 on page 142. Only the subject-matter
which has been searched is examined in the present report. (Rule 66.1 (e) PCT)

3. Ciaims 1-20 relate to subject-matter ccnsidered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be formulated with
respect to the industrial applicability of the subject-matter of these claims (Article

34(4)(a)(l) PCT).

Re ltem V
Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

1. Reference i1s made to the following documents:
D1: US-A-5 869 049 (NOELLE ET AL) 9 February 1999 (1999-02-09)
D2: WO 01/68860 A (NOVARTIS AG; NOVARTIS-ERFINDUNGEN; DI PADOVA,
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D3:

D4

D5:

D6.

D7:

D8:

D9:

FRANCO, E; SCHULER, WALT) 20 September 2001 (2001-09-20)

BRAMS PETER ET AL "A humanized anti-human CD154 monoclonal antibody
blocks CD154-CD40 mediated human B cell activation" INTERNATIONAL
IMMUNOPHARMACOLOGY, vol. 1, no. 2, February 2001 (2001-02), pages
277-294, XP002355661 ISSN: 1567-5769

WO 99/00143 A (BIOGEN, INC; THOMAS, DAVID, W} 7 January 1999 (1999-
01-07)

WO 02/18445 A (BIOGEN, INC, KARPUSAS, MICHAEL; HSU, YEN-MING,;
TAYLOR, FREDERICK, R; Z) 7 March 2002 (2002-03-07)

MUYLDERMANS S ET AL.: "Recognition of antigens by single-domain antibody
fragments: the superfluous luxury of paired domains" TRENDS IN
BIOCHEMICAL SCIENCES, ELSEVIER, HAYWARDS, GB, vol. 26, no. 4, 1
April 2001 (2001-04-01), pages 230-235, XP004241851 ISSN' 0968-0004
HOLT L J ET AL: "Domain antibodies: proteins for therapy” TRENDS IN
BIOTECHNOLOGY, ELSEVIER PUBLICATIONS, CAMBRIDGE, GB, vol. 21,
no 11, November 2003 (2003-11), pages 484-490, XP004467495 ISSN: 0167-
7799

WO 2004/058822 A (DOMANTIS LIMITED; WINTER, GREG; TOMLINSON,
IAN; IGNATOVICH, OLGA) 15 July 2004 (2004-07-15)

WO 2004/003019 A (DOMANTIS LIMITED; WINTER, GREG; TOMLINSON,
IAN; IGNATOVICH, OLGA; HOLT) 8 January 2004 (2004-01-08)

D10: WO 2004/058821 A (DOMANTIS LIMITED; WINTER, GREG; TOMLINSON,
IAN; IGNATOVICH, OLGA; WOOL) 15 July 2004 (2004-07-15)

2. Allclams are related to antibody polypsptides, which are binding to CD40L (CD154)
and which are antagonists for the activity of CD40.

The prior art discloses several antibodies and monovalent fragments thereof, which
bind to CD40L and which are antagonists for the activity of CD40.

D1 discloses a deposited antibody called MR1 directed against gp39=CD40L (col.
24}, which is an gp39 antagonist (col 5, line 15-25). D1 discloses also that Fab’
fragments (which are monovalent) can be produced. D1 discloses in col. 3 that the
antibody can be used to prevent transplant rejection. Therefore D1 anticipates claims
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1-6, 21, because they are not limited to single iImmunoglobulin vanable domain
polypeptides but to monovalent polypeptides, which include Fab'.

D2 discloses an anti-CD154 antibody, which is called ABI793. Said antibody
antagonises the binding of CD154 to CD40 and has an IC50 of 75 ng/ml. D2
discloses the treatment of a number of autoimmune disease as medical use (pages
15,16). ABI793 binds a different epitope than the known anti-CD154 antibodies 5c8
and 24-31 (example 3). D2 discloses on page 2, line 5 that the ant-CD154 binding
molecule can be a single heavy chain variable domain. When taking into
consideration the applicant's arguments relating to D2 it can be accepted that D2
does not sufficiently disclose a single domain antibody binding to CD154 and that D2
does not anticipate the subject-matter of claims 1-6, 9 and 21, but the provision of
singie domain antibodies against the known target CD40L does not involve an
inventive step for the following reasons. D2 suggests the production of single domain
antibodies against CD40L (see above) and the methods for producing single domain
antibodies are well known In the art and have been disclosed previously by the
applicant (see e.g. D6-D9). In addition it must be underlined that the applicant's
arguments In favour of an inventive step of immunoglobulin single domain antibodies
are based on the small size of the single domain antibodies and the lack of a
cooperative or avidity effect of the single domain antibodies. It must be pointed out
that most of the claims of the present application comprise the possibility of forming
multimers of single domain antibodies and that therefore the applicant's arguments
are not valid for these claims.

D3 discloses a Fab'1 fragment of a humanized anti-CD154 antibody called ldec-131.
Said antibody blocks binding of CD154 to CD40 (see abstract) and inhibits T-cell
dependent B cell differentiation. D3 states that the Fab'1 fragment, which is
monovalent has an equivalent biological activity to that of the whole antibody (see
also figure 8). On page 285 D3 discloses that the Idec-131 has an IC50 of 1 pg/ml,
which corresponds to approximately 20nM for the Fab. Thus D3 anticipates the
subject-matter of claims 1-6 (Article 33(2) PCT), because the claims are not limited to
immunoglobulin single domain antibodies. Regarding claim 21, the subject-matter of
claim 21 cannot be regarded as being novel (Article 33(2) PCT) because 1t is beyond
any reasonabie doubt that an antibody which binds to CD40L is not substantially
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activating CD40.

D4 discloses the anti-CD154 antibody called 5¢8. Said antibody blocks the binding of
CD40-CD154 (page 8, line 5-10; page 13, lines 1-2) and is proposed for the
treatment of autobmmune diseases (page 12). D4 indicates that the CD154 biocking
agents can be Fab fragments of antibodies. The Fab-fragment of 5¢8 Is disclosed in
D5 and was shown to bind to a three dimensional epitope of CD154 (page 18, lines
4-8). Thus D4 anticipates the subject-matter of claims 1-6, 21 (Article 33(2) PCT)
because the claims are not limited to immunoglobulin single domain antibodies, but
the scope includes Fab-fragments.

Independent claim 27 1s directed to an antibody peptide, which monovalently binds to
CD40L and which does not induce a cartain degree of platelet aggregation.
According to the description (pages 72-73), bivalent anti-CD40L tend to aggregate
platelets whereas monovalent anti-CD40L antibody polypeptides do not induce
platelet aggregation. Considering the appiicants assertion that this property is not a
generalised property of all monovalent anti-CD40L antibodies, this claim is defining
products by a result to be achieved. The fact that the prior art does not use the
uncommon parameter platelet aggregation to define the monovalent ant-CD40L
antibodies does not mean that the prior art monovalent antibodies do not have the
desired characteristics. If the applicant chooses to use an uncommon test and to
arbitrarily set a cut-off limit to differentiate a product, from those present in the prior
art, the applicant has to prove that the pnor art products do not fall within the scope of
the uncommon definition. As D1-D4 disclose monovalent antibody fragments, they
inherently anticipate the subject-matter of claim 27 (Article 33(2) PCT).

It must be underiined that the present application does not provide any expenmental
data to support the properties relating to platelet aggregation and that even if the
subject-matter of claim 27 would be acknowledged as novel, which is not the case,
the subject-matter would not involve an inventive step because the technical effect
was not shown for any compound.

Claims 90 and 91 are directed to antibcdy single variable domains, which inhibit the

binding of the single domain antibody COM8-24 or which bind to the same epitope as
DOMB8-24. The subject-matter of said claims can be considered as being novel
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(Article 33(2) PCT). It does however not require any inventive skills to produce an
antibody (including a full antibody), winch inhibits the binding or competes with a
single domain antibody for the binding to CD40L. There is no indication that a full
antibody would have any surpnsing technical features except from some inhibition of
the single domain antibody characterised by SEQ. ID. NO.: 26

Claim 43 is directed to an antibody, which specifically and monovalently binds
CD40L, and which is further characterised by having an aminc acid sequence having
at least 85 % identity with a large number of sequences corresponding to single
domain antibodies. The subject-matter of satd claim can be considered to be new
(Article 33(2) PCT). The production of antibodies against a known target (1.e. CD40L)
does not involve an inventive step and no further technical effect can be attributed to
the structural limitations of claim 43. Thus, claim 43 does not involve an inventive
step (Article 33(3) PCT).

Claims 62, 63 are directed to single domain antibodies, which specifically and
monovalently bind to CD40L and which are further charactensed by an amino acid
sequence to be selected among 191 sequences. The subject-matter of claims 62 and
63 can be considered as new (Article 33(2) PCT), but the provision of single domain
antibodies against the known target CD40L does not involve an inventive step for the
following reasons: D2 suggests the production of single domain antibodies against
CD40L (see above) and the methods for producing single domain antibodies are well
known in the art (see e.g. D6-D9). No additional technical effect can be attributed to
all of the 191 sequences. It appears also highly improbable that all 191 sequences
are able to significantly antagonize the binding of CD40L. If this wouid be the case it
appears clearly that most of the single domain antibodies against CD40L which are
binding to CD40L also have some antagonist effect. And therefore the subject-matter
of claims 62 and 63 does not involve an inventive step (Article 33(3) PCT).

Independent claim 70 is directed to an extended release phamacseutical formulation
comprising a monovalent anti-CD40L antibody polypeptide. The subject-matter of
claim 70 is novel (Article 33(2) PCT). The monovalent anti-CD40L is disclosed in the
form of a single domain antibody in D2 (see above). D2 discloses the medical use of
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CD40L and therefore the provision of an extended release form, which is standard
practice in the phamaceutical field does not require inventive skills. In addrtion it
must be underlined that the scope of the formulations comprises muitivalent single
domain antibodies or other constructs and that the claims are not limited by the main
charactenstics of the single domain antibodies (small size, monovalency), which are
used by the applicant in his attempt tc argue in favor of an inventive step of single
domain antibodies. Thus the subject-matter of claim 70 does not involve an
inventive step (Article 33(3) PCT). The additional features of dependent claims 71
and 72 are inherently part of the disclosure of D2 and thus do not confer an inventive
step on the subject-matter (Article 33(3) PCT).

Claim 73 is directed to a single vanable domain polypeptide binding to CD40L,
characterised by Seq. Id. No. 26 (which appears to correspond to DOMB-24). The
experimental data in table 7 on pages 142 and 143 show that said antibody has an
IC50 of 0.417 nM. The IC50 of the pnor art anti-CD40L. full antibody IDEC-131 1s at 1
Hg/ml for the complete antibody, (D3, page 285), which would correspond to
approximately 7 nM for the Fab fragment. D3 states that the Fab-fragment has a
similar potency than the full antibody (page 286). D2 (page 13) discloses that the
antibody ABI793, has an IC50 of approximately 75 ng/ml. D2 discloses also that Fab
fragments and single domain antibodies can be produced. A Fab fragment would
have an IC50 of approximately 5 nM, due to the smaller molecular weight. As a
single domain antibody with an equivalent potency having only approximately a
quarter of the molecular weight of an Fab-fragment it can be expected that the 1C50
of an equivalent single domain antibody lies around 1-2 nM D2 suggests the
production of single domain antibodies and the techniques for producing single
domain antibodies are well known in the art (see D6-D9). The provision of single
domain antibodies with an IC50 which is equivalent to the IC50 for full antibodies,
taking into account the smaller molecular weight of the single domain antibodies,
does not require an inventive skill. The applicant's argument that an IC50 cannot be
extrapolated from a full antibody to a Fab antibody cannot be followed, because the
production of the Fab corresponds to the removal of antibody domains which are not
involved in the binding tot the epitope. The aim of determining an IC50 in
pharmacology is to be able to compare the "potency” of different compounds.
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Extrapolation from one compound to another is the reason why IC50 1s calculated
and therefore extrapolation is fully justified. Thus the subject-matter of claim 73 does

not involve an inventive step (Article 33(3) PCT).

Claims 74-89 are all directed to single domain antibodies or CD40L antagonists
binding to CD40L and having a certain degree of sequence identity with DOMB-24.
The subject-matter of said claims can be considered as new (Article 33(2) PCT). As
the production of single domain antibodies or antibodies against a well known target
does not involve inventive skills (see D6-D9) and as no surprising technical effect can
be correlated with the partial structural identity with the non-inventive antibody
DOMB8-24, the subject-matter of claims 74-82 does not involve an inventive step
(Article 33(3) PCT).

The subject-matter of claim 94 is new (Article 33(2) PCT) because the prior art does
not disclose a single domain antibodies compnising the CDRs of DOMB-24. The said
single domain antibody does not involve an inventive step, for the same reasons as
those given above for claim 73 (Article 33(3) PCT).

The subject-matter of claims 95 and 97 (as far as searched, see item 1il-1} I1s novel
(Article 33(2) PCT) , because the available prior art does not disclose the single
domain antibodies listed in table 7 on page 142. The different single domain
antibodies of table 7 do not involve an inventive step for the same reasons as those
given for the single domain antibody characterised by SEQ ID NO. 26 (see objections
for claim 73) {Article 33(3) PCT).

Claim 96 (original claim 98) is directed to a bispecific igand comprising a first single
variable domain binding to CD40L and a second single variable domain binding to an
Antigen Presenting Cell surface antigen or a T cell surface antigen. D2 discloses a
single domain antibody against CD40L (page 2, lines 5-7), which Is to be combined
with antibodies affecting immunomodulation and which directed against MHC, CD28,
CTLA4 (page 17). The difference between D2 and claim 98 lies in the fact that in D2
the antibodies are administered as Isolated antibodies, whereas in claim 98 they are
part of a bispecific construct. The technical problem to be solved is the provision of
an alternative method of administering the anti-CD40L antibody with other

Form PCT/Separata Sheet/403 (Sheet 8) (EPO-Apnl 2005}



(22

INTERNATIONAL PRELIMINARY International application No
REPORT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/GB2005/003562

immunosuppressive antibodies. The administration in the form of a bispecific single
domain antibody 1s an obvious altemative in view of D10, which discloses how to
produce bispecific single domain antibodies and which demonstrates that they keep
their binding properties. Fusthermore the present apptication lacks experimental
results which would show a surpnsing effect for the constructs. Therefore the subject-
matter of claim 96 does not involve an inventive step (Article 33(3) PCT). The
addrtional features of the dependent ciaims 99-104 do not appear to be responsible
for any surprising effects and thus do not confer an inventive step on the subject-
matter of said claims (Article 33(3) PCT).

Dependent claims 7 and 8 are not anticipated by the available prior art, however the
limitation by structural features of the domain antibody does not confer an inventive
step on the method (Atticle 33(3) PCT).

Dependent claim 9 further restricts the antibody polypeptide by a wide range of IC50
concentrations, which cover the IC50s of the antibodies of the prior art (see D2). Said
additional feature does not confer an inventive step on the subject-matter of clam 9
Dependent claims 10-19 refer to an increase of the serum half-life of the anti-CD40L
antibody-potypeptide by linking it to PEG and are not disclosed in the prior art. As
PEG is disclosed on page 488 of D7 to achieve exactly the same effect in single
domain antibodies, the subject-matter of claims 10-19 does not involve an inventive
step (Article 33(3) PCT). The same reasoning applies to independent claim 52 and to
dependent claims 28-37, 53-61.

It appears that the additional features of the novel dependent clams 20, 22-26, 38-
42, 45-51, 64-69 when considered alone or in combination do not generate any
surprising effects which could for a basis for an inventive step reasoning (Article 33(3)

PCT).

Further Remarks:
3. The clams refernng to DOM8-24 are not clear (Article 6 PCT), because DOMB8-24 is

an intemal denomination, which I1s not generally accepted in the field. The single
domain antibody DOM8-24 should have been identified by its sequence. It appears
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that DOMB8-24 corresponds to DOM24 identified by Seq. Id. No. 26.

4. For the assessment of the present claims 1-20 on the question whether they are
industnally applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States The
patentability can aiso be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for
example, does not recognize as indusrially applicable the subject-matter of claims to
the use of a compound in medical treatment, but may allow, however, claims to a
known compound for first use in medical treatment and the use of such a compound
for the manufacture of a medicament for a new medical treatment.

, Re ltem VI
Certain documents cited

The published document (Rule 70 10)

Application No Publication date Filmg date Pronty date {vaiid claim)
Patent No (day/month/year) {day/month/year) (day/month/vear)
WOQ5/035572 21.04.2005 08.10.2004 08 10.2003

is considered as not being part of the prior art (Rule 64.1 PCT). However this document
may be of importance regarding novelty in a subsequent national/regional phase.
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AMENDED CLAIMS

1. Use of an antihody polvpeptide comprising a single vanable domain polypeptide in the

preparation of a medicament for treating or preventing a symptom of autoimmune
disease. wherein said single variable domain polypeptide antagonizes an activity of
CD40 or CD40L or both

2. The use according to Claim 1 wherein said autoimmune disease is a disease selected

from the group consisting of systemic lupus ervthematosis. multiple sclerosis.
i ] iabetes. allograft reiection. xenograft transplant reiection. and

graft vs. host disease.

3. The use according to Claim 1 or 2 wherein the antibodv polvpeptide is monovalent for
binding to CD40L. (ep39).

4.  The use accordine to any one of Claims 1 to 3 wherein said antibody polypeptide
inhibi inding of CD40L to CD40.

5. The use according to anv one of Claims | to 4 wherein the antibody polypeptide
consists of the single variable domain polypeptide.

6. The use accordine to any one of Claims 1 to 5§ wherein said single variable domain
polvpeptide is a human antibodv sinele variable domain polvpeptide.

7. The use according to any one of Claims 1 to 6 wherein said single variable domain
tide is a Vi or V| domain.

8 The use according to any one of Claims 1 to 7 wherein said antibody polypeptide
comprises an amino acid selected from the selected from the group consisting of SEQ
ID NOs 7-82 and SEQ ID NOs 246-360.

9. Theuse according to anv one of Claims 1 to 8 wherein said antibodv polypeptide has an
i i i 80% homologous to SEQ ID NO: 26.

10. _The use according to anv one of Claims 1 to 9 wherein said antibodyv polvpeptide has an
amino acid sequence that is identical to SEQ ID NO: 26.
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11. The use according to any one of Claims 1 to 10 wheremn binding of said antibody
nalvpentide to CD40L does not substantiallv agonize CD40 and/or CD40L activity.

12._ The use according to anv one of Claims 1 to 11 wherein the presence of said antibodv

i ard platelet a ation assav does not result in aggregation of
mare than 25% over the ageregation observed 1n a negative control assav.

113. A method of antagonizing an activity of CD40 or CD40L in an individual, the method
comprising administering an antibody polypeptide that is monovalent for binding to CD40L
(gp39) to said individual wherein said polypeptide antagonizes an activity of CD40 or CD40L
or both. and wherein said polvpeptide comprises a single variable domain polypeptide.

214. A method of antagonizing the binding of CD40 to CD40L in an individual, the method
comprising administering an antibody polypeptide that is monovalent for binding to CD40L
(gp39) to said individual, wherein said polypeptde antagonizes the binding of CD40 to

CDA40L in said individual, and wherein said polypeptide comprises a single variable domain

polvoeptide.

315. A method of treating or preventing a symptom of autoimmune disease in an individual,
the method comprising administering a monovalent anti-CD40L antibody polypeptide to said

individual in an amount effective to treat or prevent a symptom of autoimmune disease,

wherein said polypeptide comprises a single variable domain polypeptide.

164. A method of treating or preventing an autoimmune disease in an individual, the method
comprising administering a monovalent anti-CD40L antibody polypeptide to said individual

in an amount effective to treat or prevent a svmptom of autoimmune disease. wherein said

A polypeptide comprises a single variable domain polvpeptide.

17. A method according to any one of Claims 13 to 16 wherein said polypeptide consists of a
single variable domain polypeptide.

518. The method of claim 315, wherein said sutoimmune disease is a disease selected from
the group consisting of systemic lupus erythematosis, multiple sclerosis, rheumatoid arthritis,
Diabetes, allograft rejection, xenograft transplant rejection, and graft vs. host disease.

619. The method of claim 315, wherein said antibody polypeptide inhibits the binding of
CD40L to CDA40.
290
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720. The method of claim 313, wheremn saxd antibody polypeptide comprises an amino acid
sequence selected from the group consisting of SEQ ID NOs 7-82 and; SEQ ID NOs 246-360

Tand DOMS-24,

821. The method of claim 315, wherein said antibody polypeptide has an amino acid
sequence at least 85% identical to a sequence selected from the group consisting of SEQ ID
NOs 7-82 and 246-360, which antibody polypeptide specifically and monovalently binds
CDA40L.

022. The method of claim 619, wherein said antibody polypeptide inhibits binding of CD40L
to CD40 with an ICsp in the range of 20 pM to 1.5 uM,, inclusive.

1023. The method of claim 315, wherein said antibody polypeptide is PEG-linked.

$324. The method of claim +023, wherein said PEG-linked antibody polypeptide has a
hydrodynamic size of at least 24 kD,

3225. The method of claim +0-23 wherein said PEG is linked to said antibody at a cysteine or

lysine residue.
3326. The method of claim 40-23 wherein the total PEG size is from 20 to 60 kD, inclusive.

3427. The method of claim +8-23 wherein said PEG-linked antibody polypeptide has a
hydrodynamic size of at least 200 kD.

1528. The method of claim $6-23 wherein said PEG-linked antibody polypeptide has an
increased in vivo half-life relative to the same polypeptide composition lacking linked
polyethylene glycol.

3629. The method of claim +5-28 wherein the ta-half life of the polypeptide composition is

increased by 10% or more.

3730. The method of claim $5-28 wherein the ta-half life of the polypeptide composition is
in the range of 0.25 minutes to 12 hours.

1831. The method of claim +5-28 wherein the tf-half life of the polypeptide composition is

increased by 10% or more.

291

(3} AMENDED SHEET H&7:2008)



- [liodtod-0852008) CeRisPRMD) Pe/GE.2008/003 562

1932. The method of claim +5-28 wherein the tB-half life 1s in the range of 12 to 48 hours.

2033. The method of claim 4-13 or 2-14 wherein said antibody polypeptide is a camelid or

nurse shark Vy domain.

2134. An antibody polypeptide that is monovalent for binding to CD40L (gp39), wherein
binding of said antibody polypeptide to CD40L does not substantially agonize CD40 and/or
CD40L activity.

2235. The antibody of claim 2434 wherein said antibody polypeptide inhibits the binding of
CD40 to CD40L, and does not substantially agonize signaling by CD40.

2336. The antibody polypeptide of claim 21-34 wherein binding of said antibody polypeptide
to CD40L does not substantially induce JNK phosphorylation in Jurkat T-cells.

2437. The antibody polypeptide of claim 21-34 wherein binding of said antibody polypeptide
to CD40L does not substantially induce IFN-y secretion by Jurkat T-cells co-stimulated with

anti-CD3 antibody.

2538. The antibody polypeptide of claim 21-34 wherein the presence of said antibody
polypeptide in 2 standard platelet aggregation assay does not result in aggregation of more
than 25% over the aggregation observed in a negative control assay.

2639. The antibody polypeptide of claim 21-34 in which said antibody polypeptide is selected
from the group consisting of an antibody single variable domain polypeptide, dAb, FAb, an
scFv, an Fv, or a disulfide-bonded Fv.

2740. An antibody polypeptide that is monovalent for binding to CD40L (gp39), wherein the
presence of said antibody polypeptide in a standard platelet aggregation assay does not result
in aggregation of more than 25% over the aggregation observed in a negative control assay.

2841, A—PEG-linkedThe antibody polypeptide of claim 2434 wherein the polypeptide is
PEG-linked-

2042. The PEG-linked antibody polypeptide of claim 28-41 which has a hydrodynamic size
of at least 24 kD.
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3043. The PEG-linked antibody polypeptide of claim 28-41 whereimn said PEG is linked to

said antibody at a cysteine or lysine residue.

3444. The PEG-linked antibody polypeptide of claim 28-41 wherein the total PEG size 1s
from 20 to 60 kD, inclusive.

3245. The PEG-linked antibody polypeptide of claim 28-41 which has a hydrodynamic size
of at least 200 kD.

3346. The PEG-linked antibody polypeptide of claim 28-41 which has an increased in vivo
half-life relative to the same polypeptide composition lacking linked polyethylene glycol.

3447. The PEG-linked antibody polypeptide of claim 33-46 wherein the to-half life of the
polypeptide composition is increased by 10% or more.

3548. The PEG-linked antibody polypeptide of claim 33-46 wherein the ta-half life of the
polypeptide composition is in the range of 0.25 minutes to 12 hours.

3649. The PEG-linked antibody polypeptide of claim 3346 wherein the tB-half life of the
polypeptide composition is increased by 10% or more.

3750. The PEG-linked antibody polypeptide of claim 33-46 wherein the tf-half life is in the
range of 12 to 48 hours.

3851. The antibody of claim 234 which comprises an amino acid sequence selected from
the group consisting of SEQ ID NOs 7-82 and 246-360.

3952. The antibody polypeptide of claim 23-34 which is free of an Fc domain.

4053. The antibody polypeptide of claim 39-52 wherein the presence of said antibody
polypeptide in a standard platelet aggregation assay does not result in aggregation of more
than 25% over the aggregation observed in a negative contro] assay.

4154. The antibody of claim 2334 which inhibits binding of CD40L to CD40 with an ICsq in
the range of 20 pM to 1.5 uM, inclusive.

4255. A composition comprising the antibody polypeptide of claim 21-34 and a second |

antibody polypeptide which binds a ligand other than CD40L, wherein said antibody
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polypeptide which binds a ligand other than CD40L binds a ligand selected from the group
consisting of HSA, TNFa, IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, IFN-y, CD2, CD4, CD8,
LFAl, LFA3, VLA4, CD80, B7-1, CD28, CD86, B7-2, CTLA-4 CD28, Inducible
costimulatory molecule (ICOS), CD27, CD30, 0X40, CD45, CD69, CD3, CD70, Inducible
costimulatory molecule ligand (ICOSL), OX40L, HVEM (Herpes Virus Entry Mediator),
LIGHT.

4356. An antibody polypeptide which has an ammo acid sequence at least 85% identical to a
sequence selected from the group consisting of SEQ ID NOs 7-82;-_and SEQ ID NOs 246-
360, and-DOMS824.-which antibody polypeptide specifically and monovalently binds CD40L.

4457. An antigen-binding polypeptide, said polypeptide comprising an immunoglobulin
single variable domain which specifically and monovalently binds CD40L, wherein said
polypeptide substantially inhibits the binding of CD40L to CD40.

4558. The antigen-binding polypeptide of claim 44-57 which inhibits the binding of CD40 to
CD40L with an ICsp in the range of 20 pM to 1.5 uM, inclusive.

4659. The antigen-binding polypeptide of claim 44—57 wherein binding of said polypeptide
to CD40L does not substantially agonize CD40 and/or CD40L activity.

4760. The antigen-binding polypeptide of claim 44-57 wherein binding of said polypeptide to
CD40L does not substantially induce JNK phosphorylation in Jurkat T-cells.

4561. The antigen-binding polypeptide of claim 44-57 wherein binding of said polypeptide to
CD40L does not substantially induce IFN-y secretion by Jurkat T-cells co-stimulated with
anti-CD3 antibody.

4662. The antigen-binding polypeptide of claim 44-57 whr;..-rein the presence of said antibody I

polypeptide in a standard platelet aggregation assay does not result in aggregation of more
than 25% over the aggregation observed in a negative control assay.

4763. The antigen-binding polypeptide of claim 44-57 in which said antigen-binding I

polypeptide is selected from the group consisting of an antibody single variable domain
polypeptide, dAb, FAb, an scFv, an Fv, or a disulfide-bonded Fv.
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4864. A polypeptide according to claim 24-34 or 4457, wherein the anti-CD40L variable |
domain or dAb compnses one or more framework regions comprising an amino acid
sequence that is the same as the amino acid sequence of a corresponding framework region
encoded by a human germline antibody gene segment, or the amino acid sequence of one or
more of seid framework regions collectively comprises up to 5 amino acid differences relative
to the amino acid sequence of said corresponding framework region encoded by a human

germline antibody gene segment.

4965. A polypeptide according to claim 21-34 or 4457, wherein the amino acid sequences of
FW1, FW2, FW3 and FW4 of the anti-CD40L vanable domain or dAb are the same as the
amino acid sequences of corresponding framework regions encoded by a human germline
antibody gene segment, or the amino acid sequences of FW1, FW2, FW3 and FW4
collectively contain up to 10 amino acid differences relative to the amino acid sequences of

corresponding framework regions encoded by said human germline antibody gene segment.

5666. The polypeptide according to claim 4965, wherein the amino acid sequenc'm of said
FW1, FW2 and FW3 of the anti-CD40L variable domam or dAb are the same as the amino
acid sequences of corresponding framework regions encoded by human germline antibody

gene segments.

5167. The polypeptide according to claim 4965, wherein said human germline antibody gene
segment is selected from the group consisting of DP47, DP45, DP48 and DPKO.

5268. A PEG-linked antigen-binding polypeptide comprising a single immunoglobulin
variable domain which specifically and monovalently binds CD40L.

5369. The PEG-linked polypeptide of claim 52-68 which has a hydrodynamic size of at least
24 kD.

5470. The PEG-linked polypeptide of claim 52-68 wherein said PEG is linked to said
antibody at & cysteine or lysine residue.

557]1. The PEG-linked polypeptide of claim 52-68 wherein the total PEG size is from 20 to
60 kD, inclusive.

5672. The PEG-linked polypeptide of claim 52-68 which has a hydrodynamic size of at least
200 kD.
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5773. The PEG-linked polypeptide of claim $2-68 which has an increased in vivo half-life
relative to the same polypeptide composition lacking linked polyethylene glycol.

5874. The PEG-linked polypeptide of claim 32-68 wherein the ta-half life of the polypeptide

composition 1s increased by 10% or more.

£975. The PEG-linked polypeptide of claim £2-68 wherein the ta-half life of the polypeptide

composition is in the range of 0.25 minutes to 12 hours.

6976. The PEG-linked polypeptide of claim $2-68 wherein the tB-half life of the polypeptide

composition is increased by 10% or more.

6177. The PEG-linked polypeptide of claim 66-76 wherein the tB-half life is in the range of
12 to 48 hours.

6278. An immunoglobulin variable domain polypeptide, said polypeptide comprising a single
immunoglobulin variable domain which specifically and monovalently binds CD40L, and
which comprises an amino acid sequence selected from the group consisting of SEQ ID NOs
7-82;- and SEQ ID NOs 246-360;-and-DOME-24.

6379. An immunoglobulin variable domain polypeptide which has an amino acid sequence at
Ieast 85% identical to a sequence selected from the group consisting of SEQ ID NOs 7-82;
and SEQ ID NOs 246-360and-DOMS8-24, which polypeptide specifically and monovalently
binds CD40L.

6480. The immunoglobulin variable domain polypeptide of claim 63-79 which comprises a
single immunoglobulin variable domain which specifically and monovalently binds CD40L.

6581. The immunoglobulin variable domain polypeptide of claim 63-79 which antagonizes
the binding of CD40L.

6682. The immunoglobulin variable domain polypeptide of claim 63-79 which inhibits the
binding of CD40 to CD40L and which has an IC50 in the range of 20 pM to 1.5 puM,

inclusive.
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6783. The immunoglobulin vanable domain polypeptide of claim 63-79 wherein said antigen- |

binding polypeptide inhibits the interaction of CD40 with CD40L, but does not substantially
agonize signaling by CD40.

6884. A composition comprising the immunoglobulin variable domain polypeptide of claim
65-79 and a second immunoglobulin variable domain polypeptide which binds a ligand other
than CD40L.

6985. The composition of claim 68-84 wherein said antibody polypeptide which binds a
ligand other than CD40L binds a ligand selected from the group consisting of HSA, TNFa,
IL-1, IL-2, [L-4, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, IFN-y, CD2, CD4, CD8, LFAl, LFA3, VLAA4,
CD$0, B7-1, CD28, CD86, B7-2, CTLA4 CD28, Inducible costimulatory molecule (ICOS),
CD27, CD30, OX40, CD45, CD69, CD3, CD70, Inducible costimulatory molecule ligand
(ICOSL), OX40L, HVEM (Herpes Virus Entry Mediator), LIGHT.

7086. An extended release pharmaceutical formulation comprising a monovalent anti-CD40L
antibody polypeptide. wherein the antibody polypephde comprises or consists of a single
variable domain polypeptide.

F187. The extended release pharmaceutical formulation of claim 7886, wherein said antibody
polypeptide is selected from the group consisting of a dAb, Fab, scFv, Fv, or a disulfide
bonded Fv.

7288. The formulation of claim 76-86 wherein said monovalent anti-CD40L antibody
polypeptide comprises a single immunoglobulin variable domain that binds CD40L.

7389. An antibody single variable domain polypeptide that binds to CD40L, said polypeptide
comprising the sequence of SEQ ID NO: 26. DOMS-24-

7490. An antibody single variable domain polypeptide that binds to CD40L, wherein the
polypeptide has an amino acid sequence that is identical to the amino acid sequence of SEQ
ID NO: 26DOM8-24, or differs from the amino acid sequence of SEQ ID NO: 26 BOMSE-24
at no more than 25 amino acid positions and has a sequence that is at least 80% homologous
to the sequence of SEQ ID NO: 26.DOM824-

7591. An antibody single variable domain polypeptide that binds to CD40L, wherein the
polypeptide has an amino acid sequence that is identical to the amino acid sequence of SEQ
297

T

a

AMENDED SHEET

Q-




. S
Rrint

ID NO: 26BOM824, or differs from the amino acid sequence of SEQ ID NO- 26 BoME-24
at no more than 25 amino acid positions and has a CDR1 sequence that 1s at least 50%
homologous to the CDR1 sequence of SEQ ID NO- 26. BOMS-24

7692. An antibody singie variable domain polypeptide that binds to CDA40L, wherein the
polypeptide has an amino acid sequence that is 1dentical to the amuno acid sequence of SEQ
ID NO: 26DOM8-24, or differs from the amino acid sequence of SEQ 1D NO. 26 BOMSE-24
at no more than 25 amino acid positions and has a CDR2 sequence that is at least 50%
homologous to the CDR2 sequence of SEQ ID NO: 26 BOME-24-

3993. An antibody single variable domain polypeptide that binds CD40L, wherein the
polypeptide has an amimno acid sequence that is identical to the amino acid sequence of SEQ
ID NO: 26DOM8-24, or differs from the amino acid sequence of SEQ ID NO: 26 BOMS-24

at no more than 25 amino acid positions and has a CDR3 sequence that is at least 50%

homologous to the CDR3 sequence of SEO ID NO: 26 BOM8E-24-

7894. An antibody single variable domain polypeptide that binds CD40L, wherein the dAb
has an amino acid sequence that is identical to the amino acid sequence of SEQ ID NO:
26DOMS-24, or differs from the amino acid sequence of SEQ ID NO: 26B6M8-24-at no
more than 25 amino acid positions and has a CDR1 sequence that is at least 50% homologous
to the CDR1 sequence of SEQ ID NO: 26DOM8-24-and has a CDR2 sequence that is at least
50% homologous to the CDR2 sequence of SEQ ID NO: 26. BOME-24~

7995. An antibody single variable domain polypeptide that binds CD40L, wherein the dAb
has an amino acid sequence that is identical to the amino acid sequence of SEO ID NO:
26DOMS-24, or differs from the amino acid sequence of SEQ ID NO: 26 DOMS8-24-at no
more than 25 amino acid positions and has a CDR2 sequence that is at least 50% homologous
to the CDR2 sequence of SEQ ID NO: 26 BOM#E-24-and has a CDR3 sequence that is at least
50% homologous to the CDR3 sequence of SEQ ID NO: 26. BOMS-24-.

8096. An antibody single variable domain polypeptide that binds CD40L, wherein the dAb
has an amino acid sequence that is identical to the amino acid sequence of SEQ ID NO:
26DOMS8-24, or differs from the amino acid sequence of SEQ ID NO: 26 DOM$-24-at no
more than 25 amino acid positions and has a CDR1 sequence that is at least 50% homologous
to the CDR1 sequence of SEOQ ID NO: 26 DOM8-24-and has a CDR3 sequence that is at least
50% homologous to the CDR3 sequence of SEO ID NO: 26 BOMSE-24~
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8197. An antibody single vanable domain polypeptide that binds CD40L, wherein the dAb
has an amino acid sequence that 15 identical to the amino acid sequence of SEO ID NO:
26D6M8-24, or differs from the amino acid sequence of SEQ ID NO: 26 BOME24-at no
more than 25 amino acid positions and has a CDR1 sequence that is at least 50% homologous
to the CDR1 sequence of SEQ ID NO: 26 DOM8-24-and has a CDR2 sequence that 1s at least
50% homologous to the CDR2 sequence of SEQ ID NO: 26 D&M824-and has a CDR3
sequence that is at least 50% homologous to the CDR3 sequence of SEQ ID NO: 26. BOMS-
24;

8298. A CD40L antagonist having a CDR1 sequence that is at least 50% homologous to the
CDR1 sequence of SEQ ID NO: 26 BOMSE-24:

8399. A CD40L antagonist having a CDR2 sequence that is at least 50% homologous to the
CDR2 sequence of SEQ ID NO: 26 DOMSE-24-

84100. A CD40L antagonist having a CDR3 szquence that is at least 50% homologous to the
CDR3 sequence of SEQ ID NO: 26 BOME-24:

85101. A CD40L antagonist having a CDR1 sequence that is at least 50% homologous to the
CDR1 sequence of SEQ ID NO: 26 BOMS-24-and a CDR2 sequence that is at least 50%
homologous to the CDR2 sequence of SEQ ID NO: 26. POME-24-

86102. A CD40L antagonist having 2 CDR2 sequence that is at least 50% homologous to the
CDR2 sequence of SEQ ID NO: 26 DPOM8-24-and a CDR3 sequence that is at least 50%
homologous to the CDR3 sequence of SEO ID NO: 26. BOMSE-24-

87103. A CDA40L antagonist having a CDR1 sequence that is at least 50% homologous to the
CDR1 sequence of SEQ ID NO: 26 DOMS8-24-and a CDR3 sequence that is at least 50%
homologous to the CDR3 sequence of NO: 26.DOMS8-24-

$8104. A CDA4(0L antagonist having a CDR1 sequence that is at least 50% homologous to the
CDR1 sequence of SEQ ID NO: 26 BOMSE24-and a CDR2 sequence that is at least 50%
homologous to the CDR2 sequence of SEQ ID NO: 26 BOM38-24-and a CDR3 sequence that
is at least 50% homologous to the CDR3 sequence of SEO ID NO: 26 BOM8—24:
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89105. The CD40L antagomst of claim 88104, wherein said antagomst is an antibody single
variable domain polypeptide selected from the group consisting of an antibody single variable
domain polypeptide, dAb, FAb, an scFv, an Fv, or a disulfide-bonded Fv.

90106. An antibody polypeptide that inhibits the binding of an antibody single vanable
domain compnsing the amino acid seauence of SEQ ID NO: 26 BOMS-24-to CD40L.

9107+. An antibody polypeptide that binds to the same epitope of CD40L bound by an

anthody single variable domain comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO: 26 SEO
ID NO: 26.POMS-24- ’

92108. A method of treating or preventing a symptom of autoimmune disease in an
individual, the method comprising administering the antibody polypeptide of claim 96-106 or
9395 to said individual in an amount effective to treat or prevent a symptom of autoimmune

disease.

93109. An antibody polypeptide that binds 10 the same epitope of CD40L bound by an
antibody single variable domain polypephde comprising a sequence selected from the group
consisting of SEQ ID Nos: 7-82 and 246-360, wherein the antibodv polypentide comprises or
consists of a sinele variable domain polypentide. -

94]110. An antibody single variable domain polypeptide comprising the sequence of CDR1,
CDR2, and/er CDR3 of SEQ ID NO: 26.DOME-24-

95111. An antibody single variable domain polypeptide comprising the sequence of CDR1,
CDR2, and/er CDR3 of an antibody single variable domain polypeptide comprising a
sequence selected from the group consisting of SEQ ID Nos. 7-82 and 246-360.
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98112. A dual specific ligand comprising a first immunoglobulin single vanable domain
having a binding specificity to a first antigen and a second single vanable domain having a
binding activity to a second antigen, wherein the first antigen is CD40L and the second single
varisble domain is an Antigen Presenting Cell surface antigen ora T cell surface antigen.

99113. A ligand according to claim 98-112 wherein the Antigen Presenting Cell surface
antigen is selected from one of the group consisting of, activated macrophage surface
antigens, activated B cell surface antigens, co-stimulatory signal pathway surface antigens,
and MHC.

106114. A hgand according to claim $9-113 wherein the MHC is class II.

16+115. A hgand according to claim +86-114 wherein the MHC class II is alpha.

102116. A ligand according to claim +66-114 wherein the MHC class II is beta.

303117. A ligand according to claim 99-113 wherein the Antigen Presenting Cell surface
antigen is selected from the group consisting of CD28, Inducible costimulatory molecule
(ICOS), CD27, CD30, OX40, CD45, CD69, CD3, CD70, Inducible costimulatory molecule
ligand (ICOSL), OX40L, CD80, CD86, HVEM (Herpes Virus Entry Mediator), and LIGHT.

104118. A ligand according to claim 99-113 wherein the Antigen Presenting Cell surface

antigen is selected from the group consisting of CD28, Inducible costimulatory molecule
(IC0S), CD27, CD30, 0X40, CD45, CD69, and CD3.

195119. A ligand according to claim 99-113 wherein the surface antigen is a B7 gene surface
antigen.

306120. A ligand according to claim +65-119 wherein the B7 gene surface antigen is B7-2, or
B7-1.
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ANEXO EXPLICATIVO DE MODIFICACIONES A LAS

REIVINDICACIONES

En ejercicio del derecho conferido por el Articulo 28 numeral 1 del
Tratado de Cooperacidn en materia de Patentes PCT, atentamente
me permito informar a ese Despacho que el capitulo reivindicatorio
tal como fue presentado originalmente en Fase Internacional ha

sido modificado.

Las modificaciones realizadas se encuentran plenamente
sustentadas en la descripciéon de la presente invencidén y en este
sentido, no configuran una ampliacion del invento o de Ila

divulgacién contenida en la solicitud presentada.
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COMPOSICIONES MONOVALENTES PARA EL ENLACE DE CD40L Y
METODOS DE USO

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La invencion se relaciona con polipéptidos de anticuerpo que se enlazan
monovalentemente a CD40L. Los polipéptidos de anticuerpo que son
monovalentes para el enlace a CD40L pueden inhibir la actividad de CD40L,
mientras evitan los efectos indeseables potenciales que pueden ocurrir con
anticuerpos de enlace divalente o multivalente de CD40L. En un aspecto, un
polipéptido de anticuerpo anti-CD40L monovalente consiste de 0 comprende un
dominio variable de inmunoglobulina sencillo que se enlaza especificamente y
antagoniza la actividad de CD40L, preferiblemente sin agonizar
sustancialmente la actividad de CD40 y/o CD40L. En otro aspecto, el
polipéptido de anticuerpo anti-CD40L monovalente es un polipéptido de
anticuerpo humano. La invencién abarca ademas métodos para antagonizar
las interacciones CD40/CD40L en un individuo y métodos para tratar
enfermedades o trastornos que involucran a las interacciones CD40/CD40L,
los métodos involucran la administracién de un polipéptido de anticuerpo anti-
CD40L monovalente al individuo.
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COMPOSICIONES MONOVALENTES PARA EL ENLACE DE CD40L Y
METODOS DE USO

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

CD40 es una molécula de glicoproteina de superficie celular de 50 kD
expresada en la superficie de células B maduras e inmaduras, macréfagos,
células dendriticas foliculares, epitelio timico, epitelio basal normal, y algunas
lineas celulares derivadas de tumor La molécula CD40 es un miembro de la
familia del receptor TNF, y tiene funciones de sefializacién importantes que
conducen a una variedad de efectos descendentes en varios tipos de células.
Estudios anteriores mostraron que el entrecruzamiento de CD40 sobre la
superficie de célula B con un anticuerpo produjo la proliferacién y activacion de
célula B. El entrecruzamiento del anticuerpo de CD40 en la presencia de IL-4
induce la proliferacién y clase de cambio in vitro, agregacién de célula B
mediante LFA-1 (Gordon et al., 1988, J. Inmunol. 140: 1425), y la fosforilacion
de serina/treonina y tirosina de un nimero de sustratos intracelulares (Gordon
et al, 1988, supra; Uckun et al., 1991, J. Biol. Chem. 266:17478). Los
anticuerpos monoclonales anti-CD40 también ceban células B para proliferar
en respuesta a agentes tales como PMA (Gordon et al., 1987, Eur. J. Immunol.
17- 1535) y anticuerpo ant-CD20 (Clark & Ledbetter, 1986, Proc Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 83: 4404).

Los estudios de homologia del receptor de CD40 y el entrecruzamiento
que muestran un papel central para CD40 en la activacion de célula B provoco
la blisqueda de un ligando natural. Se encontré que un mutante de la linea
celular T Jurkat activa constitutivamente las células B humanas para secretar
inmunoglobulina (Yellin et al., 1991, J. Immunol. 147: 3389-3395). Surgié un
anticuerpo monoclonal, llamado 5¢8, que reaccioné especificamente con la
linea mutante, pero no con la lineal celular Jurkat base. El anticuerpo 5cB
inmunoprecipitd un polipéptido de superficie celular de 30 kD (mas
precisamente, 29.3 kD, 261 amino Acidos) y se encontrd que inhibe
especificamente la funcién colaboradora de céiula B de la linea celular
mutante. (Lederman et al., 1892, J. Exp. Med., 175: 1091-1101; Lederman et
al., 1992, J. Immunol. 149: 3817-3826; Lederman et al., 1993, Curr. Opin.
Immunol. 5: 439.444). El ligando del polipéptido de 30 kD del anticuerpo 5c8 se
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llamé T-BAM, para la Molécula Activadora de célula T-B. Una segunda linea de
estudios usé técnicas de clonacién molecular para identificar polipéptidos que
enlazan especificamente la molécula CD40. Los clones de cDNA para un
ligando especifico de CD40 se identificaron en un ensayo de enlace de CD40 y
altermativamente se llamaron Ligando CD40 (CD40L), gp39, CD154, o TRAP
(Graf et al., 1992, Eur. J. Immunol. 22: 3191-3194; Ammitage et al., 1992, Nature
357: 80-82, y Aruffo et al., 1993, Cell 72: 291-300). Posteriormente, se encontrd
que el clon de CD40L tiene la misma estructura que T-BAM (Covey et al , 1994,
Mol. Immunol. 31: 471-484). La proteina de CD40L humana muestra 82.8% y
77.4% de identidad en los niveles de A&cido nucleico y amino &cido,
respectivamente, a una proteina similar aislada de células EL4 de timoma
murino. Ambas proteinas son ligandos para el antigeno de superficie celular de
CD40 expresado en las células B basales. CD40L también ha sido descrita
como IMD3, una proteina involucrada en el sindrome de inmunodeficiencia

hiper-IgM.

El gen humano gue codifica CD40L mapea al cromosoma Xq26.3-q27.
El gen contiene cinco exones. Se ha encontrado que las eliminaciones,
mutaciones puntuales y mutaciones de desplazamiento del marco agrupadas
dentro de una region limitada del dominio extracelular de CD40L que son las
bases de un raro sindrome de inmunodeficiencia relacionado a X (sindrome de
inmunodeficiencia Hiper-IigM, HIGMI) caractenzado por infecciones bacterianas
recurrentes, muy baja o ausencia de IgG, igA e IgE, y niveles normales a
aumentados de IgM e IgD en suero. Se ha encontrado que las mutaciones
relacionadas causalmente consisten en eliminaciones agrupadas que surgen
por mutaciones de corte y empalme — donador con omisién de exén,
mutaciones de corte y empalme — aceptor con utilizacion de un sito de corte y
empalme criptico, y eventos de eliminacién/insercién con la creacion de un

nuevo sitio de corte y empalme.

CD40L esta expresada en células CD4+ T activadas pero no basal, y se
encontr6 que juega un papel particularmente importante en la respuesta
inmune humoral, estando ligado a la proliferacién de célula B, produccion de
anticerpo y citocina, y viabilidad celular. In vivo, la eliminacion o mutacion de
CD40L conduce a inmunodeficiencia severa, en ratones y en humanos,
caracterizada por hipogamaglobulinemia y déficit de célula T en la inmunidad

Y.%2
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de célula (Chess, C, 2001, en Therapeutic Immunology, 2° edicion, Austen,
K.F., Burakoff, S., Rosen, F. y Strom, T., eds., Blackwell Sciences, pp. 441-
456). Las células CD4+ T humandas infectadas por VIH1, que produce
disfuncibn severa de inmunidad celular, pero paradéjicamente produce
activacién policlonal intensa de células B, no expresan CD40L. Se ha mostrado
que la expresién de gen y de superficie celular de la CD40L por células T
activadas es deprimida en un subgrupo de pacientes con inmunodeficiencia
variable coman (CVI). Asi, la sefializacién ineficiente mediante CD40 puede ser
responsable, al menos en parte, de la falla de diferenciacion de célula B en
estos pacientes.

Las consecuencias funcionales del enlace de CD40L a CD40 incluyen,
por ejemplo, a) rescate de células B de apoptosis inducida por Fas o
entrecruzamiento de IgM, b) induccién de las moléculas co-estimuladoras
CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2) que interactian con CD28 y CD 152 (CTLA-4)
sobre la superficie de células T activadas, ¢) expresion aumentada de otras
moléculas de activacién de superficie celular incluyendo CD23, CD54, CD95 y
linfotoxina-a; y d) induccién del cambio de clase de inmunoglobulina (ver
Chess, supra, y referenciass 25, 44, y 47-60 citadas aqui). El enlace de CD40L
a CD40 también aumenta las funciones que presentan antigeno de las células
dendriticas, induciendo el mantenimiento de niveles altos de antigenos Clase |l
MHC y regulacién ascendente de moléculas accesorias incluyendo CD58 (LF
A-3). CD40L induce la produccién de citocina y actividad tumoricida en
monolitos de sangre periférica. CD40L también co-estimula la proliferacién de
células T activadas, y la co-estimulacion esta acompafiada por la produccion de
IFN-y, TNF-a e IL2. La expresién de CD40L en células colaboradoras T
murinas y células CD4+ T es inhibida por IFN-y, y es inhibida sobre las células

colaboradoras T tipo 2 mediante TGF-f.

CDA40L regula ascendentemente la expresién de CD54 mediante células
Hodgkin y Reed- Sternberg cultivadas. La expresién de superficie de CD54
aumentada esta acompafiada por separacién aumentada de la CD54 enlazada

en la superficie.

También se ha sugerido que CD40L es importante en la induccion de
tolerancia - CD80 y CD86, que son reguladas ascendentemente por CD40L,
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interactia con CD28 para proveer co-estimulacién esencial de células T, en
concierto con la activacion del receptcr de célula T, que produce la activacion
total de células T. En la ausencia de CD80 y activaciéon desencadenada por
CD86 de CD28, ocurre anergia o tolerancia como una consecuencia del
desencadenamiento de antigeno (Linsley & Ledbetter, 1993, Ann. Rev.
Immunol. 11: 191-212; Jenkins et al., 1993, Curr Opin. Immunol. 5: 361-367; y
Boussiotis et al., 1996, Immunol. Rev. 153: 5- 26).

La ruta CD40L/CD40 ha estado implicada en el cebado in vivo de CD8+
linfocitos T citotdxicos (CTSs) mediante células CD4+ T. Como se notd, CD40L
expresada en la superficie de células CD4+ T activadas interactia con CD40
expresada en células dendriticas, induciendo las células dendriticas para
expresar mas MHC, y la sefializacion a través de CD40 puede reemplazar el
requerimiento de células colaboradoras CD4+ T en el cebado de respuestas
CD 8+ CTL. El bloqueo de CD40L inhibe el cebado de CTL, enfatizando el
papel vital de las interacciones CD40L/CD40 en el cebado de CTL mediante
células T colaboradoras (Ridge et al., 1998, Nature 393: 474-478;
Schoenberger et al., 1998, Nature 393: 480-483; Bennett et al., 1998, Nature
393: 478-480).

CD40L también puede mediar las interacciones funcionales de células
CD4+ T con ofras células que expresan CD40, tales como fibroblastos, células
sinoviales y células endoteliales (Yellin et al., 1995, J. Leuko. Biol. 58: 209-216;
Yellin et al., 1985, J. Exp. Med. 182: 1857-1864). CD40L induce la expresion de
CD54 (ICAM-1) y CD106 (VCAM- 1) mediante fibroblastos, asi como el aumento
de fibroblastos IL-6, produccién de colagenasa y colageno e induce la
proliferacién de fibroblasto. Asi, las interacciones CD40L/CD40 pueden estar
involucradas en la induccion de fibrosis asociadas con autoinmunidad y
respuestas inmunes.

La interaccion de CD40L con CD40 induce células endoteliales para que
expresen CD62E (E- selectina), ICAM-1 y VCAM-1. La regulacion ascendente
de estas moléculas de adhesién puede estar involucrada en el enlace de
células inflamatorias al endotelio vascular y la posterior migracion de las células
inflamatorias a sitios de inflamacién. El bloqueo de CD40L retarda la migracién
de leucocitos a través de barreras celulares endoteliales. En modelos animales
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de autoinmunidad, los anticuerpos a CD40L interfieren con ia acumulacién de
células inflamatorias en el sitio de inflamacion.

Las interacciones CD40/CD40L han estado implicadas en enfermedades
que tienen una conexion inmune o autoinmune. Los modelos animales de
enfermedad immune relacionada en la cual se ha demostrado que la ruta
CD40L/CD40 juega un papel en la patologia incluyen, por ejemplb, modelos
murinos de lupus entematoso sistémico {(Lupus o SLE; ver, p.e., Kalled et al.,
1998, J. Immunol. 160: 2158-2165), artritis (arthritis inducida por colageno, ver,
p.e., Durie et al, 1993, Science 261: 1328-1330), esclerosis miiltiple
(encefalomielitis autoinmune experimental, EAE; ver, p.e., Howard et al., 1999,
J. Clin . Invest. 103: 281-290), tiroiditis autoimmune (tiroiditis autoimmune
experimental, EAT; ver, p.e., Caryanniotis et al., 1997, Immunology 90: 421-
426), colitis {colitis inducida por hapteno; ver, p.e., Stuber et al., 1996, J. Exp.
Med. 183: 693-698), aterosclerosis y enfermedad de arteria coronaria (ver, p.e.,
Mach et al., 1998, Nature 394: 200-203), y rechazo de aloinjerto (ver, p.e.,
Parker et al., 1995, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 92: 9560-8564; Kirk et al.,
1997, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94: 8789-8794; Larsen et al., 1996, Nature
381 :434-438 y Blazar et al., 1997, J. Immunol. 158: 29-39).

Ensayos de anticuerpo CD40L para el tratamiento de enfermedades
inmunes relacionadas incluye estudios en pacientes con Lupus (ver, p.e.,
Huang et al., 2002, Arthritis Rheum. 46: 1554-1562). Un ensayo de Fase |
demostré que el anticuerpo monoclonal anti-CD40L humanizado (IDEC-131) es
seguro y bien tolerado por pacientes con Lupus (Davis et al., 2001, J.
Rheumatol. 28: 95-101). Un estudio de Fase Il con el anticuerpo IDEC-131
mostré mejoramiento en los sintomas clinicos, pero no se demostré la eficacia
del fArmaco sobre controles de placebo (Kalunian et al., 2002, Arthnitis Rheum.
46' 3251-3258). En un estudio de fase 1l con el anticuerpo anti-CD40L BG9588,
se demostrd la eficacia clinica, pero el estudio fue terminado debido a la
ocurrencia de eventos tromboembdlicos (Boumpas et al., 2003, Arthritis
Rheum. 48: 719-727).

Las Patentes U.S. Nos 5,474,771 (Lederman et al.) y 5,876,950 (Siadak
et al.) revelan anticuerpos monoclonalres murinos especificos para diferentes
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epitopos de gp39 humano. WO95/06666 (Noelle & Foy) revela anticuerpos anti-
gp39 murinos.

La Patente U.S. No. 6,328,964 {(Noelle & Claassen) revela métodos para
el tratamiento de esclerosis multiple usando anticuerpos especificos para gp39.

La Patente U.S. No. 5,747,037 (Noelle et al.), y EP0721469B1 (Ledbetter
et al.) y su contraparte Americana U.S. 5,869,049 revela anticuerpos
monoclonales (ratén) anti-humanos especificos para gp39. La Patente U.S. No.
5,876,718 (Noelie et al.) revela métodos para inducir la no sensibilidad de
células T a tejidos trasplantados y del tratamiento de enfermedad de injerto-
versus-hospedero con anticuerpos monoclonales (ratén) anti-gp39.
EP0742721B1 (Noelle et al.) revela métodos para inhibir una “respuesta
inmune humoral a un antigeno dependiente de timo que usa anticuerpos
monoclonales (ratén) antigp39. La Patente U.S. No. 6,375,950 describe
métodos para inducir la no sensiblidad de célula T a tejidos u drganos
donadores en un receptor trasplantado a través del uso de anticuerpos
monoclonales (ratén) anti-gp39.

EP1005372B1 (De Boer et al.) describe métodos para la eliminacidn
selective de células CD40L+ T autorreactivas usando anticuerpo monoclonal
(raton) anti-CD40L-proteinas de fusion de toxina.

La Patente U.S. No. 6,340,459 (Yellin et al.) describe el uso del
anticuerpo monocional anti gp39 murino 5c¢B para el tratamiento o prevencion
de dafio por reperfusion.

EP0831906B1 (Claassen et al.) describe métodos para el tratamiento de
la destruccién de tejido mediada por célula T en enfermedades autoinmunes
tales como esclerosis miltiple usando anticuerpos monoclonales (raton) anti-
gp39. Los anticuerpos usados en criterios terapéuticos en la técnica previa han
sido anticuerpos divalentes de origen murino.

Se ha identificado un nimero de fragmentos de enlace a antigeno mas
pequefios que anticuerpos que se encuentran naturalmente siguiendo la
digestion de proteasa. Estos incluyen, por ejemplo, el “fragmento Fab" (VL-CL-
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CHI-VH), “fragmento Tab" {un Fab con la regién bisagra de cadena pesada) y
“fragmento F({ab')." (un dimero de fragmentos Fab' unidos por la region bisagra
de cadena pesada). Se han usado métodos recombinantes para generar
fragmentos de enlace a antigeno incluso mas pequefios, referidos como “Fvde
cadena sencilla” (fragmento variable) o "scFv," que consiste de Vi y Vi unidos
por un enlazante de péptido sintético. Aunque generalmente se conoce que la
unidad de enlace a antigeno de un anticuerpo que se encuentra naturaimente
(p.e., en humanos y la mayoria de otros mamiferos) esta comprendida de un
par de regiones V (V/ Vy), las especies camelidas expresan una gran
proporcién de anticuerpos totalmente funcionales, altamente especificos que
carecen de secuencias de cadena ligera. Los anticuerpos de cadena pesada
camélidos se encuentran como homodimeros de una cadena pesada sencilla,
dimerizada mediante sus regiones constantes. Los dominios variables de estos
anticuerpos de cadena pesada camélidos son referidos como dominios VyH y
retienen la habilidad, cuando son aisiados como fragmentos de la cadena V,
de enlazar antigeno con alta especificidad ((Hamers-Casterman et al., 1993,
Nature 363. 446-448; Gahroudi et al., 1997, FEBS Lett. 414: 521-526). Los
dominios V4 sencillos de enlace a antigeno también han sido identificados de,
por ejemplo, una biblioteca de genes Vyx murinos amplificados del ADN
gendmico a partir de los bazos de ratones inmunizados, y expresados en E. coli
(Ward et al., 1989, Nature 341: 544-546). Ward et al., nombro los dominios Vy
sencillos aislados “dAbs” para “anticuerpos de dominio®. El término "dAb" hara
referencia aqul a un polipéptido de dominio variable (Vi o V.) sencillo de
anticuerpo que enlaza especificamente a antigeno. Un "dAb" enlaza a antigeno
independientemente de otros dominios V; sin embargo, segtin el témino usado
aqul, un "dAb" puede estar presente en un homo- o heteromultimero con otros
dominios V4 0 Vi en donde los otros dominios no se requieren para el enlace a
antigeno por el dAb, pe., cuando el dAb se enlaza a antigeno

independientemente de los dominios Vy o V. adicionales.

Los dominios variables sencillos de anticuerpo, por ejemplo, VyH, son [a
unidad de anticuerpo de enlace a antigeno mas pequefia conocida. Para uso
en terapia, se prefieren los anticuerpos humanos, principalmente porque no es
tan probable que provogquen una respuesta inmune cuando son administrados
a un paciente. Como se noté anteriormente, los dominios V4 no camélidos
tienden a ser relativamente insolubles y usualmente estan expresados
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pobremente. Las comparaciones de VyH camélido con los dominios Vy de
anticuerpos humanos revelan varias diferencias claves en las regiones de
marco del dominic VyH camélido correspondiente a la interfaz V/V,. de los
dominios V4 humanos. Se ha realizado la mutacion de estos residuos de Vu3
humano para asemejar mas cercanamente la secuencia V4H (especificamente
Gly 44 - Glu, Leu 45 - Arg y Trp 47 - Gly) para producir dominios VH
humanos "camelizados" que retienen la actividad de enlace a antigeno (Davies
& Riechmann, 1994, FEBS Lett. 339: 285-290) ya tienen expresion y solubilidad
mejorada. (La numeracién de amino acido de dominio variable usada aqul es
consistente con la convencion de numeracién Kabat (Kabat et al., 1991,
Sequences of Immunological Interest, 5* ed. U.S. Dept. Health & Human
Services, Washington, D.C.)) WO 03/035694 (Muyldermans) reporta que la
mutacion Trp 103 - Arg mejora la solubilidad de dominios V4 no camélidos.
Davies & Riechmann (1995, Biotechnology N.Y. 13: 475-479) también reporta
la produccion de un repertorio de fago desplegado de dominios Vi humanos
camelizados y seleccién de clones que enlazan hapteno con afinidades en el
rango de 100-400 nM, pero los clones seleccionados para el enlace a antigeno
de proteina tenlan afinidades mas debiles.

Aunque muchos anticuerpos y sus derivados son Gtiles para diagnostico
y terapia, la farmacocinética ideal de los anticuerpos, usualmente no se logra
para una aplicacion particular. Con el fin de proveer mejoramiento en la
farmacocinética de las moléculas de anticuerpo, la presente invencién provee
polipéptidos de region variable de dominio que estan unidos a polimeros que
proveen estabilidad y vida media mejoradas. La unién de las moléculas de
polimero (p.e., polietilen glicol; PEG) a proteinas esta bien establcida y ha
mostrado que modula las propiedades farmacocinéticas de las proteinas
modificadas. Por ejemplo, la modificacion con PEG de proteinas ha mostrado
que altera la vida media circulante in vivo, antigenicidad, solubilidad, y
resistencia a la protedlisis de la proteina (Abuchowski et al., J Biol. Chem.
1977, 252:3578; Nucci et ah, Adv. Drug Delivery/ Reviews 1991, 6:133; Francis
et al., Pharmaceutical Biotechnology Vol. 3 (Borchardt, R. T. ed.); y Stability of
Protein Pharmaceuticals: in vivo Pathways of Degradation and Strategies for
Protein Stabilization 1991 pp235-263, Plenum, NY).
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La PEGilacidon especifica al sitio y aleatoria de moléculas de proteina es
conocida en la técnica (Ver, por ejemplo, Zalipsky y Lee, Polv(ethvliene alvcol}
Chemistry: Biotechnical and Biomedical Applications 1992, pp 347-370,
Plenum, NY; Goodson y Katre, 1990, Bio/Technology, 8:343; Hershfield et al.,
1991, PNAS 88:7185). Mas especificamente, la pegilacion aleatoria de
moléculas de anticuerpo ha sido descrita en residuos de lisina y derivados
tiolados (Ling y Mattiasson, 1983, Immunol. Methods 59: 327; Wilkinson et al.,
1987, Immunol. Letters, 15 17, Kitamura et al., 1991, Cancer Res. 51:4310,
Delgado et al., 1996 Br. J. Cancer, 73: 175; Pedley et al., 1994, Br. J. Cancer,
10:1126).

RESUMEN DE LA INVENCION

La invencidn se relaciona con polipéptidos de anticuerpo que se enlazan
monovalentemente a CD40L. Debido al a importancia de CD40L en la
produccion de anticuerpos, la interaccion CD40/CD40L y las rutas presentan
objetivos importantes para el desarrollo de criterios terapéuticos para el
tratamiento de enfermedades y trastomos que involucran respuestas de
anticuerpo inapropiadas o excesivas, tales como enfermedades autoinmunes.
Los polipéptidos de anticuerpo que son monovalentes para el enlace a CD40L
pueden inhibir la actividad de CD40L, incluyendo el enlace y activacion de
CD40 en la superficie de célula B y los efectos descendentes, mientras evitan
los efectos indeseables potenciales que pueden ocurrir con anticuerpos de
enlace divalente o multivalente de CD40L. Los polipéptidos de anticuerpo anti-
CD40L monovalentes también pueden ser aplicados a cualquiera de un nimero
de usos para los cuales también se usan los anticuerpos divalentes estandar,
p.e., representacion y diagndstico in vivo.

En un aspecto, el polipéptido de anticuerpo consiste o comprende un
dominio variable sencillo que se enlaza especificamente y antagoniza la
actividad de CD40L, preferiblemente sin agonizar sustancialmente la actividad
de CD40 y/o CD40L. En otro aspecto, debido a que los anticuerpos humanos
evitaran la generacién de una respuesta iInmune a los anticuerpos cuando son
administrados a sujetos humanos para el tratamiento o prevencién de la
enfermedad, el polipéptido de anticuerpo es un polipéptido de anticuerpo
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humano que se enlaza a CD40L, preferiblemente sin agonizar sustancialmente
la actividad de CD40 y/o CD40L.

En resumen, en una realizacion, la invencion provee un polipéptido de
anticuerpo, preferiblemente un polipéptido de anticuerpo humano, que es
monovalente para el enlace a CD40L (gp39).

En una realizacion, el polipéptido de anticuerpo humano se disocia del
CD40L humano con un Kd en el rango de 50 nM a 20 pM, inclusive, medido
mediante resonancia de plasmén superficial. Por ejemplo, el Kd para CD40L
humano puede ser 25 nM a 20 pM, 10 nM a 20 pM, 5nm a 20 pM, 1 nM a 20
pM, 0.5 nM a 20 pM, 0.1 nM a 20 pM, 0.1 nM a 50 nM, 75 pM a 20 pM o incluso
50 pM a 20 pM.

A menos que se declare de otra forma, todos los rangos aqui son
inclusivos de los puntos extremos especificos.

En otra realizacién, el polipeptido de anticuerpo inhibe el enlace de
CD40L a CD40.

En otra realizacion, el enlace del polipéptido de anticuerpo a CD40L no
agoniza sustancialmente la actividad de CD40 y/o CD40L.

En otra realizacion, el polipéptido de anticuerpo humano inhibe el enlace
de CD40 a CD40L, y no agoniza sustancialmente la sefializacion mediante
CDA40.

En otra realizacion, el enlace del polipéptido de anticuerpo a CD40L no
induce sustancialmente la fosforilacion JNK en células T Jurkat.

En otra realizacion, el enlace del polipéptido de anticuerpo a CD40L no
induce sustancialmente la secrecion de IFN-y por células T Jurkat co-

estimuladas con anticuerpo anti-CD3.

En otra realizacion, la presencia del polipéptido de anticuerpo en un
ensayo de agregacion de plaquetas estandar no produce la agregacion de mas
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de 25% sobre la agregacidn observada en un ensayo de control negativo
realizado sin |la adicion de anticuerpo.

En otra realizacién, el polipéptido de anticuerpo humano comprende un
dominio variable de inmunoglobulina sencillo que se enlaza a CD40L. En una
realizacion preferida, el dominio variable de inmunoglobulina sencillo es un
dominio V4 0 uno V.

En otra realizacién, el polipéptido de anticuerpo se selecciona del grupo
que consiste de un dAb, un FADb, un scFv, un Fv, o un Fv enlazado a disulfuro.

En otra realizacidn, el polipéptido de anticuerpo humano esta enlazado a
PEG. En una realizacion, el PEG esta unido covalentermente al polipéptido de
anticuerpo humano. En una realizacién preferida, el polipéptido de anticuerpo
humano enlazado a PEG tiene un tamafio hidrodinamico de al menos 24 kD.
IEn ofra realizacién preferida, el PEG esta unido al polipéptido de anticuerpo en
un residuo de cisteina o lisina. En otra realizacion preferida, el tamaiio total del
PEG es de 20 a 60 kD, inclusive. En otra realizacién preferida, el polipéptido de
anticuerpo humano enlazado a PEG tiene un tamafio hidrodinamico de al
menos 200 kD.

En una realizacion, el polipéptido de anticuerpo tiene una vida media in
vivo aumentada con relacion a la misma composicién de polipéptido de
anticuerpo que no tiene polietilen glicol.

En otra realizacion, la vida media to. de la composicién de polipéptido de
anticuerpo es aumentada en 10% o mas. En otra realizacién, la vida media ta
de la composicidn de polipéptido de anticuerpo es aumentada en 50% o mas.
En otra realizacién, la vida media ta de la composicion de polipéptido de
anticuerpo es aumentada en 2X o0 més. En otra realizacion, la vida media to de
la composicién de polipéptido de anticuerpo es aumentada en 5X o mas, p.e.,
10X, 156X, 20X, 25X, 30X, 40X, o mas. En ofra realizaci6n, la vida media ta de
la composicion de polipéptido de anticuerpo es aumentada en 50X o mas.

En otra realizacion, el polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG tiene
una vida media ta de 0.25 a 6 horas, inclusive. En otra realizacién, la mida
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media to estd en el rango de 30 minutos a 12 horas, inclusive. En otra
realizacion, la vida media ta de la composicién de polipéptido de anticuerpo
esta en el rango de 1 a 6 horas.

En otra realizacion, la vida media tp de la composicion de polipéptido de
anticuerpo es aumentada en 10% o mas. En otra realizacion, la vida media tp
de la composicién de polipéptido de anticuerpo es aumentada en 50% o mas.
En otra realizacion, la vida media tf de la composicion de polipéptido de
anticuerpo es aumentada en 2X o mas. En otra realizacion, la vida media t de
la composicion de polipéptido de anticuerpo es aumentada en 5X o mas, p.e.,
10X, 15X, 20X, 25X, 30X, 40X, o mas. En otra realizacioén, la vida media tp de
la composicién de polipéptido de anticuerpo es aumentada en 50X o mas.

En otra realizacién, la composicion de polipéptido de anticuerpo tiene
una vida media tp de 1 a 170 horas, inclusive. En otra realizacion, la vida media
B esta en el rango de 12 a 48 horas, inclusive. En otra realizacion, la vida

media tf esta en el rango de 12 a 26 horas, inclusive.

Adicionalmente, o alternativamente a los criterios adicionales, la
presente invencion provee una composicién que contiene dAb, que comprende
un ligando de acuerdo con la invencion que tiene un valor de AUC (area bajo la
curva) en el rango de 1 mg.min/ml o mas. En una realizacién, el extreme
inferior del rango es 5, 10, 15, 20, 30, 100, 200 o 300 mg.min/mi.
Adicionalmente, o alternativamente, un ligando o composicion de acuerdo con
la invenciéon tiene un AUC en el rango de hasta 600 mg.min/ml. En una
realizacion, el extreme superior del rango es 500, 400, 300, 200, 150, 100, 750
50 mg.min/ml. Concenientemente, un ligando de acuerdo a la invencion tendra
un AUC en el rango seleccionado del grupo que consiste de los siguientes: 15
a 150 mg.min/ml, 15 a 100 mg.min/ml, 15 a 75 mg.min/ml, y 15 a 50 mg.min/ml.

En otra realizacion, los polipéptidos de anticuerpo descritos aqui pueden
estar enlazados a albimina de suero humana (HSA), que también tiene el
efecto de aumentar la vida media in vivo de la molécula. Las secuencias
codificadoras de la albumina de suero humana se pueden obtener mediante
PCR usando cebadores derivados de la secuencia de cADN disponible en el
GenBank Acceso No. NM0O00477. Tales secuencia sde codificacion pueden
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estar fusionadas a la secuencia de codificacién para un polipéptido anti-CD40L
monovalente como se describe aqui, y la fusién puede ser expresada por el
experto en la técnica.

En otra realizacién, la vida media ta. de la composicién de polipéptido de
anticuerpo humano enlazado a HSA es aumentada en 10% o mas.

En otra realizacion, la vida media ta de la composicién de polipéptido de
anticuerpo humano enlazado a HSA esté en el rango de 0.25 horas a 6 horas.

En otra realizacién, la vida media tp de la composicién de polipéptido de
anticuerpo humano enlazado a HSA es aumentada en 10% o mas

En otra realizacion, la vida media tp de la composicion de polipéptido de
anticuerpo humano enlazado a HSA est4 en el rango de 12 a 48 horas. En otra
realizacién, el polipéptido de anticuerpo humano comprende una secuencia de
amino acido seleccionada del grupo que consiste de las SEQ ID NOs 7-82 y
246-360.

En otra realizacién, el polipéptido de anticuerpo humano inhibe el enlace
de CD40L a CD40 con un ICsp en el rango de 20 pM a 1.5 uM, inclusive; El ICs
para la inhibicion del enlace de CD40L a CD40 en cualquier realizacién descrita
aqui se mide preferiblemente como se describe en el Ejemplo 6. El ICsy puede
estar preferiblemente en el rango de 20 pM a 1 uM, 20 pM a 900 nM, 20 pM a
800 nM, 20 pM a 700 nM, 20 pM a 600 nM, 20 pM a 500 nM, 20 pM a 400 nM,
20 pM a 300 nM, 20 pM a 200 nM, 20 pM a 100 nM, o 20 pM a 50 nM. Rangos
adicionales aceptables o prefendos incluyen, por ejemplo, 50 pM a 1 pM, 100
pM a 500 nM, 125 pM a 250 nM, 150 pM a 200 nM, 150 pM a 100 nM y 200 pM
a 50 nM.

En otra realizacién, el polipeptido de anticuerpo esta fusionado a un
segundo polipéptido de anticuerpo que se enlaza a un ligando diferente a
CD40L. En una realizacion preferida, el polipéptido de anticuerpo que se enlaza
a un ligando diferente de CD40L, se enlaza a un ligando seleccionado del
grupo que consiste de HSA, TNFa, IL-1 , IL-2, IL4, IL-6, IL- 8, IL-12, IL-18, IFN-
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v. CD2, CD4, CD8, CTLA4, LFAI, LFA3, VLA4, CD80 (B7-1), CD28, CD86 (B7-
2), y CTLA-4.

En otra realizacién, el polipéptido de anticuerpo humano esta libre de un
dominio Fc. Los limites de un dominio Fc estan indicados en in Kabat et al
(1991, Sequences of Immunological Interest, 5a ed. U.S. Dept. Health & Human
Services, Washington, D.C; incorporada aqui para referencia). En la alternativa,
un dominio Fc consiste de las regiones CH2-CH3, que incluyen opcionalmente
una regién bisagra enlazada al CH2. En una realizacién preferida, el polipéptido
de anticuerpo humano no media la agregacién de plaquetas en un ensayo de
agregacion de plaquetas estandar.

La invencién abarca ademas un polipéptido de anticuerpo humano que
tiene una secuencia de amino &cido al menos 85% idéntica a una secuencia
seleccionada del grupo que consiste de las SEQ ID NOs 7-82 y 246-360, cuyo
polipéptido de anticuerpo se enlaza especificamente y monovalentemente a
CD40L. La invencién abarca ademas un polipéptido que se enlaza a antigeno,
el polipéptido comprende un dominio variable de inmunoglobulina sencillo que
se enlaza especificamente y monovalentemente a CD40L. Dicho en otras
palabras, la Invencién abarca ademas un polipéptido que comprende una mitad
que se enlaza especificamente a CD40L, cuya mitad consiste de un dominio
variable de inmunogtobulina sencillo.

En una realizacién, el polipéptido consiste de un dominio variable de
inmunoglobulina sencillo.

En otra realizacion, el polipéptido tiene un Kd para CD40L humano en el
rango de 50 nM a 20 pM, inclusive, determinado mediante resonancia de
plasmén superficial. Por ejemplo, el Kd para CD40L humano puede ser de 25
nM a 20 pM, 10 nM a 20 pM, 5 nm a 20 pM, 1 nM a 20 pM, 0.5 nM a 20 pM, 0.1
nM a 20 pM, 75 pM a 20 pM o incluso 50 pM a 20 pM.

En otra realizacién, el polipéptido inhibe el enlace de CD40L a CD40
En otra realizacién, el polipéptido inhibe el enlace de CD40 a CD40L y

tiene un ICsp en el rango de 20 pM a 1.5 uM, inclusive. Por ejemplo, el ICsq
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puede estar en el rango de 20 pM a 1 uM, 20 pM a 900 nM, 20 pM a 800 nM,
20 pM a 700 nM, 20 pM a 600 nM, 20 pM a 500 nM, 20 pM a 400 nM, 20 pM a
300 nM, 20 pM a 200 nM, 20 pM a 100 nM, o 20 pM a 50 nM. Rangos
adicionables aceptables o preferidos incluyen, por ejemplo, 50 pM a 1 uM, 100
pM a 500 nM, 125 pM a 250 nM, 150 pM a 200 nM, 150 pM a 100 nM y 200 pM
a 50 nM.

En otra realizacidon, el enlace del polipéptido a CD40L no agoniza
sustancialmente la actividad de CD40 y/o CD40L.

En otra realizacion, el enlace del polipéptido a CD40L no induce
sustancialmente la fosforilacién JNK en células T Jurkat. En otra realizacién, el
enlace del polipéptido a CD40L no induce sustancialmente la secrecion de IFN-

y por células T Jurkat co-estimuladas con anticuerpo anti-CD3.

En otra realizacion, la presencia del polipéptido de anticuerpo en un
ensayo de agregacion de plaguetas estandar no produce agregacion en mas
del 25% sobre la abregacioén observada en un ensayo de control negativo sin
polipéptido de anticuerpo.

En otra realizacion, el dominio variable de inmunoglobulina sencillo es un
dominio variable de inmunoglobulina sencillo humano.

En otra realizacion, el dominio variable de inmunoglobulina sencillo es un

dominoi Vy 0 uno V.

En una realizacién, el polipéptido estd enlazado a PEG. En una
realizacion, el PEG estd enlazado covalentemente. En una realizacion
preferida, el polipéptido de enlace a anticuerpo, enlazado a PEG tiene un
tamario hidrodinamico de al menos 24 kD. En otra realizacion preferida, el PEG
esta enlazado al polipéptido de enlace a antigeno en un residuo de cisteina o
lisina. En otra realizacién preferida, el tamafio total del PEG es de 20 a 60 kD,
inclusive. En otra realizacion preferida, el polipéptido de enace a antigeno,
enlazado a PEG tiene un tamado hidrodindmico de al menos 200 kD.
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En otra realizacién, el polipéptido enlazado a PEG tiene una vida media
in vivo aumentada con relacién a la misma composicion de polipéptido que no
tiene polietilen glicol enlazado. En ofra realizacion, la vida media ta de la
composicion de polipéptido es aumentada en 10% o mas. En otra realizacion,
la vida media ta de la composicion de polipéptido es aumentada en 50% o mas.
En otra realizacion, la vida media ta de la composicién de polipéptido es
aumentada en 2X o mas. En otra realizacion, la vida media ta de la
composicién de polipéptido es aumentada en 56X o mas, p.e., 10X, 15X, 20X,
25X, 30X, 40X, o méas. En otra realizacién, la vida media ta de la composicion
de polipéptido es aumentada en 50X o mas.

En otra realizacion, el polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG tiene
una vida media ta de 0.25 a 6 horas, inclusive. En otra realizacion, vida media
ta estd en el rango de 30 minutos a 12 horas, inclusive. En otra realizacion,
vida media ta de la composicion de polipéptido esta en el rango de 1 a 6 horas.

En otra realizacion, la vida media tp de la composicion de polipéptido es
aumentada en 10% o mas. En ofra realizacion, la vida media t§ de la
composicién de polipéptido es aumentada en 50% o mas. En otra realizacion,
la vida media tp de la composicién de polipéptido es aumentada en 2X o mas.
En otra realizacion, la vida media tp de la composicién de polipéptido es
aumentada en 5X o mas, p.e., 10X, 16X, 20X, 26X, 30X, 40X, o mas. En otra
realizacion, la vida media tp de la composiciéon de polipéptido es aumentada en
50X o mas.

En otra realizacién, la compaosicién de polipéptido de anticuerpo tiene
una vida media tp de 1 a 170 horas, inclusive. En otra realizacion, la vida media
tp est4 en el rango de 12 a 48 horas, inclusive. En otra realizacion, vida media

tp esta en el rango de 12 a 26 horas, inclusive.

En otra realizacién, la composicion tiene un valor de AUC {(area bajo la
curva) en el rango de 1 mg.min/ml 0 mas. En una realizacion, el extreme
inferior del rango es 5, 10, 15, 20, 30, 100, 200 o 300 mg.min/ml.
Adicionalmente, o alternativamente, un ligando o composicién de acuerdo con
la invencién tiene un AUC en el rango de hasta 600 mg.min/ml. En una

17



10

15

20

25

30

35

\59

realizacion, el extreme superior del rango es 500, 400, 300, 200, 150, 100, 75 0
50 mg.min/ml. Convenientemente, un ligando de acuerdo con la invencion
tendrd un AUC en el rango seleccionado del grupo consistente de los
siguientes: 15 a 150 mg.min/ml, 15 a 100 mg.min/ml, 15 a 75 mg.min/ml, y 15 a
50 mg.min/ml.

En otra realizaciéon, el polipéptido de anticuerpo esta enlazado a
albimina de suero humana (HSA). En ofra realizacion, el polipéptido de
anticuerpo tiene una vida media in vivo aumentada con relacién a la misma
composiciébn de polipéptido sin HSA enlazado. En ofra realizacion, el
polipéptido de anticuerpo tiene una vida media ta that es aumentada en 10% o
mas con relacibn a una molécula que no tiene HSA enlazado. En otra
realizacidn, la vida media ta de la composicién de polipéptido esta en el rango
de 0.25 minutos a 6 horas. En otra realizacién, la vida media tf de la
composicion de polipéptido es aumentada en 10% o mas. En otra realizacion,
la vida media tp esta en el rango de 12 a 48 horas.

En otra realizacién, el polipéptido que se enlaza a antigeno comprende
una secuencia de amino acido seleccionada del grupo que consiste de las SEQ
ID NOs 7-82 y 246-360.

En otra realizacion, el polipéptido que se enlaza a antigeno esta libre de

un dominio Fc.

En otro aspecto, la invencion abarca un polipéptido de dominio variable
de inmunoglobulina que tiene una secuencia de amino acido al menos 85%
idéntica a una secuencia seleccionada del grupo que consiste de las SEQ 1D
NOs 7-82 y 246-360, cuyo polipéptido se enlaza especificamente vy
monovalentemente a CD40L.

En una realizacion, el polipéptido de dominio variable de
inmunoglobulina antagoniza el enlace de CD40L a CD40.

En ofra realizacion, el polipéptido de dominio variable de
inmunoglobulina inhibe el enlace de CD40 a CD40L y tiene un ICs en el rango

de 20 pM a 1.5 uM, inclusive. Por ejemplo, el ICsy puede estar en el rango de
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20 pM a 1 uM, 20 pM a 900 nM, 20 pM a 806 nM, 20 pM a 700 nM, 20 pM a
600 nM, 20 pM a 500 nM, 20 pM a 400 nM, 20 pM a 300 nM, 20 pM a 200 nM,
20 pM a 100 nM, o 20 pM a 50 nM. Rangos adicionales aceptables o preferidos
incluyen, por ejemplo, 50 pM a 1 uM, 100 pM a 500 nM, 125 pM a 250 nM, 150
pM a 200 nM, 150 pM a 100 nM y 200 pM a 50 nM.

En otra realizacién, el polipéptido de dominio variable de
inmunoglobulina inhibe la interaccion de CD40 con CD4OL, pero no agoniza
sustancialmente la sefializacion intracelular por CD40. En una realizacion
preferida, el enlace del polipéptido a CD40L no induce sustancialmente la
fosforilacién JNK en células T Jurkat. En otra realizacion preferida, el enlace del
polipéptido a CD40L no induce sustancialmente la secrecion de IFN-y por
células T Jurkat co-estimuladas con anticuerpo anti-CD3. En otra realizacion
preferida, el enlace del polipéptido de anticuerpo a CD40L no induce
sustancialmente la agregacién de plaquetas enun ensayo de agregacion de
plaquetas.

En otra realizacién, el polipéptido que se enlaza a antigeno comprende
ademdas un segundo polipéptido de anticuerpo que se enlaza a un ligando
diferente de CD40L. En una realizacién preferida, el segundo polipébtido de
anticuerpo se enlaza a un ligando seleccionado del grupo que consiste de HSA,
TNFa, IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, IFN-y, CD2, CD4, COS, CTLA4,
LFA1, LFA3 y VLA4,

En una realizacion, la invencién se relaciona con un polipéptido de
anticuerpo que comprende un dominio variable de inmunogiobulina que se
enlaza especificamente y monovalentemente a CD40L (p.e., un dAb anti-
CD40L, FAD, un scFv, un Fv, o un Fv enlazado a disulfuro), y que comprende
una 0 mas regiones de marco que comprenden una secuencia de amino acido
que es la misma que la secuencia de amino acido de una regibn de marco
comrespondiente codificada por un segmento de gen de anticuerpo de linea
germinal humana, o la secuencia de amino 4cido de una o mas de dichas
regiones de marco comprende colectivamente hasta 5 diferencias de amino
acido con relacion a la secuencia de amino acido de dicha regién de marco
correspondiente codificada por un segmento de gen de anticuerpo de linea
germinal humana.
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En una realizacién, la secuencia de amino acidos de FW1, FW2, FW3 y
FW4 del dominio variable anti-CD40L o dAb son las mismas que la secuencia
de amino &cidos de regiones de marco correspondientes codificadas por un
segmento de gen de anticuerpo de linea germinal humana, o la secuencia de
amino acidos de FW1 , FW2, FW3 y FW4 colectivamente contienen hasta 10
diferencias de amino acido con relacion a la secuencia de amino acidos de las
regiones de marco correspondientes codificadas por dicho segmento de gen de
anticuerpo de linea geminal humana. En una realizacion adicional, la
secuencia de amino acidos de FW1, FW2 y FW3 del dominio vriable anti-
CD40L o dAb son las mismas que la secuencia de amino acidos de regiones de
marco correspondientes codificadas por segmentos de gen de anticuerpo de
linea germinal humana.

En una realizacién adicional de la anterior, el segmento de gen de
anticuerpo de linea germinal humana puede ser seleccionado del grupo que
consiste de DP47, DP45. DP48 y DPKS9.

La invencién abarca ademas un método para antagonizar el enlace de
CD40 a CD40L en un individuo, el método comprende administrar un
polipéptido de anticuerpo anti-CD40L monovalente como se describe aqui al
individuo, en donde el polipéptido aniagoniza el enlace de CD40 a CD40L en el

individuo.

La invencién abarca ademas un método para antagonizar una actividad
de CD40 o CD40L en un individuo, el método comprende administrar un
polipéptido de anticuerpo anti-CD40L monovalente como se describe aqui al
individuo, en donde el polipéptido antagoniza una actividad de CD40 o CD40L
o0 ambas.

La invencién abarca ademas una composicibn que comprende una
formulacién de liberacion prolongada que comprende un polipéptido de
anticuerpo anti-CD40L monovalente. preferiblemente, pero sin limitarse a, un
polipéptido que comprende un dominio variable de inmunoglobulina sencillo
que se enlaza a CD40L. En una realizacién, el dominio variable de
inmunoglobulina sencillo es un dominio variable de inmunoglobulina sencillo
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mamifero no humano. En oftra realizacion, el dominio variable de
inmunoglobulina sencillo es un dominio variable de inmunoglobulina sencillo

humano.

La invencion abarca ademas un método para tratar o prevenir una
enfermedad o trastorno mediado por CD40L en un individuo en necesidad de
tal tratamiento, el método comprende administrar al individuo una cantidad
terapéuticamente efectiva de una composicién que comprende un polipéptido
de anticuerpo anti-CD40L monovalente, preferiblemente una composicion que
comprende un dominio variable de inmunoglobulina humana sencillo que se
enlaza a CD40L. En una realizacién, la enfermedad o trastorno es una

enfermedad o trastorno autoinmune.

La invencién abarca ademé&s un método para tratar o prevenir un
sintoma de lupus eritematoso sistémico (SLE) en un individuo, el método
comprende administrar un polipéptido de anticuerpo anti-CD40L monovalente a
dicho individui en una cantidad efectiva para tratar o prevenir un sintoma de
SLE. La invencién abarca ademas un método para reducir o eliviar un sintoma
de una enfermedad tal como lupus eritematoso sintético, esclerosis muftiple,
artritis reumatoide, rechazo de aloinjerto, rechazo de xenoinjerto, y Diabetes,
incluyendo Diabetes Tipo | dependiente de insulina.

La invencibn abarca ademas un polipéptido de anticuerpo que es
monovalente para el enlace a CD40L, en donde el polipéptido de anticuerpo
comprende un marco universal.

En una realizacidn, el marco universal comprende un marco Vy
seleccionado del grupo que consiste de DP47, DP45 y DP38, y/o el marco V,
es DPK9.

En otra realizacién, el polipéptido de anticuerpo comprende un sitio de
enlace de ligando genérico. En otra realizacion, el sitio de enlace de ligando se

enlaza a un ligando genérico seleccionado del grupo que consiste de proteina
A, proteina L y protelna G.
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En otra realizacién, el polipéptido de anticuerpo comprende un dominio
variable que tiene una o mas regiones de marco que comprenden una
secuencia de amino acido que es la misma que la secuencia de amino 4cido de
la regién de marco correspondiente codificada por un segmento de gen de
anticuerpo de linea germinal humana, o la secuencia de amino &acidos de una o
mas regones de marco comprende colectivamente hasta 5 diferencias de
amino acido con relacién a la secuencia de amino &cido de la region de marco
correspondiente codificada por un segmento de gen de anticuerpo de linea
germinal humana.

En otra realizacién, el polipéptido de anticuerpo comprende un dominio
variable, en donde la secuencias de amino acido de FW1, FW2, FW3 y FW4
son las mismas que la secuencias de amino acido de regiones de marco
correspondientes codificadas por un segmento de gen de anticuerpo de linea
germinal humana, o las secuencias de anticuerpo de FW1, FW2, FW3 y FW4
contienen colectivamente hasta 10 diferencias de amino acido con relacion a
las secuencias de amino &cido de regiones de marco correspondientes
codificadas por el segmento de gen de anticuerpo de linea germinal humana.

En ofra realizacion, el polipéptido de anticuerpo comprende un dominio
variable de anticuerpo que comprende regiones FW1, FW2 y FW3, vy la
secuencia de amino acido de dichas FW1, FW2 y FW3 son las mismas que las
secuencias de amino acido de regiones de marco correspondientes codificadas
por segmentos de gen de anticuerpo de linea germinal humana. En ofra
realizacién, el segmento de gen de anticuerpo de linea germinal humana es
seleccionado del grupo que consiste de DP47, DP45, DP48 y DPKO.

La invencién incluye un polipéptido de dominio variable sencillo de
anticuerpo que se enlaza a CD40L, en donde el polipéptido tiene una
secuencia de amino acido que es idéntica a la secuencia de amino acido de
DOMB8-24, o difiere de la secuencia de amino acido de DOM8-24 en no mas de
25 posiciones de amino acido y tiene una secuencia que es al menos 80%
homéloga a la secuencia de DOM3-24. En una realizacion, el polipéptido de
dominio variable sencillo de anticuerpo difiere de la secuencia de amino acido
de DOM8-24 en 25 oo menos posiciones de amino acido, 20 o menos
posiciones de amino acido, 15 0 menos posiciones de amino acido, 10 o menos
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posiciones de amino 4cido, 5 0 menos posiciones de amino acido, 2 o menos
posiciones de amino &cido, o tan poco como una posicién de amino &cido. En
una realizacion, el polipéptido de dominio variable sencillo de anticuerpo es al
menos 80% homdlogo a la secuencia de DOMB8-24, por ejemplo, al menos 85%
homélogo, al menos 90% homélogo, al menos 95% homélogo, y hasta e
incluyendo 96%, 97%, 98%, o 99% homdlogo.

La invencién incluye un polipéptido de dominio variable sencillo de
anticuerpo que se enlaza a CD40L, en donde el polipéptido tiene una
secuencia de amino acido que es idéntica a la secuencia de amino acido de
DOMB8-24, o difiere de la secuencia de amino acido de DOM8-24 en no mas de
25 posiciones de amino acido y tiene una secuencia de CDR1 que es al menos
50% homoéloga a la secuencia de CDR1 de DOM8-24, o tiene una secuencia de
CDR2 que es al menos 50% homéloga a la secuencia de CDR2 de DOM8-24,
o tiene una secuencia de CDR3 que es al menos 50% homéloga a la secuencia
de CDR3 de DOMB8- 24.

La invencién también incluye un polipéptido de dominio variable sencillo
de anticuerpo que se enlaza a CD40L, en donde el dAb tiene una secuencia de
amino acido que es idéntica a la secuencia de amino acido de DOMS8-24, o
difiere de la secuencia de amino acido de DOM8-24 en no mas de 25
posiciones de amino acido y tiene una secuencia de CDR1 que es al menos
50% homologa a la secuencia de CDR1 de DOM8-24 y tiene una secuencia de
CDR2 que es al menos 50% homdloga a la secuencia de CDR2 de DOM8-24.

La invencién también incluye un polipéptido de dominio variable sencillo
de anticuerpo que se enlaza a CD40L, en donde el dAb tiene una secuencia de
amino acido que es idéntica a la secuencia de amino acido de DOMB8-24, o
difiere de la secuencia de aminc acido de DOM8-24 en no mas de 25
posiciones de amino acido y tiene una secuencia de CDR2 que es al menos
50% homologa a la secuencia de CDR2 de DOM8-24 y tiene una secuencia de
CDR3 que es al menos 50% homologa a la secuencia de CDR3 de DOMB8-24.

La invencién también incluye. un polipéptido de dominio variable sencillo
de anticuerpo que se enlaza a CD40L, en donde el dAb tiene una secuencia de
amino &cido que es idéntica a la secuencia de amino acido de DOM8-24, o
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difiere de la secuencia de amino acido de DOM8-24 en no mas de 25
posiciones de amino acido y tiene una secuencia de CDR1 que es al menos
50% homologa a la secuencia de CDR1 de DOMB8-24 y tiene una secuencia de
CDR3 que es al menos 50% homologa a la secuencia de CDR3 de DOM8-24.

La invencién también incluye un polipéptido de dominio variable sencillo
de anticuerpo que se enlaza a CD40L, en donde el dAb tiene una secuencia de
amino acido que es idéntica a la secuencia de amino acido de DOM8-24, o
difiere de la secuencia de amino acido de DOM8-24 en no mas de 25
posiciones de amino Acido y tiene una secuencia de CDR1 que es al menos
50% homéloga a la secuencia de CDR1 de DOMB8-24 y tiene una secuencia de
CDR2 que es al menos 50% homéloga a la secuencia de CDR2 de DOM8-24 y
tiene una secuencia de CDR3 que es al menos 50% homologa a la secuencia
de CDR3 de DOMB8-24.

En una realizacién, el polipéptido de dominio variable sencillo de
anticuerpo que se enlaza a CD40L, si no es idéntico en secuencia al de DOM8-
24, difiere de la secuencia de amino acido de DOMB8-24 en 25 o menos
posiciones de amino acido, 20 o menos posiciones de amino acido, 15 o0 menos
posiciones de amino &cido, 10 o menos posiciones de amino &cido, 5 0 menos
posiciones de amino acido, 2 0 menos posiciones de amino &cido, o tan poco
como una posicion de amino acido.

La invencién también incluye un antagonista de CD40L que tiene una
secuencia de CDR1 que es al menos 50% homologa a la secuencia de CDR1
de DOM8-24.

La invencién también incluye un antagonista de CD40L que tiene una
secuencia de CDR2 que es al menos 50% homdloga a la secuencia de CDR2
de DOM8-24.

La invencién también incluye un antagonista de CD40L que tiene una

secuencia de CDR3 que es al menos 50% homdéloga a la secuencia de CDR3
de DOM8-24.
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La invencién también incluye un antagonista de CD40L que tiene una
secuencia de CDR1 que es al menos 50% homdloga a la secuencia de CDR1
de DOM8-24 y una secuencia de CDR2 que es al menos 50% homéloga a la
secuencia de CDR2 de DOMB8-24.

La invencién también incluye un antagonista de CD40L que tiene una
secuencia de CDR2 que es al menos 50% homéloga a la secuencia de CDR2
de DOMB8-24 y una secuencia de CDR3 que es al menos 50% homéloga a la
secuencia de CDR3 de DOM8-24.

La invencion también incluye un antagonista de CD40L que tiene una
secuencia de CDR1 que es al mencs 50% homéloga a la secuencia de CDR1
de DOMB8-24 y una secuencia de CDR3 que es al menos 50% homdloga a la
secuencia de CDR3 de DOMB8-24.

La invencién también incluye un antagonista de CD40L que tiene una
secuencia CDR1 que es al menos 5§0% homdloga a la secuencia de CDR1 de
DOM8-24 y una secuencia de CDR2 que es al menos 50% homdloga a la
secuencia de CDR2 de DOM8-24 y una secuencia de CDR3 que es al menos
50% homoéloga a la secuencia de CDR3 de DOM8-24.

En una realizacion, el antagonista de CD40L inhibe el enlace de CD40 a
CD40L, y/o inhibe una actividad de CD40 y/o CD40L, y/o produce mo mas del
25% de agregacion de plaquetas en un ensayo de agregacion de plaquetas. En
una realizacion, el antagonista produce una agregacién de plaquetas de 25% o
menos, 20% o menos, 15% o menos, 10% o menos, 5% o menos, y tan poco

como cero agregacion de plaquetas.

La invenciéon también incluye un ligando especifico dual que comprende
un primer dominio variable sencillo de inmunoglobulina que tiene una
especificidad de enlace a un primer antigeno y un segundo dominio variable
sencillo que tiene una actividad de enlace a un segundo antigeno, en donde el
primer antigeno es CD40L y el enlace del segundo dominio variable sencillo al
segundo antigeno actia para aumentar la vida media del ligando in vivo. En
una realizacion, el ligando especifico dual es una inmunoglobulina IgG de
cuatro cadenas.
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En una realizacion, la IgG de cuatro cadenas comprende dos ligandos
especificos duales, dichos ligandos especlficos duales son diferentes en sus

dominios variables.

La invencidn también incluye un ligando especifico dual que comprende
un dAb CDL40 anti-humano y un dAB anti-SA.

En una realizacion, los dAbs son dominios Vi camélidos.

En una realizacion del igando especifico dual, ya sea (i) el primer y
segundo dominios variables de inmunoglobulina son dominios variables de
cadena pesada; o (i) el prnmer y segundo dominios variables de
inmunoglobulina son dominios variables de cadena ligera.

En una realizacién, el ligando se provee como una inmunogiobulina I1gG
que comprende cuatro dominios variables sencillos de cadena pesada o cuatro
dominios variables sencillos de cadena ligera. La cadena pesada puede
comprender dominios VHH camélidos.

En una realizacién adicional del ligando especifico dual, el primer y
segundo dominios se enlazan independientemente, de forma que el ligando
especifico dual puede enlazarse simultineamente a los antigenos primero y
segundo

En una realizacién del ligando especifico dual, el primer dominio variable
sencillo tiene una constante de disociacién (Kd) de 1x10® M o menos para
CD40L humano, y una constante de velocidad Kes de 1x107s' o menos,
determinada mediante resonancia de plasmén superficial.

En una realizacién del ligando especifico dual, el segundo dominio
vanable sencillo es especlfico para albimina de suero (SA) y tiene una

constante de disociacion (Kd) de 1nM a 500 pm para SA, determinada

mediante resonancia de plasmoén superficial.
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En una realizacién adicinal, el segundo dominio se enlaza a SA en un
enayo de enlace de ligando estandar con un IC50 de 1nM a 500uM. El
segundo dominio vanable sencillo puede ser especifico para SA, y comprende
la secuencia de amino acido de MSA-16 o una secuencia que es al menos 80%
homdloga a este. Alternativamente, el segundo dominio variable sencillo puede
ser especifico para SA, y comprende la secuencia de amino acido de MSA-26 o
una secuencia que es al menos 80% homologa a este.

En una realizacioén del ligando especifico dual, el dominio variable de
anti-CD40L o dAb comprende un marco universal. El dominio variable de anti-
CD40L o dAb puede también comprender un marco V4 seleccionado del grupo
que consiste de DP47, DP45 y DP38; o un marco V. que es DPKS. En una
realizacion adicional, el ligando especifico dual 0 dAb puede comrender un sitio
de enlace para un ligando genérico.

En una realizacién, el sitio de enlace de ligando genérico es
seleccionado del grupo que consiste del sitio de enlace de proteina A, proteina
L y protelna G.

En una realizaciéon del ligando especifico dual, el dominio variable de
anti-CD40L o dAb comprende una o mas regiones de marco que comprenden
una secuencia de amino acido que es la misma que la secuencia de amino
acido de una regié de marco correspondiente codificada por un segmento de
gen de anticuerpo de linea germinal humana, o la secuencia de amino acido de
una o mas de dichas regiones de marco comprende colectivamente hasta 5
diferencias de amino acido con relacién a la secuencia de amino acido de dicha
region de marco codificada por un segmento de gen de anticuerpo de linea
germinal humana.

En una realizacion, las secuencias de amino acido de FW1, FW2, FW3 y
FW4 del dominio variable de ant-CD40L o dAb son las mismas que las
secuencias de amino acido de regiones de marco correspondientes codificadas
por un segmento de gen de anticuerpo de linea germinal humana, o las
secuencias de amino A&cido de FW1, FW2, FW3 y FW4 contienen
colectivamente hasta 10 diferencias de amino acido con relacién a las
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secuencias de amino acido de regiones de marco correspondientes codificadas
por dicho segmento de gen de anticuerpo de linea germinal humana.

En una realizacién, ias secuencias de amino acido de dichos FW1, FW2
y FW3 del dominio variable de anti-CD40L o dAb son las mismas que las
secuencias de amino acido de regiones de marco correspondientes codificadas
por segmentos de gen de anticuerpo de linea germinal humana. Los
segmentos de gen de anticuerpo de linea germinal humana son
preferiblemente seleccionados del grupo que consiste de DP47, DP45, DP48 y
DPK9.

La invencion también incluye un método para producir un ligando
especifico dual como se describe aqui, que comprende un primer dominio
variable sencillo de inmunoglobulina que tiene una especificidad de enlace para
CD40L y un segundo dominio variable sencillo de inmunoglobuhna que tiene
una expecificidad de enlace para una proteina que aumenta la vida media del
ligando in vivo, el método comprende los pasos de: seleccionar un primer
dominio variable por su habilidad para enlazarse a CD40L; seleccionar un
segundo dominio variable por su habilidad de enlazarse a dicha proteina;
combinar los dominios variables; y seleccionar el ligando por su habilidad para
enlazarse a CD40L y dicha proteina.

En una realizacion, el primer dominio variable se selecciona por
enlazarse a CD40L en ausencia de un dominio variable complementario.

La invencion también incluye acido nucleico que codifica un ligando
especifico dual descrito aqui. El 4cido nucleico puede comprender |la secuencia
de acido nucleico de MSA-16 0 una secuencia que es al menos 80% homologa
a este, o alternativamente puede comprender la secuencia de acido nucleico de
MSA-26 o una secuencia que es al menos 70% homodloga a este. El 4cido
nucleico puede ser incorporado en un vector, que puede ser incorporado en
una célula hospedera.

La invencién también incluye una composicion farmacéutica que

comprende un ligando especifico dual como se describe aqui y un excipiente,
vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.
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La invencion también incluye un monémero de dAb especifico para
CD40L, cuyo monémero tiene una constante de disociacién (Kd) de 1x10® Mo
menos para CD40L humano, y una constante de velocidad Kqs de 1x10%™ o
menos, determinada mediante resonancia de plasmén superficial.

En una realizacién, el mondmero de dAb especifico para CD40L tiene
una constante de disociacién (Kd) de 1x107 M o menos, determinada mediante
resonancia de plasmoén superficial.

En una realizacion, el mondmero de dAb tiene especificidad de enlace a
CD40L con una constante de disociacion (Kd) de 1x10® M o menos,
determinada mediante resonancia de plasmon superficial.

En una realizacion, el mondmero de dAb tiene una especificidad de
enlace a CD40L con una constante de disociacién (Kd) de 50nM a 20pM,
determinada mediante resonancia de plasmén superficial.

En una realizacion, el mondmero inhibe el enlace de CD40 a CD40L con
un ICsq de 50nM o menos.

En una realizacién adicional, el monémero de dAb tiene especificidad de
enlace a CD40L con una constante de velocidad Ko de 1x107s™ o menos,
1x10*s”? o menos, 1x10%s' o menos, o 1x10%™" o menos, determinada
mediante resonancia de plasmén superficial.

En una realizacién, el monémero de dAb neutraliza CD40L en un ensayo
estandar con un NDS0O de 50nM o menos.

La invencién también incluye un ligando especifico dual que comprende
primer y segundo dominios variables sencillos de cadena pesasa, o primer y
segundo dominios variables sencillos de cadena ligera, en donde el primer
dominio variables es un monédmero de dAb anti-CD40L.

En una realizacion, el segundo dominio variable tiene especificidad de
enlace para un antigeno diferente de CD40L.
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En una realizacion adicional, el segundo dominio variable tiene
especificidad de enlace para un antigeno seleccionado del grupo que consiste
del receptor EPO, ApoE, Apo-SAA, BDNF, Cardiotrofina-1, EGF, receptor de
EGF, ENa-78, Eotaxina, Eotaxina-2, Exodus-2, EpoR, FGF-acido, FGF-basico,
factor de crecimiento de fibroblasto-10, ligando de FLT3, Fractalquina (CX3C),
GDNF, G-CSF, GM-CSF, GF-b1, insulina, IFN-g, IGF-I, IGF-I, IL-1a, IL-1b, IL-
2, IL-3, IL4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8 (72 a.a.), IL-8 (77 a.a.), IL-9, IL-10, IL-11, IL-
12, IL-13, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18 (IGIF), Inhibina a, Inhibina b, IP-10, factor de
crecimento de queratinocito-2 (KGF-2), KGF, Leptina, LIF, linfotactina,
sustancia inhibidora mulleriana, factor inhibidor de colonia de monocito,
proteina atractora de monocito, M-C5F, MDC (67 a.a.), MDC (69 a.a.), MCP-1
(MCAF), MCP-2, MCP-3, MCP-4, MDC (67 a.a.), MIG, MIP-1a, MIP-1b, MIP-3a,
MIP-3b, MIP-4, factor-1 inhibidor progenitor mieloide (MPIF-1), NAP-2,
Neurturina, factor de crecimiento nervioso, b-NGF, NT-3, NT-4, Oncostatina M,
PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PF4, RANTES, SDF1a, DFG1b SCF, SCGF,
factor de células tallo, (SCF), TARC, TGF-a, TGF-b, TGF-b2; TGF-b3, factor de
necrosis de tumor (TNF), TNF-a, TNF-b, receptor | de TNF, receptor Il de TNF,
TNIL-1, TPO, VEGF, receptor 1 de VEGF, receptor 2 de VEGF, receptor-3 de
VEGF, GCP-2, GRO/MGSA, GRO-b, GRO-g, HCCI, 1-309, HER 1, HER 2,
HER 3, HER 4, sitio de reconocimiento de TACE, TNF BP-1, TNF BP-Il, y un
antigeno revelado en el Anexo 2 0 3.

La invencion también incluye un polipéptido de anticuerpo que
antagoniza o inhibe el enlace de DOM8-24 a CD40L, o un polipéptido de
anticuerpo que se enlaza al mismo epitopo de CD40L enlazado por DOM8-24.

La invencién también incluye un ligando especifico dual que comprende
un primer dominio variable sencillo de inmunoglobulina que tiene una
especificidad de enlace a un primer antigeno y un segundo dominio variable
sencillo que tiene una actividad de enlace a un segundo antigeno, en donde el
primer antigeno es CD40L y el segundo dominio variable sencillo es un
antigeno de superficie de Célula que Presenta Antigeno o un antigeno de
superficie de célula T. El antigeno de superficie de Céiula que Presenta
Antigeno se puede seleccionar de uno del grupo que consiste de antigenos de
superficie de célula dendritica, antigenos de superficie de macréfago activado,
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antigenos de superficie de célula B activada, antigenos de superficie de la ruta
de sefial co-estimuladora, y MHC.

En una realizacion, el MHC es clase ll, y [a clase Il puede ser alfa o beta.

El antigeno de superficie de Célula que Presenta Antigeno puede ser
seleccionado del grupo que consiste de CD28, molécula coestimuladora
inducible (ICOS), CD27, CD30, OX40, CD45, CD69, CD3, CD70, logando de
molécula coestimuladora inducible (ICOSL), OX40L, CD80, CD86, HVEM
(Mediador de Entrada el Virus del Herpes), y LIGHT, pero es preferiblemente
uno de CD28, molécula coestimuladora inducible (ICOS), CD27, CD30, OX40,
CD45, CD69, o CD3.

El antigeno de superficie es preferiblemente un antigeno de superficie
del gen B7 tal como B7-2 0 B7-1.

Definiciones:

Como se usa aqui, el término "humano" cuando se aplica a un
polipéptido de anticuerpo o a un dominio variable de inmunoglobulina significa
que el polipéptido tiene una secuencia derivada de una inmunoglobulina
humana. Una secuencia es "derivada de” una secuencia de codicidacion de
inmunoglobulina humana cuando la secuencia es cualquiera de: a) aislada de
un individuo humano o de células o una linea celular de in individuo humano; b)
aislada de una biblioteca de secuencias de gen de anticuerpo humano clonado
(o una biblioteca de secuencias de dominio V de anticuerpo humano);, o c)
cuando se usd una secuencia de gen de anticuerpo humano (o una secuencia
de regién V humana clonada (incluyendo, p.e., un segmento de gen V de linea
germinal)) para generar una 0 mas secuencias diversificadas que fueron luego
seleccionadas para el enlace a un antigeno objetivo deseado. El término
"humano" aplicado aqui a un polipéptido de anticuerpo o a un dominio variable
de inmunoglobulina no abarca una inmunoglobulina de otras especies, p.e.,
ratbn, camello, etc., que ha sidc "humanizada" a través de injerto de
secuencias de region constante humanas en un polipéptido de anticuerpo (i.e.,
reemplazando regiones constantes no humandas con regiones constantes
humanas) o a través del injerto de secuencias de marco de regién V humana

31



10

15

20

25

30

35

A4

en un dominio variable de inmunoglobulina de un mamifero no humano {p.e.,
reemplazando regiones de marco no humanadas de un dominio V con regiones
de marco humanas).

Como minimo, un dominio variable humano tiene al menos 85% de
similitud de amino acido (incluyendo, por ejemplo, 87%, 90%, 93%, 95%, 97%,
99% o mayor similitud) a una secuencia de dominio variable de
inmunecglobulina humana que se encuentra naturalmente.

Como se usa aqui, el término "dominio" se refiere a una estructura de
proteina plegada que retiene su estructura terciaria independientemente del
resto de la proteina. Generalmente, los dominios son responsables de las
propiedades funcionales discretas de las proteinas, y en muchos casos pueden
ser agregados, removidos o transferidos a otras proteinas sin perder la funcién
del resto de la proteina y/o del dominio.

Por "dominio variable de inmunoglobulina sencillo” siginifica un dominio
de polipéptido plegado que comprende una secuencia caracteristica de
dominios variables de inmunoglobulina y que se enlaza especificamente a un
antigeno (p.e., constante de disociacién de 500 nM o menos). Por lo tanto, un
"dominio variable de inmunoglobulina sencillo" incluye dominios variables
completos de anticuerpo asi como dominios variables modificados, por ejemplo
en los cuales una o mas asas han sido reemplazadas por secuencias que no
son caracteristicas de dominios variables de anticuerpo, o dominios variables
de anticuerpo que han sido truncados o comprenden extensiones de N o C
terminal, asi como fragmentos plegados de dominios variables que retienen
una constante de disociacion de 500 nM o menos (p.e., 450 nM o menos, 400
nM o menos, 350 nM o menos, 300 nM o menos, 250 nM o menos, 200 nM o
menos, 150 nM o menos, 100 nM o menos) y la especificidad de enatigeno
objetivo del dominio de longitud total. Cuando sea necesario, o en caso de
alguna duda, la convencién de numeracion y limites indicados por Kabat et al.
(1991, supra) son aplicables a los dominios variables y constantes de
inmunoglobulina referidos aqui.

Un polipéptido de dominio variable sencillo de anticuerpo, como se usa
aqui se refiere a un polipéptido de deminio variable de inmunoglobulina sencillo
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mamlifero, preferiblemente humano, pero también incluye de roedor (por
ejemplo, como se revela en WO00/29004, cuyos contenidos estan
incorporados aqul en su totalidad) o dAbs de Vuq camélido. dAbs camélidos
son polipéptidos de dominio variable sencillo de anticuerpo que son derivados
de especies que incluyen camello, llama, alpaca, dromedario, y guanaco, y
comprende anticuerpos de cadena pesada naturalmente carentes de cadena
hgera: Vyy. Las moléculas Vyy son aproximadamente 10x mas pequefas que
las moléculas IgG, y como polipéptidos sencillos, son muy estables, resisten
condiciones extremas de pH temperatura. Mas adn, los polipéptido de dominio
variable sencillo de anticuerpos camélidos son resistentes a la accion de las
proteasas. Los anticuerpos camélidos estan descritos en, por ejemplo, Pat.
U.S. Nos. 5,759,808; 5,800,988; 5,840,526; 5,874,541; 6,005,079; y 6,015,695,
cuyos contenidos de cada una estan incorporados aqui en su totalidad. Los
polipéptidos de dominio variable sencillo de anticuerpo de Vyy camélido Utiles

. de acuerdo con la invencién incluyen una clase de polipéptidos de dominio

variable sencillo de anticuerpo camélidos que tienen secuencias del tipo
humano, en donde la clase esta caracterizada porque los dominios Va4 portan
un amino acido del grupo que consiste de glicina, alanina, valina, leucina,
isoleucina, prolina, fenilalanina, tirosina, triptofan, metionina, serina, treonina,
asparagina, o glutamina en la posicion 45, tal como por ejemplo L45, y
comprenden ademas un triptofan en la posicion 103 de acuerdo con la
numeracién Kabat. Los polipéptidos deVyy camélido humanizados son
ensefados, por ejemplo en WO04/041862, cuyas ensefanzas estan
incorporadas aqui e su totalidad. El experto en la técnica entendera que los
polipéptidos de dominio variable sencillo de anticuerpo camélidos que se
encuentran naturalmente pueden ser modificados de acuerdo con las
ensefianzas de W004/041862 (p.e., sustituciones de amino acido en las
posiciones 45 y 103) para generar polipéptidos de Vyy camélido humanizado.
También se incluyen en la presente invencién los polipéptido de dominio
variable sencillo de anticuerpos que son de Vyy de tiburén nodriza. Los dAbs
de tiburén nodriza son polipéptidos de dominio variable sencillo de anticuerpo
derivados de tiburdn nodriza, que comprenden anticuerpos de cadena pesada
carentes naturalmente de cadena ligera: Vun. Los dAbs de Va4 de tiburén
nodriza estan descritos, por ejemplo, en Greenberg et al. (Nature 374 pp 168-
173 1995) y U.S. 20050043519.
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La frase "polipéptido de dominio variable de inmunoglobulina sencillo"
abarca no solamente un polipéptido de dominio variable de inmunoglobulina
sencillo, sino también polipéptidos mas grandes que comprenden un
mondémero de una secuencia de polipéptido de dominio variable de
inmunoglobulina sencillo. Un "anticuerpo de dominio" o "dAb" es equivalente a
un "polipéptido de dominio variable de inmunoglobulina sencillo” segun el
término se usa aqui. Con respecto a un polipéptido de dominio variable de
inmunoglobulina sencillo, el enlace a antigeno, p.e., CD40L, es mediado por el
dominio V de inmunoglobulina sencillo sin un requerimiento de un dominio V
complementario.

De acuerdo con la invencion, se entiende que los términos "polipéptido
de dominio variable sencillo de anticuerpo”, "dominio vanable sencillo de
anticuerpo”, "dominio vanable de anticuerpo sencillo”, y “dominio variable de
inmunoglobulina sencillo” son equivalentes.

Como se usa aqui, la frase "secuencia caracteristica de dominios
variables de inmunogiobulina” se refiere a una secuencia de amino acido que
es homologa, en 20 o mas, 25 o mas, 30 o mas, 35 0 mas, 40 o mas, 45 o mas,
o incluso 50 o mas amino acidos contiguos, a una secuencia comprendida por

una secuencia de dominio variable de inmunoglobulina.

Las secuencias similares u homélogas (p.e., al menos aproximadamente
70% de identidad de secuencia) a las secuencias reveladas aqul también
hacen parte de la invencién. En algunas realizaciones, la identidad de
secuencia al nivel de amino acido puede ser aproximadamente 80%, 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mayor. Al nivel de
acido nucleico, la identidad de secuencia puede ser aproximadamente 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o
mayor. Altemativamente, existe idenlidad sustancial cuando los segmentos de
acido nucleico hidridardn bajo condiciones de hibridacion selectiva (p.e.,
condiciones de hibridacion de muy alta severdidad), al complemento de la
cadena. Los acidos nucléicos pueden estar presentes en células enteras, en un
hsado de célula, o en una forma parcialmente purificada o sustancialmente

pura.
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Como se usa aqul, los términos "homologia™ o "similitud” se refieren al
grado en el cual dos nucleotidos o secuencias de amino acido se asemejan
estructuralmente entre si. Como se usa aqui, "similitude” de secuencia es una
medida del grado al cual las secuencias de amino acidos comparten residuos
de amino acido similares en posiciones correspondientes en una alineacion de
las secuencias. Los amino acidos son similares entre sl cuando sus cadenas
laterales son similares. Especificamente, "similitud" abarca amino acidos que
son sustitutos conservativos entre si. Una sustitucion “"conservativa" es
cualquier sustitucién que tiene un puntaje positive en la matriz de sustitucion
blosum62 (Hentikoff y Hentikoff, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915-
10919). Por el enunciado "secuencia A es n% similar a la secuencia B" se
entiende que n% de las posiciones de una alineacion global optima entre las
secuencias A y B consiste de amino acidos idénticos o sustituciones
conservativas. Las alineaciones globales Optimas pueden realizarse usando los
siguientes parametros en el algoritmo de alineacién de Needleman-Wunsch:

Para polipéptidos:

Matriz de sustitucion: blosum62.

Funcién de puntaje de espacio: -A -B*LG, en donde A = 11 (la sancién
de espacio), B = 1 (la sancién de longitud de espacio)} y LG es la longitud del

espacio.

Para secuencias de nucleotido:

Matriz de sustitucién: 10 para coincidencias, 0 para no coincidencias.

Funcién de puntaje de espacio: -A -B*LG, en donde A = 50 (la sancién
de espacio), B = 3 (la sancién de longitud de espacio) y LG es la longitud del

espacio.

Las sustituciones conservativas tipicas estan entre Met, Val, Leu y lle;
entre Ser y Thr; entre los residuos Asp, Glu y Asn; entre los residuos Gin, Lys y
Arg; o los residuos aromaticos Phe y Tyr.

Como se usa aqui, dos secuencias son "homélogas" o "similares” antre
sl cuando tienen al menos 70%, 80%, o 85% de similitud de secuencia entre si,
incluyendo, p.e., 90%, 95%, 97%, 99% o incluso 100% de similitud de
secuencia, cuando se alinean usando el algoritmo de Needleman-Wunsch o el
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algoritmo de "secuencias BLAST 2" descrito por Tatusova & Madden, 1999,
FEMS Microbiol Lett. 174:247-250. Cuando las secuencias de amino acido son
alineadas usando el “algoritmo de secuencias BLAST" la matriz Blosum 62 es
la matnz por defecto.

Como se usa aqul, los términos “inhiben”, “inhibe” e “inhibido” se refieren
a una disminucién en una actividad dada medible (p.e., actividad de enlace) en
al menos 10% con relacion a una reterencia. Cuando se desea una inhibicion,
tal inhibicién is preferiblemente al menos 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90% o mas, hasta e incluyendo 100%, p.e., inhibicion completa o
ausencia de la actividad dada. Una forma de inhibicién de enlace de CD40L a
CD40 se mide como se describe en el Ejemplo 6 de la presente. Como se usa
aqul, el término “inhibe sustancialmente” se refiere a una disminucién de una
actividad dada medible {(p.e., el enlace de CD40L a CD40) en al menos 50%
con relacién a una referencia. Por ejemplo, "inhibe sustancialmente” se refiere
a una disminucién en una actividad dada medible de al menos 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% y hasta e incluyendo 100% con relacion
a una referencia. Como se usa aqui, "inhibe el enlace”, con referencia al enlace
de un polipéptido de anticuerpo que se enlaza a CD40L, o enlace de CD40 a
CD40L, se refiere a una disminucidn en el enlace en al menos 10% con
relacién a una referencia. "Inhibe el enlace" se refiere preferiblemente a una
disminucién en el enlace de al menos 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,
90% o mas, hasta e incluyendo 100%.

Como se usa aqui, los términos "activan", "activa" y "activado”™ se
refieren a un aumento en una actividad dada medible en al menos 5% con
relacion a una referencia, por ejemplo, al menos 10%, 25%, 50%, 75% o
incluso 100%.

Como se usa aqui, el térming "antagonista” se refiere a un agente que
inhibe al menos una actividad mediada por CD40L, inhibe el enlace de CD40 a
CDA40L, y/o no produce mas de 25% de activacién de plaquetas y/o agregacion
en un ensayo de agregacion de plaquetas o ensayo de activacion de plaquetas
como se describe aqui, y preferiblemente produce 25% o menos activacion y/o
agregacion de plaquetas, 20% o menos, 15% o menos, 10% o menos, 5% o
menos, y tan bajo como cero activacidn y/o agregacion de plaquetas. Una

36

MY



10

15

20

25

30

35

3¢

actividad es "antagonizada” si la actividad (i.e., actividad mediada por CD40L,
enlace de CD40 o CD40L, o activacién y/o agregacién de plaquetas) es
reducida en al menos 10%, y preferiblemente al menos 20%, 30%, 40%, 50%,
60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 97% o incluso 100% (i.e., no actividad) en la
presencia, con relacion a la ausencia de un antagonista. Un antagonista como
el término que se usa agui comprende preferiblemente un dominio variable de
inmunoglobulina sencillo que se enlaza monovalentemente a CD40L.

Como se usa aqui, el término "agonista" se refiere a un agente que
activa al menos una actividad mediada por CD40L, ya sea solo o cuando esta
combinado con otro co-estimulo, con relacién a una referencia. Una actividad
es "agonizada"” si la actividad es aumentada en al menos 10%, p.e., 50%, en la
presencia, con relacion a la ausencia de un agonista.

Como se usa aqui, el término "epltopo” se refiere a una unidad de
estructura convencionalmente enlazada por un par Vy/VL de inmunoglobulina.
Los epitopos definen el sitio de enlace minimo para un anticuerpo, y asi
representan el objetivo de especificidad de un anticuerpo. En el caso de un
dominio variable de inmunoglobulina sencillo, un epitopo representa la unidad
de estructura enlazada por un dominio variable sencillo en aislamiento. Esto es,
el sitio de enlace es proporcionado por un dominio variable de inmunoglobulina
sencillo.

Como se usa aqui, el término "liberacion prolongada” o los términos
equivalents ‘liberacion controlada" o "liberacibn lenta” se refiere a
formulaciones de farmaco que liberan el farmaco activo, tal como un farmaco
de polipéptido, durante un periodo de tiempo siguiendo a la administracion a un
individuo. La liberacién prolongada de farmacos de polipéptido, que puede
ocurrie durante un rango de tiempos deseados, p.e., minutos, horas, dias,
semanas 0 mas, dependiendo de la formulacién del farmaco, esta en contraste
a las formulaciones estandar en las cuales la unidad de dosis entera esta
disponible para absorcion inmediata o distribucion inmediata mediante el
torrente sanguineo. Las formulacion de liberacion prolongada preferidas
producen un nivel de farmaco circulante de una sola administracion que es
sostenido, por ejemplo, por 8 horas 0 mas, 12 horas o mas, 24 horas o mas, 36
horas o mas, 48 horas 0 mas, 60 hotas o mas, 72 horas 0 mas 84 horas o mas,
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96 horas 0 mas, o incluso, por ejemplo, por 1 semana o 2 semanas 0 mas, por
ejemplo, 1 mes 0 mas.

Como se usa aqui, una "actividad de CD40L" es una actividad que
involucra o resulta del enlace de CD40L a CD40, e incluye, pero no se limita al
enlace a CD40 (ensayado, por ejemplo, de acuerdo con el método descrito en
el Ejemplo 6), activacion de la Quinasa Jun-N-terminal (JNK), la induccién de
células T para producie y secretar citocinas incluyendo, por ejemplo, IL-10, IFN-
y ¥ TNF-a, y la mediacién de activacion y/o agregacion de plaquetas. Los

ensayos para estas actividades se proporcionan aqui mas adelante.

Como se usa aqul, el término "no agoniza sustancialmente” significa que
un agente dado, p.e., un polipéptido de anticuerpo anti-CD40L, no active una o
mas de las acitividades de CD40L incluyendo activacion de quinasa Jun-N-
terminal (fosforilacion) en células T Jurkat e inducciéon de la produccion o
secrecion de IFN-y en células T Jurkat estimuladas con anti-CD3, segun la
definicidn del témino "activa" aqui. Como se usa aqui, "no agoniza
sustancialmente” significa que el agente no activa mas del 20% de la actividad
que es activada por el enlace de CD40 a CD40L, preferiblemente, el agente no
activa mas del 10%, 8%, 5%, 3%, o mas del 2% o menos, incluyendo
activacion cero, de la actividad que es activada por el enlace de CD40 a
CD40L.

Como se usa aqul, el término "polipéptido de anticuerpo” se refiere a un
polipéptido que es ya sea un anticuerpo o es una parte de un anticuerpo,
modificado o no modificado, que retiene la habiidad de enlazar
especificamente el antigeno. Asi, el término polipéptido de anticuerpo incluye
un dimero de enlace a antigeno de cadena pesada, cadena ligera, cadena
pesada-cadena ligera, fragmento Fab, fragmento F(ab')2, dAb, o un fragmento
Fv, incluyendo Fv de cadena sencilla (scFv). La frase "polipéptido de
anticuerpo” pretende abarcar polipéptidos de fusion recombinants que
comprenden una secuencia de polipéptido de anticuerpo que retiene la

habilidad de enlazar especificamente al antigeno en el contexto de la fusion.

Como se usa aqui, el término "monovalente” significa que un polipéptido
de anticuerpo o polipéptido de dominio variable de inmunoglobulina sencillo
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dado puede enlazar solamente una molécula sencilla de su objetivo. Los
anticuerpos que se encuentran naturaimente son generalmente divalentes, en
que tienen dos brazos de enlace a antigeno funcionales, cada uno comprende
un dominio VH y uno VL. Cuando la hindrancia estérica no es un problema, un
anticuerpo divalente puede enlazar dos moléculas separadas del mismo
antigeno. En contrast, un anticuerpo “monovalente” tiene la capacidad de
enlazar solamente una de tales moléculas de antigeno. Como se usa aqui el
término, un anticuerpo “monovalente” también puede comprender mas de un
sitio de enlace a antifeno, p.e., dos sitios de enlace a antigeno, pero los sitios
de enlace debe ser para diferentes antigenos, de forma que el anticuerpo
puede solamente enlazar una molécula de CD40L una vez. El dominio de
enlace a antigeno de un anticuerpo monovalente puede comprende un dominio
Vh v uno V, pero comprende preferiblemente solamente un dominio variable
de inmunoglobulina sencillo, p.e., un dominio V4 0 uno Vi, que tiene la
capacidad de enlazarse a CD40L sin la necesidad de un dominio VL 0 Vy
correspondiente, respectivamente. Un anticuerpo monovalente carece de la
capacidad de entrecruzar moléculas de un solo antigeno.

Como se usa aqui, el término "ensayo de agregacion de plaquetas
estandar" significa el ensayo descrito en la seccion de mas adelante, titlulada
"Ensayo de Agregacion de Plaquetas”.

Como se usan aqui, los términos "domino V4" y “dominio V" se refiere a
regiones variables de inmunoglobulina definidas por Kabat et al. (supra), que
esta incorporada aqui para referencia.

Como se usa aqui, "enlazado" se refiere a la unién de una mitad de
polimero, tal como PEG a un residuo de amino acido de un polipéptido de
anticuerpo. La unién de un polimero de PEG a un residuo de amino acido de un
polipéptido de anticuerpo, p.e., un dAb anti-CD40L, es referido como
"PEGilacién” y se puedelograr usando varias mitades de unidn de PEG
incluyendo, pero sin limitarse a éster activo de N-hidroxilsuccinimida (NHS),
propionato de succinimidilo (SPA), maleimida (MAL), vinil sulfona (VS), o tiol.
Un polimero de PEG, u otro polimero, puede estar enlazado a un polipéptido de
anticuerpo en una posicién predeterminada, o pueden estar enlazados
aleatoriamente a una molécula de polipéptido de anticuerpo. Se prefiere, sin
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embargo, que el polimero de PEG est& enlazado a un polipéptido de anticuerpo
en una posicion predeterminada. Un polimero de PEG puede estar enlazado a
cualquier residuo de un polipéptido de anticuerpo, sin embargo, es preferable
que el polimero esté enlazado a una lisina o cistelna, que se encuentra
naturalmente en el polipéptido de anticuerpo, o que ha sido disefiado en el
polipéptido de anticuerpo, por ejemplo, mediante mutagénesis de un residuo
que se encuentra naturalmente en el polipéptido de anticuerpo a una cisteina o
lisina. El enlace a PEG también puede estar mediado a través de un enlazante
de péptido unido a un polipéptido de anticuerpo. Esto es, la mitas PEG puede
estar unida a un enlazante de péptido fusionado a un polipéptido de anticuerpo,
en donde el enlazante provee el sitio, p.e., una cistelna o lisina libre, para la
unién de PEG. Como se usa aqui, "enlazado" también se puede referir a la
asociacion de dos o mas polipéptidos de anticuerpo, p.e., monémeros dAb,
para formar un dimero, trimero, tetramero, u otro multimero. Los monémeros
de polipéptido de anticuerpo pueden ser enlazados para formar un multimero
mediante varios métodos conocidos en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse
a, expresién de los monémeros de polipéptido de anticuerpo como una proteina
de fusién, enlace de dos 0 mas mondmeros mediante un enlazante de péptido
entre mondmeros, o mediante unidn quimica de monémeros después de la
traslacion, ya sea entre sl directamente, o0 a través de un enlazante mediante
enlaces disulfuro, o mediante enlace a una mitad enlazante di-, tri- o
multivalente (p.e., un PEG de brazos multiples). Aunque los muiltimeros de dAb
estan contemplados especificamente aqul, p.e., en el conexto de
construcciones de polipéptido de anticuerpo duales o multiespecificas, se
enfatiza que para cualquiera construccién dada de polipéptido de anticuerpo, el
constructo debe ser solamente capaz de enlazar una molécula de CD40L, p.e.,
las construcciones pueden tener solamente un elemento de enlace a CD40L, y
no pueden entrecruzar CD40L.

Como se usa aqui, "polimero” se refiere a una macromolécula elaborada
por la repeticion de unidades monoméricas, y puede referirse a un polimero
sintético o que se encuentra naturalmente tal como polimero de polialquileno,
polialquenileno o polioxialquileno de cadena lineal o ramificada opcionalmente
sustituido o un polisacarido ramificado o no ramificado. Un "polimero” como se
usa aqul, se refiere especificamente a un poli(etilen glicol), poli(proplen glicol),
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o polivinil alcohol) opcionalmente sustituido o de cadena ramificada y derivados

de los mismos.

Como se usa aqul, "PEG" o "polimero de PEG" se refiere a polietilen
glicol, y mas especificamente se puede referir a una forma derivatizada de
PEG, incluyendo, pero sin limitarse a ésteres activos N-hidroxilsuccinimida
(NHS) de PEG tales como propionato de succinimidilo, ésteres activos de
benzotriazol, PEG derivatizado con maleimida, vinil sulfonas, o grupos tiol.
Formulaciones de PEG particulares pueden incluir PEG-O-CH2CH2CH2-CO2-
NHS; PEG-0-CH2-NHS; PEG-O-CH,CH2-CO2-NHS; PEG-S-CH;CH2-CO-NHS;
PEG-0O2CNH-CH(R)-CO2-NHS; PEG-NHCO-CH,CH-CO-NHS; y PEG-O-CH;-
CO2-NHS; en donde R es ((CH2)s)NHCO2(mPEG). Los polimeros de PEG dtiles
en la invencidn pueden ser moléculas lineales, 0 pueden ser ramificadas, en
donde multiples mitades PEG estan presentes en un solo polimero. Algunas
confirmaciones de PEG particularmente preferidas que son Utiles en la
invencién incluyen, pero no se limitan a las siguientes:
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Como se usa aqui, un "reactivo selectivo a sulfhidrilo” es un reactivo que

es util para la unién de un polimero de PEG a un amino 4cido que contiene tiol.

Los grupos tiol del residuo cisteina son partiocularmente utiles para la

5 interaccion con un reactivo selectivo a sulfhidrilo. Reactivos selectivos a
sulfhidnlo que son dtles para tal union inicluyen, pero no se limitan a
maleimida, vinil sulfona, y tiol. El uso de reactivos selectivos a sulfhidrilo para el
acoplamiento a residuos de cisteina es conocido en la técnica y puede ser
adaptado segin se necesite, de acuerdo con la presente invencion (Ver Eg.,

10 Zalipsky, 1995, Bioconjug. Chem. 6:150; Greenwald et al., 2000, Crit. Rev.
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Ther. Drug Carrier Syst. 17:101; Herman et al., 1994, Macromol. Chem. Phys.
195:203).

La unién de PEG u otro agente, p.e., HSA, a un polipéptido de
anticuerpo o a un polipéptido de dominio variable de iInmunoglobulina sencillo
como se describe aqui, preferiblemente no deteriorara la habilidad del
polipéptido para enlazar especificamente a CD40L. Esto es, polipéptido de
anticuerpo o polipéptido de dominio variable de inmunoglobulina sencillo
enlazado a PEG retendra will su actividad de enlace con relacién a una
contraparte no enlazada a PEG. Como se usa aqul, "retiene actividad " se
refiere a un nivel de actividad de un polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG
que es al menos 10% del nivel de actividad de un polipéptido de anticuerpo no
enlazado a PEG, preferiblemente al menos 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80% y hasta 90%, preferiblemente hasta 95%, 98%, y hasta 100% de la
actividad de un polipéptido de anticuerpo no enlazado a PEG, que comprende
el mismo dominio o dominios de enlace a antigeno. Mas especificamente, la
actividad de un polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG comparada con un
dominio variable de anticuerpo no enlazado a PEG debe ser determinada en
una base molas de polipéptido de anticuerpo; esto es, nimeros equivalentes de
moles de cada uno de los polipéptidos de anticuerpo enlazado a PEG y no
enlazado a PEG, se deben usar en cada ensayo. Para determinar si un
polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG particular "retiene la actividad”, se
prefiere que la actividad del polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG sea
comparada con la actividad del mismo polipéptido de anticuerpo en la ausencia
de PEG.

Como se usa aqui, el término "vida media in vivo" se refiere al tiempo
que tarda la concentraciéon en suero de un ligando (p.e., un dominio variable de
inmunoglobulina sencillo) en reducirse al 50%, in vivo, por ejemplo debido a la
degradacion del ligando yfo depuracion o secuestro del ligando por
mecanismos naturales. Los polipéptidos de anticuerpo o polipéptidos de
dominio variable de inmunoglobulina sencillo anti CD40L de ia presente pueden
ser estabilizados in vivo y su vida media ser aumentada mediante el enlace a
moléculas, tales como PEG, que resisten la degradacién y/o depuracion o
secuestro. La vida media de un palipéptido de anticuerpo se aumenta si su
actividad funcional persiste, in vivo, por un periodo mayor que un polipéptido de
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anticuerpo similar que no esta enlazado a un polimero de PEG. Tipicamente, la
vida media de un polipéptido de anticuerpo PEGilado es aumentada en 10%,
20%, 30%, 40%, 50% o mas con relacién a un polipéptido de anticuerpo no
PEGilado. Son posibles aumentos en el rango de 2x, 3x, 4x, 5x, 10x, 20x, 30x,
40x, 50x o méas de la vida media. Alternativamente, 0 en adicién, son posibles
aumentos en el rango de hasta 30x, 40x, 50x, 60x, 70x, 80x, 90x, 100x, 150x
de la vida media. De acuerdo con la invencién, un dominio variable sencillo de
anticuerpo enlazado a PEG tiene una vida media entre 0.25 y 170 horas,
preferiblemente entre 1 y 100 horas, mas preferiblemente entre 30 y 100 horas,
y aiin mas preferiblemente entre 50 y 100 horas, y hasta 170, 180, 190, y 200
horas o mas.

Como se usa aqui, "resistente a la degradacién" o ‘"resiste la
degradacién” con respecto a un monémero o multimero de polipéptido de
anticuerpo enlazado a PEG u otro polimero significa que el monomero o
multimero de polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG u otro polimero es
degradado en no mas del 10% cuando es expuesto a pepsina a pH 2.0 por 30
minutos y preferiblemente no se degrada.

Como se usa aqui, “tamafio hidrodinamico” se refiere al tamano
aparente de una molécula (p.e., una molécula de proteina) basado en la
difusién de la molécula a través de una solucién acuosa. La difusién, o mocién
de una proteina a través de la solucién puede ser procesada para deriver un
tamafio aparente de la proteina, en donde el tamafio estga dado por el "radio
de Stokes" o "radio hidrodinamico" de la particula de proteina. El "tamafio
hidrodinamico" de una proteina depende de la masa y la forma (conformacion),
de forma que dos proteinas que tienen la misma masa molecular pueden tener
diferentes tamafos hidrodinamicos con base en la conformacién global de la
protelna. El tamafio hidrodindmico se mide, por ejemplo, mediante
cromatografia de exclusiéon por tamafio. El tamafio hidrodinamico de un
polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG, p.e., un dominio variable de
inmunoglobulina sencillo (incluyendo multimeros de dominio variable de
anticuerpo como se describen aqui), puede estar en el rango de 24 kDa a 500
kDa; 30 a 500 kDa; 40 a 500 kDa; 50 a 500 kDa; 100 a 500 kDa; 150 a 500
kDa; 200 a 500 kDa; 250 a 500 kDa; 300 a 500 kDa; 350 a 500 kDa; 400 a 500
kDa y 450 a 500 kDa. Preferiblemente, el tamafic hidrodinamico de un
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polipéptido de anticuerpo PEGilado de la invencién es de 30 a 40 kDa; 70 a 80
kDa o 200 a 300 kDa. Cuando se desea un polipéptido de dominio variable de
inmunoglobulina sencillo para uso en aplicaciones de imagen, el polipéptido
debe tener un tamafio hidrodinamico entre 50 y 100 kDa. Altemativamente,
cuando se desea un polipéptido de dominio variable de inmunoglobulina
sencillo para aplicaciones terapéuticas, la preparacion de polipéptido debe
tener un tamafio hidrodindmico mayor de 200 kDa.

Como se usa aqui, el término "ICs" se refiere a la concentracion de un
inhibidor necesana para inhibir una actividad dada en 50%. El ICs se
determina ensayando una actividad dada, p.e., enlace de CD40L a CD40, en la
presencia de diferentes cantidades del inhibidor (p.e., polipéptido de anticuerpo
anti-CD40L monovalente), y graficando la concentracién de inhibidor versus la
actividad que es marcada. El enlace de CD40L a CD40 se mide aqui mediante
el método descrito en el Ejemplo 6. Alternativamente se puede usar SPR.

Como se usa aqul, el término "fusionado a un polipéptido de anticuerpo”
significa que un polipéptido est4 fusionado a un anticuerpo dado a través de
técnicas de ADN recombinantes. Asi, un anticuerpo "fusionado a otro"
polipéptido, p.e., a otro anticuerpo de especificidad de enlace diferente, no
existe en la naturaleza y es generado a través de medios recombinantes. El
término "fusionado a un polipéptido de anticuerpo” también abarca el enlace de
un polipéptido a un polipéptido de anticuerpo dado mediante, por ejemplo,
disuifuro u otros enlaces quimicos, en donde el polipéptido fusionado no se
encuentra naturalmente fusionado al polipéptido de anticuerpo. Los metodos
recombinantes y quimicos de fusién de un polipéptido a otro polipéptido, p.e., a
un anticuerpo, son bien conocidos en la técnica.

Como se usa aqul, el término "dominio Fc" se refiere a las secuencias de
anticuerpo de regién constante que comprenden los dominios contantes CH2 y
CH3 delimitados de acuerdo con Kabat et al., supra. La porcion Fc del
polipéptido de cadena pesada tiene la habilidad de auto-asociarse, una fusion
que facilita la formacién de anticuerpos divalentes. El término “carece de un
dominio Fc" significa que un polipéptido de anticuerpo dado carece de al menos
la porcidn de un dominio Fc de inmunoglobulina (tales dominios se definen de
acuerdo con Kabat et al., supra) suficiente para mediar la dimerizacion de
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polipéptidos de anticuerpo que contienen Fc. La dimerizacion de los
polipéptidos de anticuerpo que contienen Fc se mide, por ejemplo, mediante
métodos cromatograficos por resonancia de plasmoén superficial. Un polipéptido
de anticuerpo que carece de un dominnio Fc evita las interacciones Fc-
plaqueta y por lo tanto evita la induccidn de agregacién de plaquetas.

Como se usa aqul "tratar*, "reducir, "prevenir, o "aliviar" si se
relacionan con un sintoma de enfermedad, se refiere a una disminucion del
sintoma en al menos 10% con base en un parametro clinicamente medible, o
en al menos un punto en una escala de enfermedad o severidad de sintoma
clinicamente aceptada. Como se usa aqui, el término "sintoma de
lupuseritematoso sintético" se refiere a cualquiera de los sintomas clinicamente
relevantes de SLE conocido por los expertos en la técnica. Ejemplos no
limitantes incluyen la acumulacién de autoanticuerpos IgG (p.e., contra
antigenos nucleares tales como cromatina, snRHPs (especialmente U1, Sm,
Ro/SSA y La/SSB), fosfolipidos y moléculas de superficie celular), anemia
hemolitica, trombocitopenia, leucopenia, glomerulonefritis, vasculitis, artritis, y
serositis). Una reduccién en tal sintoma es una reduccion en al menos 10% en
un parametro clinicamente medible, o en al menos un punto sobre una escada
de severidad de enfermedad clinicamente aceptable.

Como se usa aqui, la frase "se enlaza especificamente” se refiere al
enlace de un antigeno mediante un dominio variable de inmunoglobulina con
una constante de disociacion (Kd) de 1 uM o menos, medida por analisis de
resonancia de plasmén superficial usando, por ejemplo, un sistema BlAcore™
de resonancia de plasmén superficial y software de evaluacidén cinética
BlAcore™ (p.e., versién 2.1). La afinidad o Ky para una interaccion de enlace
especifico es preferiblemente aproximadamente 500 nM o menor, mas
preferiblemente aproximadamente 300 nM o menor.

Como se usa aqui, un "ligando genérico" es un ligando que se enlaza en
una proporcién sustancial de miembros funcionales en un repertorio dado, p.e.,
en una biblioteca de despliegue del fago. Asi, el mismo ligando genérico puede
enlazar muchos muembros de los repertorios sin importer sus especificidades
de ligando objetivo. En general, la presencia de un sitio de enlace de ligando
genérico functional indica que el miembro del repertorio estd expresado y
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plegado correctamente. Asi, el enlace del ligando genérico a su sitio de enlace
provee un método para preseleccionar polipéptidos funcionales de un repertorio
de polipéptidos. Ligandos genéricos incluyen, por ejemplo, Protelna A, Proteina
G y Proteina L.

Como se usa aqui, el término "marco universal" se refiere a una
secuencia de marco de anticuerpo sencillo correspondiente a las regiones de
un anticuerpo conservadas en la secuencia definida por Kabat (supra) o
correspodiente al repertorio o estructura de inmunoglobulina de linea germinal
humana definida por Chothia y Lesk, (1987) J. Mol. Biol. 196:910-917. La
invencion provee el uso de un marco sencillo, 0 un conjunto de tales marcos,
que se ha encontrado, permite la derivacién de virtualmente cualquier
especificidad de enlace mediante variacion en las regiones hipervariables

solas.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra el andlisis en gel de la calidad de CD40L marcado
con biotina usado en procedimientos de seleccidn descritos aqui, (a) 1 pg de
CD40L no biotinilado (carril 1) y 0.3 pg de biotina-CD40L (carmil 2) fueron
analizados en SDS-PAGE y detectados mediante Simply Blue Safe-Stain, (b)
0.1 ug de biotina-CD40L (camil 1) y 0.02 ug de biotina-CD40L (carril 2) fueron
detectados mediante sondeo de Western (manchado hacia el Occidente) con
Estreptavidina-HRP 1:5000.

La Figura 2 muestra una representacion grafica de una lectura de
ensayo de enlace de receptor (RBA) en respuesta a dosis, que analiza la
inhibicién del enlace CD40L a CD40-Fc por dAbs DOM-10, -20, -27, -30, -31, -
62, -77, titrados desde 1 uM hasta 10 pM. Los dAbs DOM-20, -30, y -31 son los
mas potentes con valores 1Csg de aproximadamente 8 nM.

La Figura 3 muestra una representacién grafica de una lectura de
ensayo de enlace de receptor en respuesta a dosis, que analiza la inhibicién
del enlace de CD40L a CD40-Fc por dAbs DOM-4 y DOM-5, titrados desde 1
pM hasta 500 pM. Los valores ICsy para los dAbs DOM-6 y DOM-4 son
aproximadamente 3 nM y 100 nM respectivamente.
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La Figura 4 muestra una representacion grafica de una lectura de
ensayo de enlace de receptor en respuesta a dosis, que analiza la inhibicién
del enlace de CD40L a CD40-Fc por dAb DOM- 24, titrado desde 100 nM hasta
0.5 pM. Los datos fueron ajustados a la curva usando software GraphPad
Prism.

La Figura 5 muestra la secuencia del marco Vy basado en la secuencia
de linea germinal DP47 - JH4b (SEQ ID NO: 1, secuencia de amino acido; SEQ
ID NO: 2, secuencia de nucledtido ~ se muestran las cadenas en sentido y
antisentido - SEQ ID NO: 2 es la cadena superior (sentido) y la SEQ 1D NO:
476 es la cadena inferior (anti-sentido)). Los HCDRs 1-3 se indican mediante
subrayado.

La Figura 6 muestra la secuencia del marco Vk basado en la secuencia
de linea germinal DPK9 — Jx1 (SEQ ID NO: 3, secuencia de amino acido; SEQ
ID NO: 4, secuencia de nucleotido — se muestran las cadenas en sentido y
antisentido - SEQ ID NO: 4 es la cadena superior (sentido) y la SEQ ID NO:
477 es la cadena inferior (anti-sentido)) Los LCDRs 1-3 se indicant mediante

subrayado.

La Figura 7 muestra una representacion esquematica del ensayo de
enlace de CD40L usado aqul, p.e., en el Ejemplo 6.

La Figura 8 muestra varias secuencias de codificacion de péptido de
sefial de secrecién de GAS1.

La Figura 9 muestra los resultados de un ensayo de enlace de receptor
que demuestra la afinidad de DOMB8-24cys PEGilado con PEG MAL 30 K o
PEG2-MAL 40 K.

La Figura 10 muestra los resultados de un ensayo para evaluar el enlace

simultaneo de un dimero especifico dual a HSA y CD40L (barras sombreadas).
También se muestra el enlace al antigeno BSA de control (barras sélidas).
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La Figura 11 muestra los resultados de un ensayo para evaluar el enlace
simultaneo de un Fab especifico dual a HSA y CD40L (barras sombreadas).
También se muestra el enlace al antigeno de leche en polvo descremada
(barras sélidas).

La Figura 12 muestra los resultados de un analisis FACS del efecto
inhibidor de DOM-24 monomérico (lineas punteadas grises). Las células
estimuladas de control se muestran como la linea negra sélida y un dAb de
control se muestra como la linea sélida gris.

La Figura 13 muestra los resultados de andlisis FACS del efecto
onhibidor del dAb Vi DOM-116 (linea punteada). Las células estimuladas de
control se muestran como la linea negra sélida y un dAb de control se muestra
como la linea sélida gris.

DESRIPCION DETALLADA

La invencién provee polipéptidos de anticuerpo que son monovalentes
para el enlace a CD40L. La monovalencia para el enlace de CD40L remueve la
posibilidad de entrecruzamiento que ocurre con los anticuerpos de la técnica
previa, y que juega un papel en los efectos secundarios indeseados
observados con los anticuerpos anti-CD40L monoclonales. Ademas, aunque no
se pretende limitar por ningin mecanismo especifoco o teoria, como los
polipéptidos de anticuerpo monovalentes para CD40L no pueden entrecruzarse
con CD40L, se elimina la posibilidad que el CD40L entrecruzado a su vez
entrecruce el CD40 de superficie celular y produzca el agonismo de la actividad
de sefializacién de CD40. Asl, en un aspecto preferido, los anticuerpos anti-
CD40L revelados aqui no solo inhiben o antagonizan el enlace de CD40L a
CD40, no agonizan sustancialmente ia actividad de CD40 y/o CD40L.

En un aspecto, los anticuerpos monovalentes para el enlace de CD40L
son polipéptidos de anticuerpo humanos. Los polipéptidos de anticuerpo
humanos pueden ser administrados a pacientes humanos evitando en gran
medida la respuesta inmune de anti-anticuerpo provocada usualmente por la
administracién de anticuerpos de otras especies, p.e., raton. Aunque los
anticuerpos murinos pueden ser "humanizados” injertando dominios constantes
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humanos en los dominios de enlace a antlgeno murino, los anticuerpos
humanos como se revelan aqui se producen sin la necesidad de manipulacion
genética dispendiosa y demandante en tiempo de una secuencia de anticuerpo

murino.

Polipéptidos de anticuerno monovalentes:

Las cadenas de polipéptido pesada y ligera de los anticuerpos
comprende regiones variables (V) que participant directamente en las
interacciones de antigeno, y regiones constantes (C) que proveen suporte
estructural y funcién en las interacciones especificad de no antigeno con
efectores inmunes. El dominio de enlace de antigeno de un anticuerpo
convencional est4 comprendido de dos dominios separados: un dominio
variable de cadena pesada (V) y un dominio variable de cadena ligera (V.. que
puede ser Vx o VA). El sitio de enlace de antigeno en si esta formado por seis
asas de polipéptido: tres del dominio V4 (H1, H2 y H3) y tres del dominio V.
(L1, L2 y L3). In vivo, se produce un repertorio primario diverso de genes V que
codifican los dominios Vi y V. mediante reordenamiento combinatorial de los
segmentos del gen. Las regiones C incluyen las regiones C de cadena ligera
(referidas como las regiones C,) y las regiones C de cadena pesada (referidas
como regiones Cu1, Cy2 y C43). Un anticuerpo que se encuentra naturalmente
comrpende generalmente dos dominios de enlace de antigeno y por lo tanto es

divalente.

Un ndmero de fragmentos de antigeno mas pequefios de anticuerpos
que se encuentran naturalmente han sido identificados seguida de la digestion
de proteasa. Estos incluyen, por ejemplo, el “fragmento Fab™ (Vi -C.-Cx1-Vh),
“fragmento Fab™ (un Fab con la regién bisagra de cadena pesada), y
"fragmento F(ab")," (un dimero de fragmentos Fab' unidos por la region bisagra
de cadena pesada). Se han usado métodos recombinants para generar tales
fragmentos y generar fragmentos de enlace de antigeno incluso mas
pequefios, p.e., aquellos referidos como "Fv de cadena sencilla" (fragmento
variable) o "scFv", que consiste de V_ y Vy unidos mediante u enlazante de
péptido sintético (Vi -enlazante-Vy). Los fragmentos Fab, fragmentos Fab' y
fragmentos scFv son monovalentes para el enlace de antigeno, porque cada
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uno comprende solamente un dominio de enlace de antigeno que comprende
un dimero Vy/V.. Fragmentos de anticuerpo monovalentes incluso mas
pequefios son los "anticuerpos de dominioc" o "dAbs", que comprenden
solamente un dominio variable de iInmunoglobulina sencillo, p.e., Vi 0 V, que
solo se enlaza especificamente a antigeno, p.e., sin la necesidad de un
dominio V. o V4 complementario, respectivamente.

El término "dAb" se referira aqui a un polipéptido de dominio variable de
inmunoglobulina sencillo (Vy 0 V) que se enlaza especificamente a antigeno.
Un "dAb" se enlaza a antigeno independientemente de otros dominios V; sin
embargo, un "dAb" puede estar presente en un homo- o heteromultimero con
otros dominios V4 o V. en donde no se requieren los otros dominios para el
enlace de antigeno por el dAb, p.e., cuando el dAb enlaza a antigeno
independientemente de los dominios V4 o V. adicionales. La preparacion de
dominios variables de inmunoglobulina sencillos se describe y ejemplifica aqui
mas adelante.

Los polipéptidos de anticuerpo monovalentes pueden ser generados de
diferentes formas. Por ejemplo, se puede manipular la secuencia de acido
nucleico que codifica las cadenas pesada y ligera de un anticuerpo conocido
por enlazar a CD40L para generar un numero de polipéptidos de anticuerpo
diferentes que son monovalentes para el enlace de CD40L. Asi, dadas las
secuencias que codifican los polipéptidos de cadena pesada y ligera que
constituyen un anticuerpo y metodolegias de clonaciéon molecular estandar, uno
puede generar construcciones de polipéptido de enlace de antigeno
monovalente tales como fragmentos Fab, scFv, dAbs, o incluso anticuerpos
biespecificos (p e., anticuerpos que comprenden dos mitades de enlace de
antigeno diferentes y pueden por lo tanto, enlazar dos antigenos separados,
preferiblemente simultaneamente) que son monovalentes para CD40L.

Asi, un medio para generar polipéptidos de anticuerpo monovalentes
especificos para CD40L es amplificar y expresar las regiones V4 y V, de las
secuencias de gen de cadena pesada y cadena ligera aisladas, por ejemplo, de
un hibridoma (p.e., un hibridoma de ratén) que expresa anticuerpo monoclonal
anti-CD40L. Los limites de los dominios Vi ¥ V| estan indicados por Kabat et al.
(1991, supra). La informacion en cuando a los limites de los dominios Vi y Vi
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de genes de cadena pesada y ligera se usa para designer cebadores de PCR
que amplifican el dominio V de una secuencia de codificacion de cadena
pesada o ligera que codifica un anticuerpo conocido que enlaza a CD40L. Los
dominios V amplificados son insertados en un vector de expresién adecuado,
p.e., pHEN-1 (Hoogenboom et al., 1991, Nucleic Acids Res. 19: 4133-4137) y
expresados, p.e., como una fusién de los Vu ¥y VL en un scFv u otro formano
monovalente adecuado. El polipéptido resultante es entonces seleccionado
para enlace monovalente de alta afinidad a CD40L. Para todos los aspectos de
la presente invencién, la seleccion para enlace se realiza como se conoce en la
técnica o como se describe aqul mas adelante.

Alternativamente, se pueden usar métodos de seleccion de biblioteca
para identificar proteinas de enlace especiiificas a CD40L monovalentes. La
tencologia de Despliegue del Fago (ver, p.e., Smith, 1885, Science 228: 1315;
Scott & Smith, 1990, Science 249: 386; McCafferty et al., 1990, Nature 348:
552) provee un criterio para la seleccién de polipéptidos de anticuerpo que
enlazan un objetivo desdeado entre repertorios grandes y diversos de
polipéptidos de anticuerpo. Estas bibliotecas de fago-anticuerpo pueden ser
agrupadas en dos categorfas: bibliotecas naturales que usan genes V
reordenados cosechados de células B humanas (Marks et al., 1991, J. Mol.
Biol., 222: 581; Vaughan et al., 1995, Nature Biotech., 14: 309) o bibliotecas
sintéticas por medio de las cuales los segmentos de gen V de linea germinal u
otras secuencia de codificacion de polipéptido de anticuerpo son 'reodernadas”
in vitro (Hoogenboom & Winter, 1992, J. Mol. Biol., 227: 381; Nissim et al,,
1994, EMBO J., 13: 692; Griffiths et al., 1994, EMBO J., 13: 3245; De Kruif et
al., 1995, J. Mol. Biol., 248: 97) o cuando CDRs sintéticas son incorporadas en
un gen V reordenado sencillo (Barbas et al., 1992. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
89: 4457). Los métodos que involucran paquetes de despliegue (p.e.,
despliegue del fago, despliegue de polisoma) son bien apropiados para la
seleccion de construcciones de anticuerpo especificas de CD40L monovalentes
porque generalmente expresan solamente framentos monovalentes, en lugar
de anticuerpos enteros divalentes, en los paquetes de despliegue. Los metodos
para la preparacion de bibliotecas de despliegue del fago que muestran varios
fragmentos de anticuerpo se describen en las referencias anteriores. Tales
métodos también se describen, por ejemplo, en la Patente U.S. No. 6,696,245,
que esté incorporada aqui para referencia. Los métodos descritos en la patente
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'245 involucran generalmente la aleatorizacion de regiones seleccionadas de
regiones de codificacion de ge de inmunoglobulina, en particular regiones de
codificacién Vi y VL, mientras dejan otras regiones no aleatorizadas (ver mas
adelante). La patente '245 también describe la generacién de construcciones
de scFv que comprenden dominios Vy y V inidivdualmente aleatorizados.

El gen V4 se produce mediante la recombinacion de tres segmentos de
gen, Vu, D y Ju-. En humanos, hay aproximadamente 51 segmentos Vi
funcionales (Cook y Tomlinson (1995) Immunol Today 16: 237), 25 segmentos
D funcionales (Corbett et al. (1997) J. Mol. Biol. 268: 69), y 6 segmentos Jy
funcionales (Ravetch et al. (1981) Cell 27: 583), dependiendo del haplotipo. El
segmento V4 codifica la regién de la cadena de polipéptido que forma la
primera y segunda asas de enlace de antigeno del dominio V4 (H1 y H2),
mientras que los segmentos Vi, D y Jy se combinan para formar la tercera asa
de enlace de antigeno del dominio Vy (H3).

El gen V. se produce mediante la recombinacidén de solamente dos
segmentos, V. y J.. En humanos, hay aproxmadamente 40 segmentos Vk
funcionales (Schable y Zachau (1993) Biol. Chem. Hoppe-Seyler 374: 1001), 31
segmentos VA funcionales (Williams et al. (1996) J. Mol. Biol. 264: 220;
Kawasaki et al. (1997) Genome Res. 7: 250), 5 segmentos Jx funcionales
(Hieter et al. (1982) J. Biol. Chem. 257: 1516) y 4 segmentos JA funcionales
(Vasicek y Leder (1990) J. Exp. Med. 172: 609), dependiendo del haplotipo. El
segmento V| codifica la region de la cadena de polipéptido que forma las asas
de enlace de antigeno primera y segunda del dominio Vi (L1 y L2), mientras
que los segmentos V_ y J. se combinan para formar ela tercer asa de enlace de
antigeno del dominio V. {L3). Se cree que los anticuerpos seleccionados de
este repertorio primario son suficientemente diversos para enlazar casi todos
los antigenos con al menos afinidad moderada. Los anticuerpos de alta afinidad
se producen in vivo mediante "maduracion de afinidad" de los genes
reordenados, en los cuales mutaciones puntuales son generadas y
seleccionadas por el sistema inmune son base en el enlace mejorado.

El anilisis de las estructuras y secuencias de los anticuerpos ha

mostrado que cinco de las seis asas de enlace de antigeno (H1, H2, L1, L2, L3)
poseen un nudmero limitado de conformaciones de cadena principal o
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estructuras canénicas (Chothia y Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196: 901; Chothia et
al. (1989) Nature 342: 877). Las conformaciones de cadena principal se
determinan mediante (i) la longitud de la asa de enlace de antigeno, y (i)
residuos particulares, o tipos de residuos, en ciertas posiciones clave en el asa
de enlace de antigeno y el marco del anticuerpo. El andlisis de las longitudes
de asa y residuos clave ha permitido la prediccién de las conformaciones de
cadena principal de H1, H2, L1, L2 y L3 codificadas por la mayoria de
secuencias de anticuerpo humanas (Chothia et al. (1992) J Mol. Biol. 227: 799;
Tomlinson et al. (1995) EMBO J. 14: 4628; Williams et al. (1996) J. Mol. Biol.
264: 220). Aunque la regibn H3 es mucho mas diversa en término de
secuencia, longitud y estructura, (debido al uso de segmentos D), también
forma un numero limitado de conformaciones de cadena principal para
longittudes de asa cortas que dependen de la longitud y presencia de residuos
particulares, o tipos de residuos, en posiciones claves en el asa y el marco del
anticuerpo (Martin et al. (1996) J. Mol. Biol. 263: 800; Shirai et al. (1996) FEBS
Letters 399: 1.

Aunque en un criterio, se puede agregar diversidad a repertorios
sintéticos en cualquier sitio en las CDRs de las diferentes asas de enlace de
antigeno, este criterio produce una mayor proporciéon de dominios V que no se
pliegan apropiadamente, y por lo tanto, contribuyen a una menor proporcién de
moléculas con el potencial de enlazar antigeno. Una comprensién de los
residuos que contribuyen a la conformacién de la cadena principal de las asas
de enlace de antigeno permite la identificacion de residuos especificos a
diversificar en un repertorio sintético de dominios Vy o V.. Esto es, la diversidad
se Introduce mejor en residuos que no son esenciales para mantener la
conformacion de cadena principal. Como un ejemplo, para la diversificacion del
asa L2, el criterio convencional seria diversificar todos los residuos en la CDR
correspondiente (CDR2) definida por Kabat et al. (1891, supra), unos siete
residuos. Sin embargo, para L2, se conoce que las posiciones 50 y 53 son
diversas en anticuerpos que se encuentran naturalmente y se observa que
hacen contacto con el antigeno. El criterio preferido seria diversificar solamente
aquellos residuos en esta asa. Esto representa un mejoramiento significativo en
términos de la densidad funcional requerida para crear un rango de
especificidades de enlace de antigeno.
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Las bibliotecas de polipéptido de inmunoglobulina pueden ser disefiadas
convenientemente basandose en una conformacion de cadena principal de
dominio variable predeterminado Tales bibliotecas pueden ser construldas
como se describe en la Solicitud de Patente Internacional WO 99/20749, cuyos
contenidos estan incorporados aqui por referencia. Asi, en un aspecto, un
polipéptido de anticuerpo comprende la secuencia de amino acido de un
segmento de gen de regién V de linea germinal humana dado, p.e., segmento
CD-47 de gen de linea germinal V4, o segmento DPKS de gen de linea
germinal Vk. Tales polipéptidos de region variable se pueden usar para la
produccién de scFvs o Fabs, p.e., un scFv o Fab que comprende (i) un dominio
variable de cadena pesada de anticuerpo (Vu), o fragmento de enlace de
antigeno del mismo, que comprende la secuencia de amino acido del segmento
DP-47 de linea germinal Vy ¥ (ii) un dominio variable de cadena ligera de
anticuerpo (V.), o fragmento de enlace de antigeno del mismo, que comprende
la secuencia de amino 4cido del segmento DPK49 de la linea germina V. La
diversificacion de secuencias dentro del contexto de los segmentos de gen de
linea germinal de cadena pesada y ligera, p.e., DP-47, DPK 9, DP45, DP38,
etc. pueden generar un repertorio de diversas secuencias de codificacion de
inmunoglobulina. Un criterio para la diversificacion se describe a continuacion
en el contexto de generacién de biblioteca de secuencias de dAb o scFv
diversificadas. Estos polipéptidos de region variable también pueden ser
expresados como dAbs y seleccionados por enlace de alta afinidad a CD40L.
El repertorio puede ser clonado o generado en un vector adecuado para
despliegue del fago, p.e., un vector de despliegue lambda o de bacteriéfago
filamentoso y ser entonces seleccionado por enlace a un antigeno objetivo
dado, p.e., CD40.L.

Preparacién de Polipéptidos de Dominio Variable de Inmunoalobulina Sencillos
Humanos:

Un dominio variable de inmunoglobulina sencillo es un dominio de
polipéptido plegado que comprende secuencias caracteristicas de dominios
variables de inmunoglobulina y que enlazan especificamente un antigeno (p.e.,
constante de disociacién de 500 nM o menos), y que enlazan antigeno como
un dominio variable sencillo; esto es, hay un sitio de enlace proporcionado por
un dominio variable de inmunoglobulina sencillo sin ningdn dominio variable
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compiementario. Un dominio variable de inmunoglobulina sencillo, por lo tanto,
incluye dominios variables de anticuerpo completos asi como dominios
variables modificados, por ejemplo en los cuales una o mas asas han sido
reemplazadas por secuencias que no son caracteristicas de dominios variables
de anticuerpo, o dominios variables de anticuerpo que han sido truncados o
comprenden extensiones de terminal N o C, asi como fragmentos plegados de
dominios variables que retienen una constante de disociacion de 500 nM o
menos (p.e., 450 nM o menos, 400 nM o menos, 350 nM o menos, 300 nM o
menos, 250 nM o menos, 200 nM o menos, 150 nM o menos, 100 nM o menos)
y la especificidad a antigeno objetivo del dominio de longitud total.
Preferibilemente, un dominio variable sencillo de anticuerpo Gtil en la invencion
se selecciona del grupo de Vy y Vi, incluyendo Viappa ¥ Viambda LOS dominios
variables de inmunoglobulina sencillos de uso aqui son preferiblemente
"humanos" segln se definié el término aqul.

Preparacién de Dominios variables de inmunoglobulina sencillos:

Los dominios variables de inmunoglobulina sencillos se preparan de
varias formas. Para cada uno de estos criterios se aplican métodos de
preparacion bien conocidos (p.e., amplificacién, mutacion, etc.) y manipulacion
de secuencias de acido nucleico.

Un medio para preparar dominios variables de inmunoglobulina sencillos
es amplificar y expresas la region Vy o V_ de un gen de cadena pesada o
cadena ligera para un anticuerpo clonado conocido por enlazar el antigeno
deseado. Esto es, el dominio V4 o V. de una regién de codificacion de
anticuerpo anti-CD40L conocida puede ser amplificado y expresado como un
dominio sencillo (o0 como una fusion de un dominio sencillo) y evaluado para
enlace a CD40L. Los limites de los dominios Vy ¥ V. estan indicados en Kabat
et al. (1991, supra). La informacién en cuanto a los limites de los dominios Vi y
V. de genes de cadena pesada y cadena ligera se usa para disefiar cebadores
de PCR que amplifican el dominio V a partir de una secuencia de codificacion
de cadena pesada o ligera clonada que codifica un anticuerpo conocido por
enlazar a CD40L. El dominio V amplificado es insertado en un vector de
expresion adecuado, p.e., pHEN-1 (Hoogenboom et al., 1991, Nucleic Acids
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Res. 19: 41334137) e insertado, ya sea solo o como una fusidn con otra

secuencia de polipéptido.

En un enfoque preferido, un repertorio de dominios V4 0 Vi
preferiblemente dominios V4 o V. humanos, es seleccionado mediante, por
ejemplo, despliegue del fago, en toma panoramica contra el antigeno deseado.
Los métodos para la construccién de bibliotecas de despliegue del fago y
bibliotecas de expresion de fago lambda son bien conocidos en la técnica, y
ensefiados, por ejemplo, por: McCafferty et al., 1990, Nature 348: 552; Kang et
al., 1991, Proc. Natl. Acad Sci. U.S.A., 88: 4363, Clackson et al., 1991, Nature
352: 624; Lowman et al., 1991, Biochemistry 30: 10832; Burton et al., 1991,
Proc. Natl. Acad. Sci U.S.A. 88: 10134; Hoogenboom et al., 1991, Nucleic Acids
Res. 19: 4133; Chang et al.,1991, J. Immunol. 147: 3610; Breitling et al., 1991,
Gene 104: 147, Marks et al., 1991, J. Mol. Biol. 222; 581; Barbas et al., 1992,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89: 4457; Hawkins y Winter (1992) J. Immunol.,
22: 867; Marks et al. (1992) J. Biol. Chem., 267: 16007; y Lerner et al. (1992)
Science, 258: 1313. Las bibliotecas de despliqgue del Fago Fab son
ensefiadas, por ejemplo, por U.S. 5,922,545. Las bibliotecas de fago de scFv
son ensefiadas, por ejemplo, por Huston et al.,, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci
U.S A. 85; 5879-5883; Chaudhary et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci U.S.A. 87:
1066-1070; McCafferty et al., 1990, supra; Clackson et al., 1991, supra; Marks
et al., 1991, supra; Chiswell et al., 1892, Trends Biotech. 10: 80; y Marks et al.,
1992, supra. Se han descrito varias realizaciones de bibliotecas de scFv
desplegadas en proteinas de recubrimiento de bacteriéfago. También son
conocidos los refinamientos de enfoques de despliegue del fago, como se
describe por ejemplo en WQ096/06213 y W092/01047 (Medical Research
Council et al.) y WO97/08320 (Morphosys, supra).

El repertoric de dominios V4 0 V. puede ser un repertorio que se
encuentra naturalmente de secuencias de inmunoglobulina o un repertorio
sintético. Un repertorio que se encuentra naturalmente es uno preparado, por
ejemplo, a partir de células que expresan inmunoglobulina cosechadas de uno
o mas individuos. Tales repertorios pueden ser “inocuos” p.e., preparados, por
ejemplo, de células fetales humanas o de recién nacido que expresan
inmunoglobulina, o reordenados, p.e., preparados a partir de, por ejemplo,
células B humanas adultas. Los repertorios naturales se describen, por
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ejemplo, en Marks et al., 1991, J. Mal. Biol. 222: 581 y Vaughan et al., 1996,
Nature Biotech. 14: 309. S| se desea, clones identificados de un repertorio
natural, o cualquier repertorio, para esa materia, que enlazan el antigeno
objetivo son luego sometidos a mutagénesis y seleccién adicional con el fin de
producir y seleccionar variantes con caracteristicas de enlace mejoradas.

Los repertorios sintéticos de dominios variables de inmunoglobulina
sencillos se preparan introduciendo artificialmente diversidad en un dominio V
clonado. Los repertorios sintéticos se describen, por ejemplo, en Hoogenboom
& Winter, 1992, J. Mol. Biol. 227: 381; Barbas et al., 1992, Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 89: 4457; Nissim et al., 1994, EMBO J. 13: 692, Griffiths et al, 1994,
EMBO J. 13: 3245; DeKriuf et al., 1995, J. Mol. Biol. 248: 97; y WO 99/20749.

En un aspecto, los repertorios sintéticos de dominio variable se preparan
en patrones Vy 0 Vk, con base en secuencias V4 ¥y Vk de linea germinal
diversificada artificialmente. Por ejemplo, el repertorio de dominio V4 se puede
basar en segmentos V3-23/DP47 (Tomlinson et al., 1992, J. Mol. Biol. 227:
7768) y JH4b de gen Vi de linea germinal clonada. El repertorio de dominio Vk
se puede basar, por ejemplo, en segmentos 02/012/DPK9 (Cox et al., 1994,
Eur. J. Immunol. 24: 827) y J.1 de gen V,.de linea germinal. La diversidad es
introducida en estos u otros segmentos de gen mediante, por ejemplo,
mutagénesis de PCR. La diversidad puede ser introducida aleatoriamente, por
ejemplo, mediante PCR susceptible a error (Hawkins, et al., 1992, J. Mol. Biol.
226: 889) o mutagenesis quimica. Como se discutidé anteriormente, sin
embargo, se prefiere que la introduccion de diversidad sea marcada para
residuos particulares. Se prefiere ademas que los residuos deseados sean
marcados mediante la introduccién del codén NNK usando cebadores
muagénicos {usando la nomenclatura IUPAC, endonde N=G,A, ToC, yK=
G o T), que codifica todos los amino acidos y el coddn finalizador TAG. Otros
codones que alcanzan propdsitos similares también son de uso, incluyendo el
codén NNN (que conduce a la produccion de los codones finalizadores
adicionales TGA y TAA), codén DVT ((A/G/T) (A/G/C)T), codébn DVC
((AVGITYAJGIC)C), y coddn DVY ((A/GITYA/GIC)C/T). El codébn DVT codifica
22% de serina y 11% de tirosina, asgpargina, glycina, alanina, aspartato,
treonina y cisteina, que imitan mas cercanamente la distribucion de residuos de
amino &cido para los sitios de enlace de antigeno de anticuerpos humanos
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naturales. Los repertorios se hacen usando cebadores de PCR que tienen el
coddn o codones degenerados seleccionados en cada sitio a ser diversificado.
l.a mutagénesis de PCR es bien conocida en la técnica.

En un aspecto, la diversidad es introducida en la secuencia de los
segmentos V3-23/DP47 (Tomlinson et al., 1992, J. Mol. Biol. 227: 7768) y JH4b
de gen Vy de linea germinal humana isando el codén NNK en los sitios H30,
H31, H33, H35, H50, H52, H52a, H53, H55, H56, H58, H95, HI97 y H98,
correspondientes para diversificar en las CDRs 1, 2 y 3, con la numeracién
usada como en U.S. 6,696,245.

En otro aspecto, la diversidad es tambien introducida a la secuencia de
los segmentos V3-23/DP47 y JH4b de gen Vy de linea germinal humana, por
ejemplo, usando el codén NNK en los sitios H30, H31, H33, H35, H50, H52,
H52a, H53, H55, H56, H58, H95, H97, H98, H99, H100, H100a y H100b,
correspondientes para diversificar en las CDRs 1, 2 y 3, con la numeracion
usada como en U.S. 6,696,245.

En otro aspecto, la diversidad es introducida en la secuencia de los
segmentos 02/012/DPK9 y J,1 de gen Vx, por ejemplo, usando el codén NNK
en los sitios L30, L31, L32, L34, L50, L53, L91, L92, 193, L94 y L96,
correspondientes para diversificar en las CDRs 1, 2 y 3, con la numeracion
usada como en U.S. 6,696,245.

Los repertorios diversificados son clonados en vectores de despliegue
del fago como se conoce en la técnica, y como se describe, por ejemplo, en
WO 99/20749. En general, las moléculas de acido nucleico y construcciones de
vector requeridas para la realizacion de la presente invencion estan disponibles
en la técnica y son construidas y manipuladas como se establece en los
manuales de laboratorio estandar, tal como Sambrook et al. (1989). Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold 3pring Harbor, USA.

La manipulacién de acidos nucleicos en la presente invencion se realiza
tipicamente en vectores recombinantes. Como se usa aqui, "vector" se refiere
a un elemento discreto que se usa para introducir ADN heterélogo en células
para la expresion y/o replicacion del mismo. Los métodos para seleccionar 0
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construir y, posteriormente, usar tales vectores son bien conocidos por el
experto en la técnica. Numerosos vectores estan disponibles publicamente,
incluyendo plasmidos bacterianos, bacteriéfago, cromosomas artificiales y
vectores episomales. Tales vectores se pueden usar para clonacion y
mutagénesis sencilla; alternativamente, como es tipico de los vectores en los
cuales los miembros de repertorio (o pre-repertorio} de la invenciébn son
portados, se emplea un vector de expresion de gen. Un vector de uso de
acuerdo con la invencidn se selecciona para acomodar una secuencia de
codificacién de polipéptido de un tamafno deseado, tipicamente de 0.25
kilobase (kb) a 40 kb de longitud. Una célula hospedera adecuada es
transformada con el vector después de manipulaciones de clonacion in vitro.
Cada vector contiene varios componentes funcionales, que incluyen
generalmente un sitio de clonacién (o "polienlazante "), un origen de replicacion
y al menos un gen marcador seleccionable. Si un vector dato es un vector de
expresién, posee adicionalmente uno o mas de los siguientes: elemento
mejorador, promotor, secuencias de terminacién de transcripcion y de seiial,
cada una posicionada en la vecindad del sitio de clonacién, de forma que se
enlazan operativamente al gen que codifica un miembro del repertorio de
polipéptido de acuerdo con la invencion.

Los vectores de clonacibn y expresion contienen generalmente
secuencias de acido nucleico que permiten al vector replicarse en una 0 mas
células hospederas seleccionadas. Tipicamente en vectores de clonacién, esta
secuencia es una que permite al vector replicarse independientemente del ADN
cromosémico hospedero e incluye origenes de replicacién o secuencias de
replicacion auténomas. Tales secuencias son bien conocidas para una
variedad de bacterias, levadura y virus. El origen de replicacién del plasmido
pBR322 es adecuado para la mayoria de bacterias Gram-negativas, el origen
de plasmido de 2 micrones es adecuado para levadura, y varios origenes
virales (p.e. SV 40, adenovirus) son Otiles para vectores de clonacién en
células mamiferas. Generalmente, el origen de replicacion no es necesario
para los vectores de expresién mamiferos a menos que estos sean usados en
células mamiferas capaces de replicar altos niveles de ADN, tales como células
COS.
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Convenientemente, un vector de clonacién o expresion también contiene
un gen de seleccién también referido como un marcador seleccionable. Este
gen codifica una proteina necesaria para la supervivencia o crecimiento de
células hospederas transformadas en un medio de cultivo selectivo. Las células
hospederas no transformadas con el vector que contiene el gen de seleccion,
por ende, no sibrevivira en el medio de cultivo. Los genes de seleccion tipicos
codifican proteinas que confieren resistencia a antibibticos y otras toxinas, p.e.,
ampicilina, neomicina, metotrexato o tetraciclina, deficiencias auxotréficas de
complemento, o suministran nutrientes tipicos no disponibles en el medio de

crecimiento.

Como la replicacién de vectores de acuerdo con la presente invencion se
realiza mas convenientemente en E. coll, se usa un marcador seleccionable de
E. coli, por ejemplo, el gen de p-lactamasa que confiere resistencia al
antibiético ampicilina. Estos pueden ser obtenidos de plasmidos de E. coli, tal
como pBR322 o un plasmido pUC talzs como pUC18 o pUC19.

Los vectores de expresion contienen usualmente un promotor que es
reconocido por el organismo hospedero y estd enlazado operablemente a la
secuencia de codificacion de interds. Tal promotor puede ser inducible o
constitutivo. El término "enlazado operablemente" se refiere a la juxtaposicion
en donde los componentes descritos estan en una relacion que les permite
funcionar en su manera destinada. Una secuencia de control "enlazada
operablemente” a una secuencia de codificacion esta ligada de tal forma que la
expresion de la secuencia de codificacion se logra bajo condiciones
compatibles con las secuencias de control.

Promotores adecuados para uso con hospederos procaridticos incluyen,
por ejemplo, los sistemas de promotor p-lactamasa y lactosa, fosfatasa
alcalina, el sistema promotor de triptofano (trp) y promotores hibridos tales
como el promotor tac. Los promotores para uso en los sistemas bacterianos
también contendran generalmente una secuencia Shine-Dalgamo enlazada

operablemente a la secuencia de codificacion.

En las bibilotecas o repertorios como se describen aqui, los vectores
preferidos son vectores de expresién que permiten la expresion de una
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secuencia de nucledtido a un miembro de biblioteca de polipéptido. Asi, la
seleccién se realiza mediante propagacién separada y expresién de un solo
clon que expresa el miembro de biblioteca de polipéptido 0 mediante el uso de
cualquier sistema de despliegue de seleccion. Como se describid
anteriormente, un sistema de despliegue de seleccién preferido usa despliegue
de bacteriéfago. Por ende, se pueden usar vectores de fago o fagémido. Los
vectores preferidos son vectores fagémidos, que tienen un origen de
replicacién E. coli (para replicacion de cadena doble) y también un origen de
replicacién fago (para produccién de ADN de cadena sencilla). La manipulacion
y expresion de tales vectores es bien conocida en la técnica (Hoogenboom y
Winter (1992) supra; Nissim et al. (1994) supra). Brevemente, el vector
contiene una p-lactamasa u otro gen marcador seleccionable para conferir
selectividad en el fagémido, y un pramotor lac ascendentemente de un casete
de expresion que consiste (N a C terminal) de una secuencia lider pelB (que
dinge el polipéptido expresado al espacio peripldsmico), un sitio de clonacién
multiple (para clonar la versién de nucledtido del miembro de biblioteca),
opcionalmente, una o mas etiquetas de péptido (para deteccion),
opcionalmente, uno 0 mas codones de finalizacién TAG y la proteina Plll de
fago. En una realizacion, el vector codifica, en lugar de la secuencia lider pelB,
una secuencia lider GAS1 eucaridtica que sirve para dirigir la secrecion del
polipéptido de fusion al espacio peripladsmico en E. coli o al medio en sistemas
de células eucariticas. Usando varias cepas de E.coli supresoras y no
supresoras y con la adicion de glucosa, iso-propil tio-f-D-galactosida (PTG) o
un fago colaborador, tal como VCS MI 3, el vector es capaz de reclicarse como
un plasmido sin expresion, producir grandes cantidades del miembro de
biblioteca solamente, o producir fago, alguno de los cuales contiene al menos
una copia de la fusion polipéptido-plll en su superficie.

Un ejemplo de un vector preferido es el vector fagémido pHEN1
(Hoogenboom et al., 1991, Nucl. Acids Res. 19: 41334137; la secuencia esta
disponible, p.e., como SEQ ID NO: 7 en WO 03/031611), en la cual la
produccién de la proteina de fusion plll esta bajo el control del promotor LacZ,
que es inhibido en la presencia de glucosa e inducido con IPTG. Cuando se
cultiva en cepas supresoras de E. coli, p.e., TGI, la proteina de fusion Ili del
gen es producida y empacada en el fago, mientras que el crecimiento en cepas
no supresoras, p.e., HB2151, permile la secrecién de proteina de fusion soluble
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en el periplasma bacteriano en el medio de cultivo. Como la expresion del gene
[l evita la infeccién posterior con fago colaborador, las bacterias que portan los
vectores de fagémido son propagadas en la presencia de glucosa antes de la
infeccion con el fago colaborador VCSM 13 para rescate del fago.

La construccibn de vectores de acuerdo con la invencion emplea
técnicas de ligadura convencionales. Vectores aislados o fragmentos de ADN
son clivados, ajustados, y re-ligados en [a forma deseada para generar el
vector requerido. Si se desea, se realiza un analisis de secuencia para
confirmar que las secuencias correctas estan presentes en el vector construido,
usando métodos estandar. Métodos adecuados para construir vectores de
expresidn, preparar transcriptos in vitro, introducir ADN en células hospederas,
y realizar analisis para evaluar la expresion y funcién, son conocidos por los
expertos en la técnica. La presencia de una secuencia de gen en una muestra
es detectada, o su amplificacién y/o expresion cuantificada por métodos
convencionales, tales como anaélisis Al Sur o al Norte (Southern o Northem),
manchado hacia el occidente (Westem blotting), manachado puntual (dot
blotting) de ADN, ARN o proteina, hibridacién in situ, inmunoccitoquimica o
analisis de secuencia de moléculas de acido nucleico o proteina. Los expertos
en la técnica contampleran facilmente cémo se pueden modificar estos
métodos, si se desea.

Seleccion de Dominios Variables de inmunoglobulina Sencillos para Enlace de
Antigeno:

Siguiendo la expresién de un repertorio de dominios variables de
inmunoglobulina sencillos en la superficie del fago, la seleccién se realiza
contactando el repertorio del fago con antigeno objetivo inmovilizado (p.e.,
CD40L y/o un epitopo enlazado por DOM8-24), lavando para remover el fago
no enlazado, y propagacion del fago enlazado, el proceso completo
frecuentemente se refiere como "torna panoramica”. Este proceso es aplicable
a la seleccion de dominios variables de inmunoglobulina sencillos asl como
otros fragmentos de anticuerpo que pueden ser expresados en una biblioteca
de despliegue, p.e., scFv, Fab, etc. Alternativamente, los fagos son pre-
seleccionados para la expresién de variantes de miembro plegadas
apropiadamente mediante toma panoramica contra un ligando genérico

63



10

15

20

25

30

35

2

inmovilizado (p.e., -proteina A o proteina L) que es enlazada solamente por
miembros plegados. Esto tiene la ventaja de reducir la proporcién de miembros
no funcionales, aumentado asi la proporcién de miembros que probablemente
enlaza un antigeno objetivo. La pre-selecciéon con los ligandos genéricos se
ensefia en WO 59 99/20749. La seleccion de bibliotecas de anticuerpo esta
descrita generalmente, por ejemplo, en Harrison et al., 1996, Meth. Enzymol.
267: 83-109. ‘

La seleccibn se realiza cominmente usando antigeno purificado
inmoviizado en un soporte sélido, por ejemplo, tubos o pozos plasticos, © en
una matriz de cromatografia, por ejemplo Sefarosa™ (Pharmacia). La
separacién o seleccién también se puede realizar en antigenos complejos,
tales como la superficie de células (Marks et al., 1993, BioTechnology 11: 1145;
de Kruif et al., 1995, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 92: 3938). Otra altemativa

" involucra la seleccién mediante enlace de antigeno biotinilado en solucion,

seguida por captura en perlas recubiertas con estreptavidina.

En un aspecto prefendo, la toma panoramica se realiza inmovilizando el
antigeno (genérico o especifico) en tubos o pozos en una placa; p.e., bandas
de 8 pozos de inmunotubo Nunc MAXISORP™. Los pozos son recubiertos con
150 ul de antigeno (100 pug/ml en PBS) e incubados durante la noche Los
pozos son entonces lavados 3 veces con PBS y bloqueados con 400 u! de
PBS-2% de leche descremada (2% de MPBS) a 37 °C por 2 hr. Los pozos son
enjuagados 3 veces con PBS y el fago es agregado en 2% de MPBS. La
mezcla es incubada a temperatura ambiente por 90 minutos y el liquido, que
contiene fago no enlazado, es removido. Los pozos son enjuagados 10 veces
con PBS-0.1% de tween 20, y luego 10 veces con PBS para remover el
detergente. El fago no enlazado es eluido adicionando 200 pl de trietilamina
100 mM recién preparada, mezclado bien e incubando por 10 min a
temperatura ambiente. El fago eluido es transferido a un tubo que contiene 100
ul de Tris-HC! 1M, pH 7.4 y vorticeado para neutralizar la trietilamina. Las
células hospederas E. coli de crecimiento exponencial (p.e., TGl) son
infectadas con, por ejemplo, 150 ml del fago eluido incubando por 30 min a 37
°C. Las ceélulas infe&adas son centrifugadas, resuspendidas en medio fresco y
colocadas en placas en agarosa superior. Las placas de fago son eluidas o
recogidas en cultivos frescos de células hospederas a propagar para analisis o

64



10

15

20

25

30

35

b

para rondas adicionales de seleccion. Se realizan una o mas rondas de
purificacion de placa, si es necesario, para asegurar poblaciones puras de fago
seleccionado. Otros criterios de seleccion se describen en Harrison et al., 1996,
supra.

Siguiendo la identificacion de fago que expresa un dominio variable de
inmunoglobulina sencillo que enlaza un objetivo deseado, si se ha usado un
vector fagémido tal como pHEN1, las proteinas de fusién de dominio variable
se producen facilimente en forma soluble infectando cepas de bacterias no
supresoras, p.e., HB2151 que permilen la secrecién de la protelna de fusion de
gen |l soluble Siun péptido de sefial de secrecién de GAS 1 es codificado por
el vector, el polipéptido de fusién puede ser secretado por células eucaritticas
(p.e., levadura o mamifero)} o procaridticas (p.e., E. coli). Alternativamente, la
secuencia del dominio V puede ser sub-clonada en un vector de expresion
apropiado para producir proteina soluble de acuerdo con métodos conocidos
en la técnica.

Purificaciébn v _Concentracién _de Dominios Variables de inmunoglobulina

Sencillos:

Los polipéptidos de dominio variable de inmunogiobulina sencillo u otros
polipéptidos de anticuerpo monovalentes secretados en el espaacio
periplasmico o en el medio de bacterias soon cosechados y purficados de
acuerdo con métodos conocidos (Harrison et al., 1996, supra). Skerra &
Pluckthun (1988, Science 240: 1033) y Breitling et al. (1991, Gene 104: 147)
describen la cosecha de polipéptidos de anticuerpo a partir de periplasma, y
Better et al. (1988, Science 240: 1041) describe la cosecha a partir del
sobrenadante del cultivo. Para algunos polipéptidos de anticuerpo, la
purificacién también se puede lograr mediante el enlace a ligandos genéricos,
tales como proteina A o Proteina L. Altemativamente, los dominios variables
pueden ser expresados con una eliqueta de péptido, p.e., las etiquetas Myc,
HA o 6X-His, que facilitan la purifficacién mediante cromatografia de afinidad.

Si es necesario, los polipéptidos de anticuerpo anti-CD40L monovalentes

son concentrados mediante cualquiera de varios métodos bien concocidos en
la técnica, incluyendo, por ejemplo, ultrafiltracion, diafiltracion y filtracion de
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flujo tangencial. El proceso de ultrafiltracién usa membranas semi-permeables
y presién para separar especies moleculares con base en el tamafio y la forma.
La presion es proporcionada mediante presién de gas o centrifugacion. Los
productos de ultrafiltracién comercial estan ampliamente disponibles, p.e., en
Millipore (Bedford, MA; ejemplos incluyen los concentradores Centricon™ y
Microcon™) y Vivascience (Hannover, Alemania; ejemplos incluyen los

™) Mediante la seleccién de un corte de peso

concentradores Vivaspin
molecular menor al polipéptido objetivo (usualmente 1/3 a 1/6 del peso
molecular del polipéptido objetivo, aunque se pueden usar diferencias tan
pequefias como 10 kD con éxito), el polipéptido es retenido cuando el solvente
y solutos mas pequefios pasan a través de membrana. Asi, un corte de peso
molecular de aproximadamente 5 kD es util para la concentracion de
polipéptidos de dominio variable de inmunoglobulina sencillos anti-CD40L

descritos aqui.

La diafiltracién, que usa membranas de ultrafiltracién con un proceso de
"lavado®, se usa cuando se desea remover o intercambiar la sal o amortiguador
en una preparacion de polipéptido. El polipéptido es concentrado por el paso
del solvente y pequefio soluto a través de la membrana, y las sales remanentes
o amortiguador son removidas por dilucion del polipéptido retenido con un
nuevo amortiguador o solucién de sal o agua, segin se desee, acompafiada
por ultrafiltracién continuada. En una diafiliracion continua, el nuevo
amortiguador es adicionado a la misma velocidad que el filtrado pasa a través
de la membrana. Un volumen de diafiltracion es el volumen de solucién de
polipéptido antes del inicio de diafiltracién — usando diafiltracion continua, més
del 99.5% de un soluto totalmente permeable puede ser removido mediante
lavado a través de seis volimenes de diafiltracion con el nuevo amortiguador.
Alternativamente, el proceso puede realizarse en una forma discontinua, en
donde la muestra es diluida repetidamente y luego filtrada de nuevo a su
volumen original para remover o intercambiar sal o amortiguador y finalmente
concentrar el polipéptido. El equipo para diafiltracion y las metodologias
detalladas para su uso estan disponibles, por ejemplo, en Pall Life Sciences
(Ann Arbor, M) y Sartorius AG/Vivascience (Hannover, Alemania).

La filtracién de flujo tangencial (TFF), también conocida como "filtracién
de flujo cruzado", también usa membrana de ultrafiltracion. El fluido que
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contiene el polipéptido objetivo es bombeado tangencialmente a lo largo de la
superficie de la membrana. La presidn hace que una porcidn del fluido pase a
través de la membrana mientras el polipéptido objetivo es retenido encima del
filtro. Sin embargo, en contraste con la ultrafiltracién estandar, las moléculas
retenidas no se acumulan en la superficie de la membrana, sino que son
transportadas a lo largo del flujo tangencial. La solucion que no pasa a través
del filtro (que contiene el polipéptido objetivo) puede circular repetidamente a
través de la membrana para alcanzar el grado deseado de concentracion. El
equipo para TFF y las metodologlias detalladas estan disponibles, por ejemplo,
en Millipore (p.e., el sistema TFF Benchtop ProFlux M12™ y los sistemas
Pellicon™), Pall Life Sciences (p.e., El sistema de Filtracion de Flujo Tangencial

Minim™).

La concentracién de proteina se mide de muchas formas bien conocidas
en la técnica. Estas incluyen, por ejemplo, analisis de amino acido, absorbancia
a 280 nm, los métodos "Bradford" y "Lowry", y SDS-PAGE. El método mas
preciso es hidrélisis total seguida per anélisis de amino acido mediante HPLC,
la concentracién es entonces determinada luego de la comparacién con la
secuencia conocida del polipéptido de dominio variable de inmunoglobulina
sencillo. Aunque este es el método mas preciso, es costoso y demandante en
tiempo. La determinacién de proteina midiendo la absorbancia UV a 280 nm es
mas rapido y mucho menos costoso, aunque relativamente preciso y se
prefiere como un compromiso sobre el analisis de amino acido. La absorbancia
a 280 nm se usd para determinar las concentraciones de proteina reportadas
en los Ejemplos descritos aqul.

Los ensayos de proteina de "Bradford” y "Lowry" (Bradford, 1976, Anal.
Biochem. 72: 248-254; Lowry et al., 1951, J. Biol. Chem. 193: 265-275)
comparan la concentraciéon de proteina en muestra con una curva estandar
basada la mayorla de veces en albimina de suero bovino (BSA). Estos
métodos son menos precisos, y lienen a subestimar la concentracion de
dominios variables de inmunoglobulina sencillos. Su precision pordria ser
mejorada, sin embargo, usando un polipéptido de dominio sencillo Vy o Vi

como un estandar.
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Un método de ensayo de proteina adicional es el ensayo de &cido
bicinconinico descrito en la Patente U.S. No. 4,839,295 (incorporada aqui
mediante referencia) y comercializado por Pierce Biotechnology (Rockford, IL)
como el "Ensayo de Proteina de BCA" (p.e., Catalogo Pierce No. 23227).

El método de SDS-PAGE usa electroforesis de gel y manchado de Azul
de Coomassie en comparacion con estandares de concentracién conocidos,
p.e., cantidades conocidas de un polipéptido de dominio variable de
inmunoglobulina sencillo. La cuantilicacién se puede hacer a simple vista o

mediante densitometria.

Los polipéptidos de enlace de antigeno de dominio variable de
inmunoglobulina humanos descritos aqui retienen solubilidad a alta
concentraciéon (p.e., al menos 4.8 mg (~400 pM) en solucién acuosa (p.e.,
PBS), y preferiblemente al menos 5 mg/ml (~417 pM), 10 mg/ml (~833 uM), 20
mg/ml (~1.7 mM), 25 mg/ml (~2.3 mM), 30 mg/ml (~2.5 mM), 35 mg/ml (~2.9
mM), 40 mg/mi (~3.3 mM), 45 mg/ml (~3.75 mM), 50 mg/ml (~4.2 mM), 55
mg/ml (~4.6 mM), 60 mg/ml {(~5.0 mM), 65 mg/ml (~5.4 mM), 70 mg/ml (~5.8
mM), 75 mg/ml (~6.3 mM), 100 mg/ml (~8.33 mM), 150 mg/ml (~12.5 mM), 200
mg/ml {(~16.7 mM), 240 mg/ml (~20 mM) o mayores). Una caracteristica
estructural que promueve alta solubilidad es el tamafio relativamente pequefio
de los polipéptidos de dominio variable de inmunoglobulina sencillos. Un
anticuerpo de cuatro cadenas de longitud convencional, p.e., IgG es de
aproximadamente 150 kD de tamafio. En contraste, los dominios variables de
inmunoglobulina sencillos, que tienen todos una estructura general que
comprende 4 regiones de marco (FW) y 3 CDRs, tienen un tamafio de
aproximadamente 12 kD, o menos de 1/10 del tamafio de un anticuerpo
convencional. [gualmente, los dominios variables de iInmunoglobulina sencillos
son aproximadamente ¥z del tamafio de una molécula de scFv (~26 kD), y
aproximadamente 1/5 del tamafic de una molécula de Fab (~60 kD). Se
prefiere que el tamafio de una estructura que contiene un dominio variable de
inmunoglobulina sencillo revelado aqui sea de 100 kD o menos, icluyendo
estructuras de, por ejemplo, aproximadamente 90 kD o menos, 80 kD o menos,
70 kD o menos, 60 kD o menos, 50 kD o menos, 40 kD o menos, 30 kD o
menos, 20 kD o menos, hasta e incluyendo aproximadamente 12 kD, o un
dominio variable de inmunoglobulina sencillo en aislamiento.
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La solubilidad de un polipéptido se determina principalmente mediante
las interacciones de las cadenas laterales de amino acido con el solvente
circundante. Las cadenas laterales hidrofobicas tienen a estar localizadas
internamente como un pliegue de polipéptido, lejos de las superficies de
interaccion con el solvente del polipéptido. Inversamente, los residuos
hidrofilicos tienden a estar localizados en las superficies de interaccién con el
solvente de un polipéptido. Generalmente, los polipéptidos que tienen una
secuencia primaria que permite que la molécula se pliegue para exponer mas
residuos hidrofilicos al ambiente acuoso son mas solubles que uno que se
pliega para exponer menos residuos hidrofflicos a la superficie. Asl, el
ordenamiento y numero de residuos hidrofébicos e hidrofilicos es un
determinante importante de la solubilidad. Otros parametros que determinan la
solubilidad del polipéptido incluyen pH del solvente, temperatura, y resistencia
I6nica. En una practica comun, la solubilidad de los polipéptidos puede ser
mantenida 0 mejorada mediante la adicién de glicerol (p.e., ~10% v/v) a la

solucién.

Como se discutié anteriormente, se han identificado residuos de amino
acido especificos en residuos conservados de dominios Vy humanos que
varfan en los dominios V4 de especies camélidas, que son generalmente mas
solubles que los dominios Vi humanos. Estos incluyen, por ejemplo, Gly 44
(Glu en camélidos), Leu 45 (Arg en camélidos) y Trp 47 (Gly en camélidos). El
residuo de amino acido 103 de V4 también esta implicado en la solubilidad, con
mutacién desde Trp a Arg que tiene a conferir solubilidad de Vi aumentada.

En aspectos preferidos de la invencion, los polipéptido de dominio
variable de inmunoglobulina sencillos se basan en el segmento DP47 del gen
Vy de linea germinal o el segmento DPK9 de gen V, de linea germinal. Asl,
esos segmentos de gen de linea germinal son capaces, particularmente
cuando estan diversificados en ubicaciones estrucutrales seleccionadas
descritas aqul, de producir polipéptidos de dominio variable de inmunoglobulina
sencillos de enlace especifico que son altamente solubles. En particular, las
cuatro regioens de marco, que preferiblemente no estan diversificadas, pueden
contribuir a la alta solubilidad de las proteinas resultantes.
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Se espera que un dominio vanable de inmunoglobulina humano sencillo
que es altamente homélogo a unc que tiene una solubilidad alta conocida
también tendera a ser altamente soluble. Asi, como un medio de prediccidén o
reconocimiento que un dominio variable de inmunoglobulina sencillo dado
tendria la alta solubilidad citada aqui, se puede comparar la secuencia de un
polipéptido de dominio variable de inmunoglobulina sencillo a uno o mas
polipéptidos de dominio variable de inmunoglobulina sencillos que tienen
solubilidad conocida. De esta forma, cuando se identifica que un polipéptido de
dominio variable de inmunoglobulina sencillo tiene alta afinidad de enlace pero
solubilidad desconocida, la comparacién de su secuencia de amino acido con
una o mas (preferiblemente mas) polipéptidos de dominio variable de
inmunoglobulina sencillos conocidos por tener alta solubilidad (p.e., una
secuencia de dAb revelada aqui) puede permitir la prediccion de su solubilidad.
Aunque no es un pronosticador absoluto, cuando hay un alto grado de similitud
a una secuencia altamente soluble, p.e., 90-95% o mayor similitud, y
particularmente cuando hay un alto grado de similitud con respecto a los
residuos de amino acido hidrofilicos, o residuos que probablemente estaran
expuestos en la interfaz del solvente, es mas probable que un polipéptido de
enlace nuevo identificado tenga solubilidad similar al de la secuencia altamente
soluble conocida.

También se puede usar el software de modelamiento molecular para
predecir |a solubilidad de una secuencia de polipéptido con relacién a la de un
polipéptido de solubilidad conocida. Por ejemplo, se espera que la sustitucién o
adicién de un residuo hidrofébico en la superficie expuesta a solvente, con
relacion a una molécula de solubilidad conocida que tiene un residuo menos
hidrofébico o incluso hidrofilico expuesto en esa posiciébn disminuya la
solubilidad relativa del polipéptido. Igualmente, se espera que la sustitucion o
adicién de un residuo mas hidrofilico en tal ubicacion aumente la solubilidad
relativa. Esto es, un cambio en el nimero neto de residuos hidrofilicos o
hidrofébicos localizados en la superficie de la molécula (o la naturaleza
hidrofilica o hidrofébica global de Ics residuos expuestos en la superficie) con
relacién a una estructura de polipéptido de dominio variable de inmunoglobulina
sencillo con solubilidad conocida, puede predecir la solubilidad relativa de un
polipéptido de dominio vanable de inmunoglobulina sencillo.
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Alternativamente, o en conjunto con tal prediccion, se pueden determinar
los limtes de solubilidad de un polipéptido de dominio variable de
inmunoglobulina sencillo tan solo concentrando el polipéptido.

Determinacién de Afinidad:

Los polipéptidos que contienen dominio variable de inmunogiobulina
sencillo aislado y polipéptidos de anticuerpo, como se describe aqul, tienen
preferiblemente afinidades (constante de disociacion, Kq = Ken/Kon) de al menos
500 nM o menos, y preferiblemente al menos 400 nM-50 pM, 300 nM-50 pM,
200 nM - 50 pM, y més preferiblemente al menos 100 nM - 50 pM, 75 nM - 50
pM, 50 nM - 50 pM, 25 nM - 50 pM, ‘10 nM - 50 pM, 5 nM- 50 pM, 1 nM - 50 pM,
950 pM - 50 pM, 900 pM - 50 pM, 850 pM - 50 pM, 800 pM - 50 pM, 750 pM -
50 pM, 700 pM - 50 pM, 650 pM - 50 pM, 600 pM - 50 pM, 550 pM - 50 pM, 500
pM - 50 pM, 450 pM - 50 pM, 400 pM - 50 pM, 350 pM - 50 pM, 300 pM - 50
pM, 250 pM - 50 pM, 200 pM - 50 pM, 150 pM - 50 pM, 100 pM - 50 pM, 90 pM
- 50 pM, 80 pM - 50 pM, 70 pM - 50 pM, 60 pM - 50 pM, o incluso tan baja
como 50 pM.

La afinidad de enlace de antigeno de un polipéptido de anticuerpo, p.e.,
un polipéptido de dominio variable de inmunoglobulina sencillo u otro
polipéptido de anticuerpo monovalente, puede ser convenientemente medida
mediante SPR usando el sistema BlAcore (Pharmacia Biosensor, Piscataway,
NJ.). En este método, el antigeno es acoplado al chip BlAcore a
concentraciones conocidas, y los polipéptidos de dominio variable son
introducidos. El enlace especifico entre el polipéptido de dominio variable y el
antigeno inmovilizado produce concentracién de proteina aumentada en la
matriz de chip y un cambio en la seflal de SPR. Los cambios en la sefial de
SPR son registrados como unidades de resonancia (RU) y mostradas con
respecto al tiempo a lo largo del ej2 Y de un sensograma. La sefial de linea
basal es tomada con el solvente solo (p.e., PBS) pasando por el chip. La
diferencia neta entre la sefial de linea basal y la sefial después de la
terminacién de inyeccion del polipéptido de anticuerpo representa el valor de
enlace de una muestra dada. Para determinar las constantes de velocidad
(Kox), sobre velocidad (Kon) y velocidad de disociacion (Kq), se usa el software
de evaluacion cinética BlAcore (p.e., version 2.1).
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Asl, se puede usar SPR para monitorear el antagonismo del enlace de
CD40L a CD40 por medio de una preparacion de anticuerpo anti-CD40L
monovalente midiendo el desplazamiento o inhibicién del enlace de CD40L a
CD40 causado por la preparacién de anticuerpo monovalente. También se
puede usar SPR para monitorear la dimerizacion, o preferiblemente, la falta de
dimerizacién, que ocurre por medio de la regién Fc en las preparaciones de
anticuerpo descritas aqui.

La alta afinidad es dependiente de la complementariedad entre una
superficie del antigeno y las CDRs del anticuerpo o fragmento de anticuerpo.
La complementariedad se determina mediante el tipo e intensidad de las
interacciones moleculares posibles entre porciones del objetivo y la CDR, por
ejemplo, las interacciones idnicas potenciales, atracciones de van der Waals,
enlace de hidrégeno u otras interacciones que pueden ocurrir. La CDR3 tiende
a contribuir mas a las interacciones de enlace de antigeno que las CDRs 1y 2,
probablemente debido a su tamafio generalmente mayor, que provee mas
oportunidad de interacciones de superficie favorables. (Ver, p.e., Padlan et al.,
1994, Mol. Immunol. 31: 169-217; Chothia & Lesk, 1987, J. MoL Biol. 196: 904-
917; y Chothia et al., 1985, J. Mol. Biol. 186: 651-663). Alta afinidad indica
emparejamientos polipéptido de anticuerpo/antigeno que tienen alto grado de
complementariedad, que esta directamente relacionado con las estructuras del
dominio variable y el objetivo.

En un aspecto, un polipéptido de anticuerpo anti-CD40L monovalente,
p.e., un polipéptido de dominio variable de inmunoglobulina sencillo, esta
enlazado a otro polipéptido de anticuerpo para formar un heterodimero en el
cual cada polipéptido de anticuerpo individual es capaz de enlazar un antigeno
cognato diferente. La fusién de polipéptidos de anticuerpo, tales como dominios
variables de inmunoglobulina senciilos, como heterodimeros, en donde cada
monémero enlaza un antigeno objetivo diferente, puede producir un ligando
especifico dual capaz, por ejemplo, de puentear los antigenos objetivo
respectivos. Tales ligandos especifico duales se pueden usar para marcar
citocinas y otras moléculas que cooperan sinergisticamente en situaciones
terapUticas en el cuerpo de un organismo. Asf, se provee un metodo para hacer
sinergia entre la actividad de dos o més citocinas, que comprende administrar
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un heterodimero de anticuerpo especifico dual capaz de enlazar a las dos o
mas citocinas.

Ejemplos no limitantes de segundos objetivos para polipéptidos de
anticuerpo anti-CD40L duales especificos incluyen los siguientes: TNF-a; IL-1;
IL-2; IL-4; IL-6; IL-8; IL-12; IL-18; IFN-y; CD2; CD4; CD8; CTLA4; LFA1; LFA3,
VLA4, CD80, B7-1, CD28, CD86, B7-2, y CTLA-4. En particular, segundos
objetivos (tiles de acuerdo con la invencion incluyen CD80, B7-1, CD28, CD86,
B7-2, y CTLA4. Se piensa que estos objetivos estan involucrados en una ruta
co-estimuladora critica para la activacion de célula T (llamados, antigenos de
ruta de sefial co-estimuladora). Esta ruta incluye la activacién de la molécula
CD28 en la superficie de células T. Esta molécula puede recibir una seiial
coestimuladora liberada por un ligando en las células B u otros APCs. Los
ligandos para CD28 incluyen miembros de la familia B7 de antigenos de
antivaciéon de linfocito B, tales como B7-1 y/fo B7-2 (Freedman, A. S. et al.
(1987) J. Immunol. 137, 3260-3267. Freeman, G. J. et al. (1989) J. Immunol.
143, 2714-2722; Freeman, G. J. et al. (1991) J. Exp. Med. 174, 625-631;
Freeman, G. J. et al. (1993) Science 262, 909-911; Azuma, M. et al. (1993)
Nature 366, 76-79; Freeman, G. J. et al (1993) J. Exp. Med. 178, 2185-2192).
B7-1 y B7-2 también son ligandos para otra molécula, CTLA4, presente en la
superficie de celulas T activadas. En consecuencia, la presente invention
contempla que miembros de la ruta de sefializacién de CD28 pueden ser
segundos objetivos Utiles para polipéptidos de anticuerpo anti-CD40L de
formato especifico dual.

Secuencias Homéloaas:

La invencion abarca polipéptidos de anticuerpo anti-CD40L, p.e., clones
de dominio variable de inmunoglobulina sencillo que se enlazan a CD40L, y
clones con similitud de secuencia sustancial u homologia a ellos que también
marcan antigeno con alta afinidad. Como se usa aqui, similitud de secuencia
"sustancial" u homologia es al menos 85% de similitud u homologia.

Los calculos de "homologia® o "identidad de secuencia" entre dos

secuencias (los términos son equivalentes y aqul se wusan
intercambiablemente) se realizan de la siguiente forma. Las secuencias son
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alineadas para propodsitos de comparacién 6ptima (p.e., se pueden introducir
espacios en una o ambas de una primera y una segunda secuencia de amino
acido o &cido nucleico para alineacion 6ptima, y las secuencias no homologas
pueden ser descartadas para propésitos de comparacion). En una realizacion
preferida, la longitud de una secuencia de referencia alineada para propositos
de comparacion es al menos 30%, preferiblemente al menos 40%, mas
preferiblemente al menos 50%, incluso mas preferiblemente al menos 60%, e
incluso mas preferiblemente al mencs 70%, 80%, 90%, 100% de la longitud de
la secuencia de referencia. Los residuos de amino acido o nucleétidos en
posiciones correspondientes de posiciones de amino acido o nucleétido son
entonces comparadas. Cuando una posicién en la primera secuencia esta
ocupada por el mismo residuo de amino acido o nucledtido que la posicion
correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas son
idénticas en esa posicion (como se usa aqul “homologia” de amino acido o
&cido nucleico es equivalente a “identidad” de amino acido o acido nucleico). La
identidad porcentual entre las dos secuencias es una funcién del naumero de
posiciones idénticas compartidas por las secuencias, teniendo en cuenta el
nimero de espacios, y la longitud de cada espacio, que necesitan ser
introducidos para alineacién 6ptima de las dos secuencias.

Como se usa aqui, "similitud" de secuencia es una medida del grado al
cual dos secuencias de amino acido comparten residuos de amino acido
similares en posiciones correspondientes en una alineacion de las secuencias.
Los amino &cidos son similares entre si cuando sus cadenas laterales son
similares Especificamente, "similitud" abarca amino acidos que son sustitutos
conservativos entre si. Una sustituciéon "conservativa” es cualquier sustitucion
que tiene un puntaje positivo en la matriz de sustitucién blosum62 (Hentikoff y
Hentikoff, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915-10919). Por la afirmacion
"la secuencia A is n% similar a la secuencia B" se entiende que n% de las
posiciones de una alineacién global 6ptima entre las secuencias A y B consiste
de amino 4cidos idénticos o sustituciones conservativas. Las alineaciones
globales 6ptimas se pueden realizar usando los siguientes parametros en el
elgoritmno de alineacion de Needleman-Wunsch:

Para polipéptidos:
Matriz de sustitucion: blosum62.
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Funcién de puntaje de espacio: -A -B*LG, en donde A = 11 (la sancion
de espacio), B = 1 (la sancién de longitud de espacio) y LG es la longitud del
espacio.

Para secuencias de nucleotido:

Matriz de sustitucién: 10 para coincidencias, 0 para no coincidencias.

Funcién de puntaje de espacio: -A -B*LG, en donde A = 50 (la sancion
de espacio), B = 3 (la sancion de longitud de espacio) y LG es la longitud del
espacio.

Las sustituciones conservativas tipicas estan entre Met, Val, Leu y lie;
entre Ser y Thr; entre los residuos Asp, Glu y Asn; entre los residuos Gin, Lys y
Arg; o los residuos aromaticos Phe y Tyr. Para calcular el grado (mas
usualmente como porcentaje) de similitud entre dos secuencias de polipéptido,
se considera el nimero de posiciones en las cuales se observa identidad o
similitud entre residuos de amino Acido correspondientes en las dos secuencias
de polipéptido con relacién a las longitudes totales de las dos moléculas que
son comparadas.

Altemativamente, el algoritmc de BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool — Herramienta de Blsqueda de Alineacién Local Basica) se emplea para
la alineacion de secuencia, con parametros ajustados a valores por defecto. El
algoritmo de BLAST "Secuencias BLAST 2" esta disponible en el sitio de la red
mundial internet ("www") del National Center for Biotechnology Information
(Centro Nacional para Informacién de Biotecnologia) (".ncbi"), de la National
Library of Medicine (Biblioteca Nacional de Medicina) (".nlm") de the National
Institutes of Health (los Institutos Nacionales de Salud) ("nih") del gobierno de
los Estados Unidos (".gov"), en el directorio "/blast™, sub-directorios
"bi2seq/bl2.htmi". Este algoritmo alinea dos secuencias para comparacion y
esta descrito por Tatusova & Madden, 1999, FEMS Microbiol Lett. 174:247-250.

Una medida adicional de homologia o similitud es la habilidad de hibridar
bajo condiciones de hibridacién altamente severas. Asl, una primera secuencia
que codifica un polipéptido de dominio variable de inmunoglobulina sencillo es
sustancialmente similar a una secuencia de codificacion, si la primera
secuencia herida a la segunda secuencia {0 su complemento) bajo condiciones
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de hibridacién altamente severas (tal como las descritas por Sambrook et al,,
Molecular Cloning, Laboratory Manuel, Cold Spring, Harbor Laboratory press,
New York). "Condiciones de hibridacién altamente severas™ se refieren a
hibridacion en SSC 6X a aproxmadamente 45 °C, seguida por uno 0 mas
lavados en SSC 0.2X, 0.1% de SDS a 65 °C. "Condiciones de hibridacion muy
altamente severas” se refieren a hibridaciéon en fosfato s6dico 0.5M, 7% de
SDS a 65 °C, seguido de uno o més lavados a SSC 0.2X, 1% de SDS 65 °C.

Ensavos para Actividades de CD40L.

Se prefiere que un polipéptido de anticuerpo anti-CD40L monovalente
como se describe aqui enlace a CD40L aunque no agonice sustancialmente la
sefializacion de CD40. La activacién de la ruta CD40L/CD40 manifiesta un
nimero de resultados diferentes que se pueden medir con el fin de evaluar el
efecto de un polipéptido de anticuerpo ant-CD40L monovalente dado sobre la
actividad de la ruta. Sin embargo, para la evaluacién de la actividad antagonista
o agonista de los polipéptidos de anticuerpo anti-CD40L monovalentes
descritos aqui, se puede usar al menos uno de los siguientes ensayos de
CD40L:

1. Activacion de la Quinasa Jun-N-Terminal (JNK):

La estimulacion de los linfocitos T mediante CD40L induce la activacion
fuerte de JNK. La habilidad de un polipéptido de anticuerpo anti-CD40L
monovalente para activar esta ruta de sefalizacién se mide de la siguiente
forma. Células Jurkat leucémicas humanas son estimuladas con un agonistic
anticuerpo anti-CD40L agonistico de control positivo (2 pg/ml de anticuerpo
gp39/CD40L anti-humano o anti-ratén monoclonal (Pharmingen, San Diego,
CA, USA) o inmunoglobulinas de hadmster o ratén coincidentes de isotipo
(Dianova, Hamburg, Alemania)), polipéptido de anticuerpo ant-CD40L
monovalente, o un anticuerpo Irrelevante de control negativo como se describe
en Brenner et al., 1997, FEBS Lett. 417: 301- 306, que esta incorporado aqui
mediante referencia. Las células son lisadas y el extracto es ensayado para
JNK fosforilado mediante ensayo colormétrico (p.e., kit de inmunoensayo
colorimétrico (EIA) fosfo-JNK1/2 Titerzima™, de Assay Designs Inc., Catéalogo
# 900-106). Un aumento en fosfo-JNK (p.e., del 5% o mas) para las células
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estimuladas con anti-CD40L sobre células no estimuladas indica agonismo de
la actividad de CD40L por el polipéptido de anticuerpo.

2. Induccién de la Secrecion de Citocina:

Se ha mostrado que la co-estimulacion de células T con Ab anti-CD3 y
CD40L regula escendentemente la produccién de IL-10, IFN-y y TNF-a por
aquellas células. La habilidad de un polipéptido de anticuerpo anti-CD40L
monovalente para activar esta ruta de sefalizacion se mide de la siguiente
forma. Células T Jurkat leucémicas humanas (o células CD4+ T recién
aisladas) son colocadas en placas de 96 pozos que contienen anticuerpo anti-
CD3 inmovilizado. Las células son entonces cultivadas por 72 horas en la
presencia de un anticuerpo anti-CD40L agonlstico de control positivo, CD40L,
polipéptido de anticuerpo anti-CD40L monovalente, o un anticuerpo Irrelevante
de control negativo, como se describe en Blair et al., 2000, J. Exp. Med. 191:
651-660. La IFN-y (0 IL-10 o TNF-a) es entonces cuantficada en el
sobrenadante mediante una ELISA emparedada usando un estandar de IFN-g
para generar una curva estandar desde la cual se pueden calcular otros
desconocidos. Un aumento en la IFN-g (p.e., en 5% o mas) para células
estimuladas con anti-CD40L sobre células no estimuladas indica agonismo por

el polipéptido de anticuerpo.
3. Ensayo de Agregacion de plaquetas:

Los anticuerpos anti-CD40L divalentes tienden a causar la agregacion
de plaquetas, que estd probablemente asociada con los eventos
tromboembdlicos observados en pruebas clinicas de anticuerpos anti-CD40L
divalentes de la técnica previa. Los polipéptidos de anticuerpo anti-CD40L
monovalentes como se describen aqui, prefenblemente no median o agonizan
la agregacién de plaquetas mediada por CD40L. Con respecto a este aspecto,
el "ensayo de agregacion de plaquetas estandar” es el siguiente:

Se preparan plaquetas a 2.5x10°%/ml y se dejan en agitacién en un lumi-
agregdmetro de 500-Ca (o su equivalente, p.e., un Perfilador de Agregacion de
Plaquetas (BioData, Horsham, PA)). Las plaquetas son parcialmente activadas
mediante la adicién de una serie de diluciones de 0.1-10 uM de ADP (el ADP
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10uM induce la agregacion, y se usa como un control positivo —
concentraciones menores activan plaquetas pero no inducen agregacion). La
agregacion de plaquetas mediada por CD40L es estimulada mediante Ia
adicion de cualquiera de anticuerpos anti-CD40L monoclonales (p.e.,
anticuerpos monoclonales divalentes, disponibles en, p.e., Pharmingen, San
Diego, CA, USA) o protelna de fusiébn CD40/Fc soluble (disponible en R&D
Systems). La reaccién se deja proceder entre 3 y 5 minutos. La estimulacion de
agregacion de plaquetas anterior que alcanzd la minima agregacién/activacion
con ADP solo es graficada contra la concentracién estimulante de anti-CD40L o
CD40/Fc. El porcentaje de agregacidn de plaquetas se mide por el cambio en
transmitancia de luz siguiendo la adicién del polipéptido de anticuerpo que es
probado o el péptido de control positivo. Un valor mayor que el observado para
control negativo que carece de anticuerpo y que equivale a 25% o mas del
valor de control positivo (anti-CD40L divalente o fusion de CD40/Fc) se
considera indicativo de induccion de agregacion de plaquetas.

Otros métodos para evaluar la agregacion yfo activacion de plaquetas,
incluyendo eventos que preceden la agregacion, o que estan
descendentemente de la agregacion de plaquetas, incluyen ensayos que
determinan varios indicadores de la activacion de plaqueta, y son conocidos en
la técnica. Por ejemplo, la activacion de plaqueta (y, por ende, la actividad de
CD40/CD40L) se puede determinar ensayando para la expresién de CD62P en
plaquetas (p.e., usando anticuerpos anti-CD26P y citometria de flujo),
ensayando para la formacidén del conjugado monocito-plaqueta, ensayando
para el tiempo de cierre de plaquetas bajo condiciones de alto corte (p.e.,
usando un PFA-100, Dade Behring, Newark, DE), y ensayando para la
liberacién de granulo denso de plaqueta. Los métodos para realizar tales
ensayos son conocidos en la técnica y se pueden encontras, por ejemplo, en
Langer et al., 2005 Thromb. Haemost 93: 1137-46.

PEGilacion de polipéptidos de anticuerpo anti-CD40L monovalentes
La presente invenciéon provee polipéptidos de anticuerpo anti-CD40L
monovalentes PEGilados que tienen vida media aumentada, y preferiblemente

también resistencia a la degradacién sin una pérdida de la actividad (p.e.,
afinidad de enlace) con relacién a polipéptidos de anticuerpo no PEGilados.
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Los polipéptidos de anticuerpo anti-CD40L monovalentes de acuerdo
con este aspecto pueden ser acoplados, usando métodos conocidos en la
técnica, a moléculas de polimero (preferiblemente PEG) utiles para alcanzar
vida media aumentada y propiedades de resistencia a la degradacion
abarcadas por la presente invenciéon. Las mitades de polimero que se pueden
utilizar en la invencién pueden ser sintéticas o se encuentran naturaimente e
incluyen, pero no se limitan a, polimeros de polialquileno, polialquenileno o
polioxialquilenc de cadena recta o ramificada, o un polisacarido ramificado o no
ramificado tal como homo- o heteropolisacarido. Ejemplos preferidos de
polimeros sintéticos que se pueden usar en la invencion incluyen poli(etilen
glicol) de cadena recta o ramificada (PEG), poli(propilen glicol), o poli{vinil
alcohol)y derivados o formas sustituidas de los mismos. Polimeros sustituidos
particularmente preferidos Gtiles en la invencidén incluyen PEG sustituido,
incluyendo metoxi{polietilen glicol). Mitades que se encuentran naturalmente
polimero que se pueden usar de acuerdo con la invencion ademas de, o en
lugar de PEG incluyen lactosa, amilosa, dextrano, o glicogeno, asi como
derivados de los mismos que serian reconocidos por el experto en la técnica.
Las formas derivatizadas de moléculas de polimero de la invencion incluyen,
por ejemplo, derivados que tienen mitades o grupos reactivos adicionales
presentes alli que permiten la interaccién con residuos de amino acido de los
polipéptidos dAb descritos aqul. Tales derivados incluyen ésteres activos de N-
hidroxilsuccinimida (NHS), pollmeros de succinimidil propionato, y agentes
reactivos selectivos a sulfhidrilo tales como maleimida, vinil sulfona, y tiol.
Polimeros derivatizados particularmente preferidos incluyen, pero no se limitan
a polimeros de PEG que tienen las formulaa: PEG-O-CH2CH2CH2-CO2-NHS;
PEG-0O-CHz-NHS; PEG-0-CH2CH2-CO2-NHS; PEG-S-CH2CH2-CO-NHS; PEG-
0O,CNH-CH(R)-CO.-NHS; PEG-NHCO-CH2CH2-CO-NHS; y PEG-O-CH>-CO--
NHS; en donde R es (CH2)s)NHCO,(mPEG). Los polimeros de PEG Utiles en la
invencidn pueden ser moléculas lineales, o pueden ser ramificadas, en donde
multiples mitades de PEG estan presentes en un solo polimero. Algunos
derivados de PEG particularmente preferidos, que son Utiles en la invencion

incluyen, pero no se limitan a los siguientes:
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El grupo reactivo (p.e., MAL, NHS, SPA, VS, o Tiol) puede estar unido
directamente al polimero de PEG o puede estar unido al PEG mediante una
molécula enlazante.
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El tamafio de los polimeros Gtiles en la invencion puede estar en el
rango de 500 Da a 60 kDa, por ejemplo, entre 1000 Da y 60 kDa, 10 kDa y 60
kDa, 20 kDa y 60 kDa, 30 kDa y 60 kDa, 40 kDa y 60 kDa, y hasta entre 50 kDa
y 60 kDa. Los polimeros usados en la invencién, particularmente PEG, pueden
ser polimeros de cadena recta o pueden poseer una conformacion ramificada.
Dependiendo de la combinacién de peso molecular y combinacién, las
moléculas de polimero udtiles en la invencidn, cuando estan unidas a un
polipéptido de anticuerpo anti-CD40L monovalente, produciran una molécula
que tiene un tamafio hidrodinAmico promedio entre 24 y 500 kDa. El tamafio
hidrodinAmico de una molécula de polimero usada aqui se refiere al tamafio
aparente de una molécula (p.e., una molécula de proteina) con base en la
difusién de la molécula a través de una solucién acuosa. La difusién, o mocién
de una proteina a través de la solucion puede ser procesada para derivar un
tamafio aparente de la proteina, en donde el tamafio esta dado por el radio de
Stokes o radio hidrodindmico de la particula de proteina. El "tamafio
hidrodindmico" de una proteina depende de la masa y de la forma
(conformacién), de forma que dos proteinas que tienen la mimas masa
molecular pueden tener tamafnos hidrodinamicos diferentes con base en la
conformacién global de la proteina. El tamafic hidrodinamico de un polipéptido
de anticuerpo anti-CD40L monovalente enlazado a PEG, p.e., un dominio
variable de inmunoglobulina sencillo anti-CD40L como se describe aqui, puede
estar en el rango de 24 kDa a 500 kDa; 30 a 500 kDa; 40 a 500 kDa; 50 a 500
kDa; 100 a 500 kDa; 150 a 500 kDa; 200 a 500 kDa; 250 a 500 kDa; 300 a 500
kDa; 350 a 500 kDa; 400 a 500 kDa y 450 a 500 kDa. Preferiblemente, el
tamafio hidrodindmico de un polipéptido de anticuerpo PEGilado como se
describe aqui es de 30 a 40 kDa; 70 a 80 kDa o 200 a 300 kDa. El tamafio de
una molécula de polimero unida a un polipéptido de anticuerpo anti-CD40L
monovalente puede entonces ser variado dependiendo de la aplicaci6n
deseada. Por ejemplo, cuando un polipéptido de anticuerpo PEGilado esta
destinado para dejar la circulacién y entrar en tejidos periféricos, es deseable
que mantenga bajo el tamafio del polimero unido para facilitar la extravasacion
del torrente sanguineo. Altemativamente, cuando se desea que el polipéptido
de anticuerpo PEGilado permanezca en la circulacién por un mayor periodo de
tiempo, se puede usar un polimero de mayor peso molecular (p.e., un polimero
de 30 a 60 kDa).
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Las moléculas de polimero (PEG) dtiles en la invencién pueden ser
unidas a los polipéptidos de anticuerpo usando métodos que son bien
conocidos en la técnica. El primer paso en la unién del PEG u otras mitades de
polimero a un polipéptido de anticuerpo es la sustitucion de los grupos finales
hidroxilo del polimero de PEG mediante grupos funcionales que contienen
eelectréfilo. Particularmente, los polimeros de PEG estan unidos a residuos de
cisteina o lisina presentes en el polipéptido de anticuerpo. Los residuos de
cisteina y lisina se pueden encontrar naturaimente, o pueden ser disefiados en
la molécula de polipéptido de anticuerpo. Por ejemplo, los residuos de cisteina
pueden ser disefiados recombinantemente en el C terminal de los polipéptidos
de anticuerpo, o residuos en ubicaciones accesibles de solvente especificas en
el polipéptido de anticuerpo pueden ser sustituidos con cisteina o lisina. En una
realizacion preferida, una mitad de PEG esta unida a un residuo de cistelna
que esta presente en la regién bisagra en el C terminal de un polipéptido de
anticuerpo.

En una realizacion preferida adicional, una mitad de PEG u otro polimero
esta unida a un residuo de cistelna o lisina que se encuentra naturaimente en,
o disefiado en el N terminal del polipéptido de dominio variable sencillo de
anticuerpo de la invencién. En aiin una realizacion adicional, una mitad de PEG
u otro polimero estd undido a un dominio variable sencillo de anticuerpo de
acuerdo con la invencién en un residuo de cisteina o lisina (ya sea que se
encuentra naturalmente o disefiado) que esta al menos 2 residuos lejos (p.e.,
interno a) los C y/o N terminales de polipéptido de dominio variable sencillo de

anticuerpo.

En una realizacién, el(los) polimero(s) de PEG esta(n) unido(s) a uno o
mas residuos de cistelna o lisina presentes en una regién de marco (FWs) y
una o0 mas CDRs heter6logas de un dominio variable de inmunoglobulina
sencillo. Las CDRs y las regiones de marco {p.e., CDR1-CDR3 y FW1-FW4)
son augellas regiones de un dominio variable de inmunoglobulina definidas en
la base de datos Kabat de Secuencias de Proteinas de Interés Inmunologico
(Kabat et al., 1991, supra). En una realizacién preferida, un polimero de PEG
esta enlazado a un residuo de cisteina o lisina en el segmento DP47 del marco
Vi, © el segmento DPK49 del marco Vi. Los residuos de cistelna y/o lisina de
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DP47 que pueden ser enlazados a PEG de acuerdo con la invencion incluyen
la cistelna en las posiciones 22, o 96 y la lisina en las posiciones 43, 65, 76, o
98 de SEQ ID NO: 1 (Figura 5). Los residuos de cisteina y/o lisina de DPK9 que
pueden ser enlazados a PEG de acuardo con la invencion incluyen los residuos
de cistelna en las posiciones 23, u 83 y los residuos de lisina en las posiciones
39, 42, 45, 103, 0 107 de SEQ ID NC: 3 (Figura 6). Adicionalmente, residuos de
cistelna o lisina especificos pueden ser enlazados a PEG en la regidn de marco
canénica Vy DP38, o DP45.

Adicionalmente, los sitios especificos accesibles a solvente en la
molécula de anticuerpo que no son residuos de cisteina o lisina que se
encuentran naturalmente pueden ser mutados a una cistaina o lisina para la
unién de un polimero de PEG. Los residuos accesibles a solvente en cualquier
anticuerpo dado, p.e., un dAb, se pueden determinar usando métodos
conocidos en la técnica, tales como andlisis de la estructura de cristal del
polipéptido de anticuerpo. Por ejemplo, usando la estructura de cristal disuelto
del dAb HEL4 V4 (SEQ ID NO: 3; un dAb que enlaza la isoenzima de huevo de
gallina), se ha identificado que los residuos GIn-13, Pro- 14, Gly- 15, Pro-41,
Gly-42, Lys-43, Asp-62, Lys-65, Arg-87, Ala-88, Glu-89, Gin-112, Leu-115, Thr-
117, Ser-119, y Ser-120 son accesibles a solvente, y de acuerdo con la
presente invencion, serfan candidatos atractivos para mutacién a residuos de
cisteina o lisina para la unién de un polimero de PEG. En adicién, usando la
estructura de cristal disuelto de el dAB simulado Vi (SEQ ID NO: 4), se ha
identificado que los residuos Val-15, Pro-40, Gly-41, Ser-56, Gly-57, Ser-60,
Pro-80, Glu-81, GIn- 100, Lys-107, y Arg-108 son accesibles a solvente, y de
acuerdo con la presente invencién, serian candidatos atractivos para mutacién
a residuos de cistelna o lisina para la unién de un polimero de PEG. En una
realizacion de la invencion, un polimero de PEG esta enlazado a muitiples
residuos de cisteina o lisina accesibles a solvente, o a residuos accesibles a
solvente que han sido mutados a un residuo de cisteina o lsina.
Alternativamente, solamente el residuo accesible a solvente es enlazado al
PEG, ya sea cuando el polipéptido de anticuerpo particular solamente posee
una cisteina o lisina accesible a solvente (o residuo modificao a una cisteina o
lisina) o cuand un residuo accesible a solvente particular se selecciona entre
varios de tales residuos para PEGilacion.
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Secuencia de Amino Acido Primaria de HEL4 (SEQ ID NO: 5).

1 EVQLLESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFRIS DEDMGWVRQA
PGKGLEWVSS

51  YGPSGSTYY ADSVKGRPTI SRDNSKNTLY LQMNSLRAED
TAVYYCASAL

101 EPLSEPLGFW GQGTLVTVSS

Secuencia de Amino Acido Primaria de V, simulada (SEQ ID NO: 6).

1 DIQMTQSPSS  LSASVGDRVT ITCRASQSIS  SYLNWYQQKP
GKAPKLLI

51  ASSLQSGVPS RFSGSGSGTD FTLTISSLQP  EDFATYYCQQ
SYSTPNTFGQ

101  GTKVEIKR

Varios esquemas de unién a PEG que son utiles en la invencién son
porporcionados por la companigia Nektar (SanCarlos, CA). Por ejemplo, cuando
se desea la unién de PEG u otro polimero a un residuo de lisina, se pueden
usar ésteres activos de polimeros de PEG que han sido derivatizados con N-
hidroxilsuccinimida, tales como succinimidil propionato. Cuando se pretende la
union a un residuo de cisteina, se pueden usar los polimeros de PEG que han
sido derivatizados con reactivos selectivos a sulfhidrilo tales como maleimida,
vinil sulfona, o tioles. Otros ejemplos de realizaciones especificas de derivados
de PEG que se pueden usar de acuerdo con la invencion para generar
anticuerpos PEGilados se pueden encontrar en el catalogo Nektar (disponible
en la red en nektar.com). En adicién, se pueden usar formas derivatizadas de
PEG de acuerdo con la invencion para facilitar Ia union del polimero de PEG a
un polipéptido de anticuerpo. Los derivados de PEG Utiles en la invencion
incluyen, pero no se limitan a PEG-succinimidil succinato, PEG unido a
uretano, PEG fenilcarbonato, PEG succinimidil carbonato, PEG-carboximetil
azida, anhidrido PEG dimetilmaléico, revivados de PEG ditiocarbonato, PEG-
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tresilatos (2,2,2- trifluoroetanosulfonatos), imidoésteres de mPEG, y otros como
se describen en Zalipsky y Lee, (1992) ("Use of functionalized poly(ethylene
glycol)s for modification of peptides" in PolvfEthylene Glycol) Chemistry:
Biotechnical and Biomedical Applicalions, J. Milton Harris, Ed., Plenum Press,
NY).

En una realizacién, la invencién provee una composicién de dominio
vanable sencillo de anticuerpo anti-CD40L que comprende un dominio variable
sencillo de anticuerpo y polimero de PEG, en donde la relacién de polimero de
PEG a dominio variable de anticuerpo es una relaciébn molar de al menos
0.25:1 En una realizacién adicional, la relacién molar del polimero de PEG a
dominio variable de anticuerpo es 0.33:1 o mayor. En ain una realizacion
adicional, la relacién molar de polimero de PEG a dominio variable sencillo de

anticuerpo es 0.5:1 o mayor.

Ligandos Especificos Duales

La invencidn también provee ligandos especificos duales que
comprenden dominios variables sencillos de inmunoglobulina que tienen cada
uno especificidades diferentes; esto es, los primero y segundo epitopos
enlazados mediante el ligando especifico dual son preferiblemente diferentes.
Como se usa aqui, un "ligando especifico dual" se refiere a un ligando que
comprende un primer dominio variable sencillo de inmunoglobulina y un
segundo dominio variable de inmunoglobulina como se define aqui, en donde
las regiones variables son capaces de enlazarse a dos antigenos diferentes o
dos epitopos en el mismo antigenc que no estan normalmente enlazados por
una inmunoglobulina monoespecifica. Por ejemplo, los dos epitopos pueden
estar en el mismo hapteno, pero no son el mismo epitopo o estan
suficientemente adyacentes para estar enlazados por enligando
monoespecifico. Los ligandos especificos duales de acuerdo con la invencion
estan compuestos de dominios variables que tienen especificidades diferentes,
y no contienen pares de dominio variable mutuamente complementarios que
tienen la misma especificidad. Los ligandos especlficos duales pueden ser, o
ser parte de, polipéptidos, protelnas o acidos nucleicos, que se pueden
encontrar naturalmente o ser sintéticos. Con respecto a esto, el ligando de la
invencién puede enlazar un epitopo o antigeno y actuar como un antagonista o
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agonista (p.e. agonista del receptor EPO). Los dominios de enlace a epitopo
del ligando, en una realizacion, tienen la misma especificidad de epitopo, y
pueden por ejemplo enlazar simultdneamente su epitopo cuando multiples
copias del epltopo estan presentes en el mismo antigeno. En otra realizacion,
estos epltopos se proveen en diferentes antigenos de forma que el ligando
puede enlazar los epitopos y puentear los antigenos. El experto en la técnica
apreciara que la eleccion de eplitopos y antigenos es grande y variada. Ellos
pueden ser por ejemplo, proteinas humanas o animales, citocinas, receptores
de citocina, co-factores de enzimas para enzimas o proteinas de enlace a ADN.
Citocinas y factores de crecimiento adecuados incluyen pero no se limitan a:
ApoE, Apo-SAA, BDNF, Cardiotrofina-1, EGF, receptor de EGF, ENA-78,
Eotaxina, Eotaxina-2, Exodus-2, EpoR, FGF-acido, FGF-basico, factor-10 de
crecimiento de fibroblasto, ligando FLT3, Fractalquina {(CX3C), GDNF, G-CSF,
GM-CSF, GF-B1, insulina, IFN-y, IGF-I, IGF-II, IL-1a, IL-18, IL-2, IL-3, IL4, IL-5,
IL-6, IL-7, IL- 8 (72 a.a.), IL-8 (77 a.a.), IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-15, IL-
16, IL-17, IL-18 {IGIF), Inhibina a, Inhibina B, IP-10, factor-2 de crecimiento de
queratinocito (KGF-2), KGF, Leptina, LIF, Linfotactina, sustancia inhibidora
mulleriana, factor inhibidor de colonia de monocito, proteina actractora de
monocito, M-CSF, MDC (67 a.a.), MDC (69 a.a.), MCP-1 (MCAF), MCP-2,
MCP-3, MCP-4, MDC (67 a a ), MDC (69 a.a.), MIG, MIP-1a, MIP-18, MIP-3a,
MIP-38, MIP-4, factor-1 de inhibicion del progenitor mieloide (MPIF-1), NAP-2,
Neurtunina, factor de crecimiento nervioso, B-NGF, NT-3, NT-4, Oncostatina M,
PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PF-4, RANTES, SDF1«, SDF1B, SCF, SCGF,
factor de mastocito (SCF), TARC, TGF-a, TGF-B, TGF-B2, TGF-B3, factor de
necrosis de tumor (TNF), TNF-a, TNF-8, receptor | de TNF, receptor |l de TNF,
TNIL-1, TPO, VEGF, receptor 1 del VEGF, receptor 2 del VEGF, receptor 3 del
VEGF, GCP-2, GRO/MGSA, GRO-B, GRO-y, HCCI, 1-309, HER 1, HER 2, HER
3, HER 4, sitio de reconocimiento de TACE, TNF BP-l y TNF BP-ll, asi como
cualquier objetivo revelado en el Anexo 2 o0 Anexo 3 de la presente, ya sea en
combinacion como se indicd en los Anexos, en una combinacién diferente o
individualmente. Los receptores de citocina incluyen receptores para las
citocinas anteriores, p.e. IL.-1 R1; IL-6R; IL-10R; IL- 18R, asi como receptores
para las citocinas indicadas en el Anexo 2 o Anexo 3, y también receptores
revelados en el Anexo 2 y 3. Se apreciard que esta lista no es de ninguna
forma exhaustiva. Cuando el ligando multiespecifico enlaza a dos epitopos
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(sobre los mismos antigenos o diferentes), el(los) antlgen(os) pueden ser
seleccionados de esta lista.

En una realizacién de la segunda configuracion de la invencion, los
dominios variables son dervados de un anticuerpo dirigido contra el primer y/o
segundo antigeno o epitopo. En una realizacion preferida, los dominios
variables se derivan de un repertorio de dominios de anticuerpo variables
sencillos. En un ejemplo, el repertorio es un repertorio que no esta creado en
un repertorio animal o sintético En ofro ejemplo, los dominios variables
sencillos no estan aislados (al menos en parte) por inmunizacion animal Asl,
los dominios sencillos pueden ser aislados de una biblioteca inocua.

En otro aspecto, la invencion provee un ligando multi-especifico que
comprende un primer epitopo que enlaza un dominio que tiene una pnmera
especificidad de enlace a epliopo y un segundo epitopo de no
complementareidad que enlaza un dominio que tiene una segunda
especificidad de enlace a epltopo. Las primera y segunda especificidades de
enlace pueden ser las mismas o diferentes.

En un aspecto adicional, la presente invencién provee un ligando muiti-
espec’cifico de conformacién cerrada que comprende un primer dominio de
enlace a epitopo que tiene una primera especificidad de enlace a epitopo y un
segundo epitopo de no complementariedad, que enlaza un dominio que tiene
una segunda especificidad de enlace a epitopo, en donde las pnmera y
segunda especificidades de enlace son capaces de competir para el enlace a
epitopo de forma que el ligando multi-especifico de conformacién cerrada no
puede enlazar ambos epitopos simultaneamente.

En aan un aspecto adicional, la invenciébn provee ligandos de
conformaciébn abierta que comprenden dominios de enlace de no
complementariedad, en donde los dominios son especificos para un epitopo
diferente del mismo objetivo. Tales ligandos se enlazan a objetivos con avidez
aumentada. Igualmente, la invencidbn provee ligandos multivalentes que
comprenden dominios de enlace de no complementariedad especificos para el
mismo epitopo y dirigidos a objelivos que comprenden copias multiples de
dicho eplitopo.
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En un aspecto similar, los ligandos de acuerdo con la invencién pueden
ser configurados para enlazar epltopos individuales con baja afinidad, de forma
que el enlace a epltopos individuales no es terapéuticamente significativo; pero
la avidez aumentada resultante de enlazar a dos epltopos provee un beneficio
terapéutico. En un ejemplo particular, los epitopos pueden ser marcados, para
estar presentes individualmente sobre tipos de células normales, pero
presentes juntos solamente en células anormales o enfermas, tales como
células de tumor. En tal situacion, sclamente las células anormales o enfermas
son efectivamente marcadas mediante ligandos biespecificos de acuerdo con
la invencién.

Los ligandos especificos para miltiples copias del mismo epitopo, o
adjacent epitopos, en el mismo objetivo (conocidos como dAbs quelantes)
pueden también ser ligandos triméricos o poliméricos (tertraméricos o mas) que
comprenden tres, cuatro o mas dominios de enlace de mo complementariedad.
Por ejemplo, se pueden construir ligandos que comprenden tres o cuatro
dominios Vy 0 dominios V.

Mas aln, se proveen ligandos que enlazan a obtejivos de muiti-
subunidad, en donde cada dominic de enlace es especifico para una
sunbunidad de dicho objetivo. EIl ligando puede ser dimérico, trimérico o
polimérico.

La invencién también incluye un ligando especifico dual que comprende
un primer dominio vanable sencillo de Inmunoglobulina que tiene una
especificidad de enlace a un primer antigeno y un segundo dominio variable
sencillo que tiene una actividad de enlace a un segundo antigeno, en donde el
primer antigeno es CD40L y el segundo dominio variable sencillo es un
Antigeno de superficie de Célula que Presenta Antigeno o un antigeno de
superficie de célula T. El antigeno de superficie de Célula que Presenta
Antigeno (APC) puede ser seleccionado de uno del grupo que consiste de
antigenos de superficie de célula dendritica, antigenos de superficie de
macrofago, antigenos de superficie de célula B activada, antigenos de
superficie de la ruta de sefalizacién co-estimuladora, y MHC, tal como MHC i
alfa o beta.
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El antigeno de superficie (APC) puede ser seleccionado del grupo que
consiste de CD28, molécula coestimuladora inducible (ICOS), CD27, CD30,
0X40, CD45, CD69, CD3, CD70, ligando de molécula coestimuladora inducible
(ICOSL), OX40L, CD80, CD86, HVYEM (Mediador de la Entrada del Virus
Herpes), y LIGHT, pero es preferiblemente uno de CD28, molécula
coestimuladora inducible (ICOS), CD27, CD30, 0X40, CD45, CD69, o CD3.

El antigeno de superficie es preferiblemente un antigeno de superficie
del gen B7 tal como B7-2 0 B7-1.

Los antigenos de superficie de células dentriticas son conocidos en la
técnica y pueden incluir, pero no se limitan a ICAM-1, ICAM-2, LFA-1, LFA-3,
DEC205, Clase | MHC, Clase || MHC, B7-1, y B7-2. Antigenos de superficie de
macréfago activado incluyen, pero no se limitan a, receptor de TNF, CD40,
Clase | y Il MHC, y moléculas B7. Los antigenos de superficie de célula B
activada son conocidos en la técnica (p.e., incluyendo pero sin limitarse a CD20
y CD86) y se describieron mejor anteriormente (ver, por ejemplo, Janeway et
al.} 1999, Immunobiology, Garland Publishing NY, NY).

Preferiblemente, los ligandos multi-especificos de acuerdo con los
aspectos anteriores de la invencién se pueden obtener mediante el que
comprende los pasos de.

a) seleccionar un primer dominio de enlace a epitopo por su habilidad para
enlazarse a un primero epitopo,

b) seleccionar un segundo dominio de enlace a epitopo por su habilidad
para enlzarse a un segundo epitopo,

c) combinar los dominios de enlace a epitopo; y
d) seleccionar el ligando multiespecifico de conformacién cerrada por su

habilidad de enlazarse a dicho primer segundo epitopo y dicho segundo
epitopo.
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Convenientemente, el primer dominio de enlace a epitopo y los
segundos dominios de enlace a epltopo son dominios variables de
inmunoglobulina de no complementariedad, como se definen aqui. Esto es,
cualquier dominio variable Vy-Vy 0 V-V

Los dAbs quelantes en particular, se pueden preparar de acuerdo con un
aspecto preferido de la invencion, a saber, el uso de dAbs de anclaje, en los
cuales se construye una biblioteca de dAbs diméricos, triméricos o multiméricos
usando un vector que comprende un dAb constante ascendentemente o
descendentemente de una secuencia enlazante, con un repertorio de un
segundo, tercero o dAbs adicionales que son insertados en el otro lado del
enlazante. En metodologias alternalivas, el uso de enlazantes puede evitarse,
por ejemplo mediante el uso de enlace no covalente o afinidad natural entre los
dominios de enlace tales como Vy y Vk. En consecuencia, la invencion provee
un método para preparar un ligando multimérico que comprende los pasos de:

(a) proveer un vector que comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica un dominio de enlace especifico para un primer epltopo

en un objetivo;

(b) proveer un vector que codifica un repertorio que comprende
segundos dominios de enlace especificos para un segundo epitopo en dicho
objetivo, cuyo epitopo puede ser el mismo o diferente del primer epitopo, dicho
segundo epltopo esta adyacente a dicho primer epltopo; y

(c) expresar dicho primer y segundo dominos de enlace; y

(d) aislar aquellas combinaciones de primer y segundo dominios de
enlace que se combinan para producie un dimero de enlace a objetivo.

Los primer y segundo epltopos son adyacentes de forma que un ligando
multimérico es capaz de enlazar a ambos epitopos simultdneamente. Esto
provee al ligando con las ventajas de avidez aumentada en caso de enlace.
Cuando los epitopos son los mismos, la avidez aumentada se obtiene por la
presencia de copias muiltiples del epitopo en el objetivo, permitiendo que al
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menos dos copias estén enlazadas simultaneamente con el fin de obtener el
efecto de avidez aumentada.

En una realizacion alternativa del aspecto anterior de la segunda
configuracién de la invencion, al menos un dominio de enlace a epitopo
comprende un “andamio de proteina” o 'esqueleto de proteina” diferente a
inmunoglobulina como se define aqui. Andamios de protelnas diferentes a
inmunoglobulina adecuadas incluyen pero no se limtan a cualquiera de
aquellas seleccionadas del grupo que consiste de: SpA, fibronectina, GroEL y
otras chaperonas, lipocalina, CCTLA4 y affibodies, como se establecié
anteriormente.

De acuerdo con el aspecto anterior de la segunda configuracion de la
invencién, convenientemente, los dominios de enlace a epitopo estan unidos a
un “esqueleto de protelna”. Convenientemente, un esqueleto de proteina de
acuerdo con la invencion es un esqueleto de inmunoglobulina.

De acuerdo con la presente invencion, el término “esqueleto de
inmunoglobulina” se refiere a una proteina que comprende al menos un pliegue
de inmunoglobulina y que actia como un nucleo para uno 0 mas dominios de
enlace a epltopo, como se definen aqui.

Esqueletos de inmunoglobulina preferidos, como se definen aqui,
incluyen uno cualquiera 0 mas de aquellos seleccionados de los siguientes:
una molécula de inmunoglobulina que comprende al menos (i) el dominio CL
(subclase kappa o lambda) de un anticuerpo; o (ii) el dominio CH1 de una
cadena pesada de anticuerpo; una molécula de inmunoglobulina que
comprende los dominios CH1 y CH2 de una cadena pesada de anticuerpo; una
molécula de inmunoglobulina que comprende los dominios CH1, CH2 y CH3 de
una cadena pesada de anticuerpo; o cualquiera del subconjunto (ii) en conjunto
con el dominio CL (subclase kappa o lambda) de un anticuerpo. También se
puede incluir un dominio de region bisagra. Tales combinaciones de dominios
pueden, por ejemplo, imitar anticuerpos naturales, tales como IgG o IgM, o
fragmentos de los mismos, tales como moléculas de Fv, scFv, Fab o F(ab')..
Los expertos en la técnica sabran que esta lista no pretende ser exhaustiva.
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La unién del esqueleto a los dominios de enlace a epitopo, como se
definen aqul, puede alcanzarse al nivel de polipéptido, esto es después de la
expresién del acido nucleico que codifica el esqueleto y/o los dominios de
enlace a epitopo. Alternativamente, el paso de unién se puede realizar al nivel
de &cido nucleico. Los métodos de unién de un esqueleto de proteina de
acuerdo con la presente invencién, a uno o mas dominios de enlace a epitopo
incluyen el uso de quimica de protelna y/o técnicas de biologla molecular que
seran familiares para los expertos en la técnica y que estan descritas aqui.

Covenientemente, el ligando dual o multiespecifico puede comprender
un primer dominio capaz de enlazar una molécula objetivo, y un segundo
dominio capaz de enlazar una molécula o grupo que extiende la vida media del
ligando. Por ejemplo, la molécula o grupo puede ser un agente de masa, tal
como HSA o una proteina de matriz celular. Como se usa aqui, la frase
"molécula o grupo que extiende la vida media de un ligando” se refiere a una
molécula o grupo quimico que, cuando estd enlazado mediante un ligando
especifico dual como se describe aqui, aumenta la vida media in vivo de tal
ligando especifico dual cuando es admnistrado a un animal, con relacion a un
ligando que no se enlaza a esa molécula o grupo. Ejemplos de moléculas o
grupos que extienden la vida media de un ligando se describen aqui mas
adelante. En una realizacién preferida, El ligando multiespecifico de
conformacién cerrada puede ser capaz de enlazarse a la molécula objetivo
solamente al desplazamiento de la molécula o grupo mejorador de vida media.
Asi, por ejemplo, un ligando multiespecifico de conformacién cerrada es
mantenido en circulacion en el torrente sanguineo de un sujeto por una
molécula de masa tal como HSA. Cuando se encuentra una molécula objetivo,
la competencia entre los dominios de enlace del ligando multiespecifico de
conformacién cerrada produce el desplazamiento del HSA y en lace del
objetivo. Las moléculas que aumentan la vida media se discutieron en mayor
detalle anteriormente

Los ligandos de acuerdo con cualquier aspecto de la presente invention,
asi como monémeros dAb dtiles en la construccion de tales ligandos, pueden
disociarse covenientemente de su(s) objetivo(s) cognato con una Ky de 300 nM
a 5pM (pe, 3 x 107 a 5 x 1072 M), preferiblemente 50nM a 20pM, o 5nM a
200pM o 1nM a 100pM, 1 x 107 M o menos, 1 x 10° M o menos, 1 x 10?M o

92

Z30



10

15

20

25

30

35

232

menos, 1 x 10" M o menos, 1 x 10" M o menos; y/o una constante de
velocidad Ky de 5 x 107 a 1 x 107S™, preferiblemente 1 x 1021 x10%S8™, 05
x10%a1x10%8",05x10" S o menos, 01x102S™" 0o menos, 0 1 x 10° 8™
o menos, 0 1 x 10 S o menos, 0 1 x 10° S™ o menos, 0 1 x 10° S 0 menos
determinada mediante resonancia de plasmoén superficial. La constante de
velocidad Ky se define como Kaoa/Kon.

!

Adicionalmente, la invencién provee un mondémero dAb (o ligando
especifico dual que comprende tal dAb) que se enlaza a albdmina de suero
(SA) con un Ky de 1nM a 500 uM (pe, x 10 a 5 x 10™%), preferiblemente 100nM
a 10uM. Preferiblemente, para un ligando especifico dual que comprende un
promer dAb anti-SA y un segundo dAb a otro objetivo, la afinidad (pe Kq y/o Ko
medida por resonancia de plasmén superficial, pe usando BiaCore) del
segundo dAb para su objetivo es de 1 a 100000 veces (preferiblemente 100 a
100000, mas preferiblemente 1000 a 100000, o 10000 a 100000 veces) la
afinidad del primer dAb para SA. Por ejemplo, el primer dAb se enlaza a SA
con una afinidad de aproximadamente 10uM, mientras el segundo dAb se
enlaza a su objetivo con una afinidad de 100pM, Preferiblemente, la albumina

de suero es una albimina de suero humana (HSA).

En una realizacion, el primer dAb (o un monémero de dAb) se enlaza a
SA (pe, HSA) con un Ky de aproximadamente 50, preferiblemente 70, y mas
prefenblemente 100, 150 o 200 nM.

La invencién provee ademas dimeros, trimeros y polimeros de los
monémeros de dAb menicionados anteriormente, de acuerdo con el aspecto
anterior de la presente invencion.

Los ligandos de acuerdo con la invencién, incluyendo mondmeros de
dAb, dimeros y trimeros, pueden enlazarse a una region Fc de anticuerpo, que
comprende uno 0 ambos dominios de Cx2 y Cu3, y opcionalmente una region
bisagra. Por ejemplo, los vectores que codifican logandos enlazados a una sola
secuencia de nucledtido a una regién Fc se pueden usar para preparar tales
polipéptidos. Altemativamente, los ligandos de acuerdo con la invencion
pueden esta rlibres de un dominio Fc.

93



10

15

20

25

30

35

3\

En un aspecto adicional, la presente invencién provee una o mas
moléculas de 4&cido nucleido que codifican al menos un ligando dual o
multiespecifico como se define aqui. En una realizacién, el ligando es un
ligando de conformacién cerrada. En otra realizacion, es un ligando de
conformacion abierta. El igando multiespecifico puede ser codificado en una
sola molécula de acido nucleico; alternativamente, cada dominio de enlace a
epitopo puede ser codificado por una molécula de acido nucleico separada.
Cuando el ligando es codificado por una sol molécula de acido nucleico, los
dominios pueden ser expresados como un polipéptido de fusion, o pueden ser
expresados separadamente y posteriormente enlazados juntos, por ejemplo
usando agentes enlazantes quimicos. Los ligandos expresados de acidos
nucleicos separados seran enlazados por medios apropiados.

El acido nucleico puede ademds codificar una secuencia de sefial para
exportacion de los polipéptidos desde una célula hospedera a la expresion, y
puede estar fusionado con un componente de superficie de una particula
bacteriéfaga filamentosa (u otro componente de un sistema de despliegue de
seleccién) a la expresién. Las secuencias lider, que se pueden usar en la
expresion bacteriana y/o despliegue del fago o fagémido, incluyen pelB, stil,
ompA, phoA, bla y pelA.

En un aspecto adicional de la segunda configuracion de la invencion, la
presente invencidn provee un vector que comprende acido nucleico de acuerdo

con la presente invencion.

En ya un aspecto adicional, la presente invencién provee una ceélula
hospedera transfectada con un vector de acuerdo con la presente invencion.

La expresién de tal vector puede ser configurada para producir, por
ejemplo sobre la superficie de una particula de bacteriéfago, dominios de
enlace a epitopo para seleccion. Esto permite la seleccion de dominios
desplegados y por ende, seleccibn de “ligandos multiespecificos” usando el
método de la presente invencion.

Combinacion de dominios variables sencillos
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Los dominios Utiles en la invencion, una vez seleccionados usando los
métodos ejemplificados anteriormente, pueden ser combinados por una
variedad de métodos conocidos en la técnica, incluyendo métodos covalentes y

no covalentes.

Los métodos preferidos incluyen el uso de enlazantes de polipeptido,
como se describieron, por ejemplo, en conexiéon con motéculas scFv (Bird et al,
(1988) Science 242:423- 426). La discusién de enlazantes adecuados se
prevee en Bird ef al. Science 242, 423-426; Hudson et al, Joumal Immunol
Methods 231 (1999) 177-189; Hudson et al, Proc Nat Acad Sci USA 85, 5879-
5883. Los enlazantes son preferiblemente flexibles, permitiendo que los dos
dominios sencillon interactien. Un ejemplo de enlazante es un enlazante de
(Glys Ser),, donde n=1 a 8, pe, 2, 3, 4, 5 0 7. También se pueden emplear
enlazantes usados en diacuerpos, que son menos flexibles, (Holliger et al.,
(1993) PNAS (USA) 90:6444-6448).

En una realizacion, el enlazante empleado no es una regiéon bisagra de

inmunoglobulina.

Los dominios variables pueden ser combinadosusando métodos
diferentes a los enlazantes. Por ejemplo, el uso de puentes de disulfuro,
proporcionados a través de residuos de cisteina que se encuentran
naturalmente o disefiados, puede ser explotado para estabilizar dimeros Vy-Vi,
Vi-VL 0 Vu-VL (Reiter et al, (1994) Protein Eng. 7:697-704) o mediante
remodelamiento de la interfaz entre los dominios variables para mejorar el
“ajuste” y, por ende, la estabilidad de interaccion (Ridgeway et al, (1996)
Protein Eng. 7:617-621; Zhu et al., (1997) Protein Science 6:781-788).

Se pueden emplear otras lécnicas para unir o estabilizar dominios
variables de inmunoglobulinas, y en particular dominios V4 de anticuerpo VH

dominios, segun sea apropiado.

De acuerdo con 1a presente invencién, los ligandos especificos duales
pueden estar en conformaciones "cerradas” en solucién. Una configuracion
“cerrada” es aquella en la cual los dos dominios (por ejemplo Vy y V) estan
presentes en forma asociada, tao como la de un par Vy-V_ asociado que forma
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un sitio de enlace de anticuerpo. Por ejemplo, scFv puede estar en una
conformacién cerrada, dependiendo del reordenamiento del enlazante usado
para enlazar los dominios Vy y V.. Si este es suficientemente flexible para
permitir que los dominios se asocien, o si se aferra rigidamente a estos en la
posicion asociada, es probable que los dominios adoptaran una conformacion

cerrada.

Igualmente, los pares de dominio Vy y pares de dominio Vi pueden
existir en una conformacion cerrada. Generalmente, esto sera una funcion de
asociacion cercana de los dominios, tal como un enlazante rigido, en la
molécula de ligando. Los ligandos en una conformacién cerrada no seran
capaces de enlazar tanto a la molécula que aumenta la vida media del ligando,
como una segunda molécula objetivo. Asi, el ligando tipicamente solo enlazara
la segunda molécula objetivo a la disociacién de la molécula que aumenta la

vida media del ligando.

Mas adn, la construccion de dimeros Vu/Vi, VU/VL 0 Vi/VL sin enlazantes
provee la competicion entre los dominios.

Los ligandos de acuerdo con la invencion pueden ademas estar en una
conformacion abierta. En tal conformacién, los ligandos seran capaces de
enlazar simultdneamente la molécula que aumenta la vida media del ligando y
la segqunda molécula objetivo.

Tipicamente, los dominios variables en una configuracién abierta son (en
el caso de pares Vy-VL) se mantienen lo suficientemente lejos de los dominios
para no interactuar y formar un sitio de enlace de anticuerpo y no competir para
enlace a sus epitopos respectivos. En el caso de dimeros Vu/Vy 0 VLIV, los
dominios no estan forzados juntos mediante enlazantes rigidos. Naturalmente,
tales pares de dominio no competiran para el enlace de antigeno o formar un

sition de enlace a anticuerpo.

Los fragmentos Fab y los anticuerpos enteros existiran principalemtne en
la conformacién cerrada, aunque se apreciard que es posible que existan
hgandos especificos duales abiertos y cerrados en una veriedad de equilibrios
bajo diferentes circunstancias. Es probable que el enlace del ligando a un
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objetivo cambia el balance del equilibrio hacia la configuracién abierta. Asi,
ciertos ligandos de acuerdo con la invencidn pueden existir en dos
conformaciones en solucidn, una de las cuales (la forma abierta) puede enlazar
dos antigenos o epitopos independientemente, mientras que la conformacion
alternativa (la forma cerrada) puede solamente enlazar un antigeno o epitopo;
asl, los antigenos o epltopos compiten para el enlace al ligando en esta
conformacion.

Aunque la forma abierta del ligando especifico dual puede, por ende,
existir en equilibrio con la forma cerrada en solucion, se contempla que el
equilibrio favorecera la forma cerrada; mas aun, la forma abierta puede ser
secuestrada mediante enlace de objetivo en una conformacion cerrada.
Preferiblemente, por lo tanto, ciertos ligandos especificos duales de la
Invencién estan presentes en un equilibrio entre dos conformaciones (abierta u
cerrada).

Los ligandos especificos duales de acuerdo con la invencién pueden ser
modificados con el fin de favorecen una conformacién abierta o cerrada. Por
ejemplo, la estabilizacion de las interacciones Vg-VL con enlaces de disulfuro
estabiliza la conformacién cerrada. Mas aun, los enlazantes usados para unir
los dominios, incluyendo los pares de dominio Vg y V|, se pueden construir de
forma que se favorece la forma abierta; por ejemplo, los enlazantes pueden
dificultar estéricamente la asociacién de los dominios, tal como mediante |a
incorporacion de residuos de amino acido grandes en ubicaciones oportunas, o
el disefio de una estructura rigida adecuada que mantendra los dominios
fisicamente distanciados.

Caracterizacion del liaando especifico dual.

El enlace del ligando especifico dual a sus antigenos o epitopos
especificos (p.e., CD40L y/o un epitopo enlazado por DOM8-24) puede ser
probado mediante métodos que serén familiares a los expertos en la técnica, e
incluyen ELISA. En una realizacion preferida de la invencion el enlace es
probado usando un ELISA de fago monoclonal.
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La ELISA de fago se puede realizar de acuerdo con cualquier
procedimiento adecuado: un protocol sjemplar es el indicado a continuacion.

Las poblaciones de fago producidas en cada ronda de seleccién pueden
ser seleccionadas para enlace por ELISA al antigeno o epitopo seleccionado,
para identificar anticuerpos de fago”policlonales”. El fago de colonias
bacternanas infectadas sencillas de estas poblaciones puede entonces ser
seleccionado mediante ELISA para identificar anticuerpos de fago
"monoclonales”. También es deseable seleccionar fragmentos de anticuerpo
solubles para enlace a antigeno o epltopo, y esto puede también ser realizado
mediante ELISA usando reactivos, por ejemplo, contra una etiqueta de Co N
terminal (ver por ejemplo Winter et al. (1994) Ann. Rev. Immunology 12, 433-55
y las referencias citadas alli.

La diversidad de los anticuerpos monoclonales de fago seleccionados
también pueden ser evaluados mediante electroforesis de gel de los productos
de PCR (Marks et al. 1991, supra; Nissim et al 1994 supra), sondeo (Tomlinson
et al, 1992) J. Mol. Biol. 227, 776) o mediante secuenciamiento del vector de
ADN.

Estructura de los “liaandos especificas duales”.

Como se describié anteriormente, un anticuerpo se define aqui como un
anticuerpo (por ejemplo IgG, IgM, IgA, IgA, IgE) o fragmento (Fab, Fv, Fv
enlazado a disulfuro, scFv, diacuerpo) que comprende al menos un dominio
variable de cadena pesada y ligera, al menos dos dominios variables de
cadena pesada o al menos dos dominios variables de cadena ligera. Puede
derivarse al menos parciaimente de cualquier especie que procuce
naturalmente un anticuerpo, o ser creado mediante tecnologla de ADN
recombinante; ya sea aislado del suero, células B, hibridomas, transfectomas,

levadura o bacterias).

En una realizacién preferida de la invencién, el ligando especifico dual
comprende al menos un dominio variable de cadena pesada sencillo de un
anticuerpo y un dominio variable de cadena ligera sencillo de un anticuerpo, o
dos dominios variables de cadena pesada o ligera sencillos. Por ejemplo, el
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igando puede comprender un par Vu/V,, un par de dominios V4 0 un par de
dominios V.

Los primer y segundo dominios variables de tal ligando pueden estar en
la misma cadena de polipéptido. Alternativamente pueden estar en cadenas de
polipéptido separadas. En el caso que ellos estén en la misma cadena de
polipéptido, pueden estar enlazados por medio de un enlazante, que es
preferencialmente una secuencia de péptida, como se describié anteriormente

Los primer y segundo dominios variables pueden estar asociados
covalentemente o no covalentemente. En el caso que ellos estan
covalentemente asociados, los enlaces covalentes pueden ser enlaces de
disulfuro.

En caso que los dominios variables sean seleccionados de repretorios
de gen V seleccionados, por ejemplo, usando tecnologia de despliegue del
fago como se describe aqul, entonces estos dominios variables comprenden
una regién de marco universal, de forma que ellos pueden ser reconocidos
mediante un ligando genérico especifico como se define aqul. El uso de
marcos universales, ligandos genéricos y simirales se describen en
W099/20749.

Cuando se usan repertorios del ge V, la variacion en la secuencia de
polipéptido esta preferiblemente localizada dentro de las asas estructurales de
los dominios variables. Las secuencias de polipéptido de cualquier dominio
variable pueden ser alteradas mediante mezclado de ADN o mediante
mutacién con el fin de mejorar la interaccién de cada dominio variable que es
su par complementario. El mezclado de ADN es conocido en la técnica y
ensefiado, por ejemplo, por Stemmer, 1994, Nature 370: 389-391 y pa Patente
U.S. No. 6,297,053, cuyos contenidos de ambos estan incorporados aqul por
referencia. Otros métodos de mutagénesis son bien conocidos por los expertos
en la técnica.

En una realizacion de la invencion el “ligando especifico dual” es un
fragmento Fv de cadena sencilla. En una realizacién alternative de la invencion,
el “ligando especifico dual” consiste de un formato Fab.
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En un aspecto adicional, la presente invencién provee acido nucleico
que codifica al menos un “ligando especifico dual” como se define aqul.

El experto en la técnica apreciara que, dependiendo del aspecto de la
invencion, ambos antigenos o epltopos pueden enlazarse simultaneamente a la
misma molécula de anticuerpo. Altemativamente, pueden competir para
enlazarse a la misma molécula de anticuerpo. Por ejemplo, cuando ambos
epitopos estan enlazados simultaneamente, ambos dominios variables de un
ligando especifico dual son capaces de enlazar independientemente sus
epitopos objetivos. Cuando los dominios compiten, un dominio variable es
capaz de enlazar su objetivo, pero no al mismo tiempo que el otro dominio
variable enlaza su objetivo cognato; o el primer dominio variable es capaz de
enlazar su objetivo, pero no al mismo tiempo que el segundo dominio vanable
enlaza su objetivo cognato.

Las regiones variables pueden ser derivadas de anticuerpos dirigidos
contra antigenos o epitopos objetivo. Alternativamente pueden ser derivados
de un repertorio de dominios de anticuerpo sencillos tales como aquellos
expresados en la superficie de bacteriéfago filamentoso. La seleccion puede
realizarse como se descrnbe a continuacion.

En general, las moléculas de acido nucleico y las construcciones de
vector requeridas para la realizacibn de la presente invencion pueden ser
construidos y manipulados como de indica en los manuales de laboratorio
estandar, tales como Sambrook (1989) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor, USA.

La manipulaciéon de acidos nucleicos en la presente invencion se realiza

tipicamente en vectores recombinantes.

Asi, en un aspecto adicional, la presente invencion provee un vector que
comprende acido nucleico que coditica al menos un “ligando especifico dual”
como se describe aqui.
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Como se usa aqui, vector se refiere a un elemento discreto que se usa
para introducir ADN heterdlogo en células para la expresion y/o replicacién de
los mismos. Los métodos por los cuales seleccionar o construir vy,
posterormente, usar tales vectores son bien conocidos por aquel de
conocimiento comtn en la técnica. Numerosos vectores estan disponibles
publicamente, incluyendo plasmidos bacterianos, bacteriéfago, cromosomas
artificiales y vectores episomales. Tales vectores se pueden usar para
clonacidon y mutagenesis sencilla; alternativamente se emplea el vector de
expresion de gen. Un vector de uso de acuerdo con la invencidon puede ser
seleccionado para acomodarse a una secuencia que codifica polipéptido de un
tamario deseado, tipicamente de 0.25 kilobases (kb) a 40 kb 0 mas de longitud.
Una célula hospedera adecuada es transformada con el vector después de las
manipulaciones de clonacién in vitro. Cada vector contiene varios componentes
funcionales, que incluyen generalmente un sitio de clonacion (o
"polienlazante"), un origen de replicacion y al menos un gen marcador
seleccionable Si un vector dado es un vector de expresion, este posee
adicinalmente uno o mas de los siguientes: elemento mejorador, promotor,
secuencias de terminacidon de transcripcion y de sefial, cada uno posicionado
en la vecidad del sitio de clonacion, de forma que estan enlazados
operativamente al gen que codifica un ligando de acuerdo con la invencion.

Los vectores de clonacidn y expresion contienen generalmente
secuencias de acido nucleico que permiten al vector replicarse en una o mas
células hospederas seleccionadas. Tipicamente en los vectores de clonacion,
esta secuencia es una que permite al vector replicarse independientemene del
ADN cromosémico hospedero e incluye origenes de replicacién o secuencias
que se replican auténomamente. Tales secuencias son bien conocidas para
una variedad de bacterias, levadura y virus. El origen de replicacion del
plasmido pBR322 es adecuado para la mayoria de las bacterias Gram
negativas, el origen de plasmido de 2 micrones es adeucado para la levadura, y
varios origenes virales (p.e. SV 40, adenovirus) son Gtiles para clonar vectores
en células mamiferas. Generalmente, no es necesario el origen de replicacion
para los vectores de expresion mamiferos a menos que estos se usen en
células mamiferas capaces de replicar niveles altos de ADN, tales como células
COS.
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Covenientemente, un vector de clonacién o expresién puede contener un
gen de seleccion también referido como un marcador seleccionable. Este gen
codifica una proteina necesaria para la supervivencia o crecimiento de células
hospederas transformadas cultivadas en un medio de cultivo selectivo. Las
células hospederas no transformadas con el vector que cotiene el gen de
seleccion, por lo tanto, no sobrevirtan en el medio de cultivo. Los genes de
seleccion tipica codifican proteinas que confieren resistencia a antibidticos y
otras toxinas, p.e. ampicilina, neomicina, metotrexato o tetraciclina, deficiencias
autotréficas de complemento, o suministro de nutrientes criticos no disponibles

en el medio de crecimiento.

Como la replicacién de vectores que codifican un ligando de acuerdo con
la presente invencién se realiza mas convenientemente en E. coli, se usa un
marcador seleccionable de E. coli, por sjemplo, el gen de p-lactamasa que
confiere resistencia al antibitico ampicilina. Estos pueden ser obtenidos de
plasmidos de E. coli, tal como pBR322 o un plasmido pUC tales como pUC18 o
pUC19.

Los vectores de expresion contienen usualmente un promotor que es
reconocido por el organismo hospedero y esta enlazado operablemente a la
secuencia de codificaciébn de interés Tal promotor puede ser inducible o
constitutivo El témino "enlazado operablemente” se refiere a la juxtaposicion
en donde los componentes descritos estdn en una relacién que les permite
funcionar en su manera destinada. Una secuencia de control "enlazada
operablemente™ a una secuencia de codificacion esta ligada de tal forma que la
expresion de la secuencia de codificacién se logra bajo condiciones
compatibles con las secuencias de control.

Promotores adecuados para uso con hospederos procarioticos incluyen,
por ejemplo, los sistemas de promotor B-lactamasa y lactosa, fosfatasa
alcalina, el sistema promotor de triptofano (trp) y promotores hibridos tales
como el promotor tac. Los promotores para uso en los sistemas bacterianos
también contendran generalmente una secuencia Shine-Dalgarno enlazada
operablemente a la secuencia de codificacion.
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Los vectores preferidos son vectores de expresion que permiten la
expresion de una secuencia de nucledtido correspondiente a un miembro de
biblioteca de polipéptido. Asi, la seleccién con el primer y/o segundo antigeno o
epitopo se puede realizar meidante propagacién y expresion separada de un
clon sencillo que expresa al miembro de biblioteca de polipéptido, o mediante el
uso de cualquier sistema de despliegue de seleccion. Como se describié
anteriormente, el sistema de despliegue de seleccién preferido es el despliegue
de bacteri6fago. Asi, se pueden usar vectores de fago o fagémido, pe piT1 o
plT2. Las secuencias lider utiles en la invencion incluyen pelB, stil, ompA,
phoA, bla y pelA. Un ejemplo son vectores fagémidos que tienen un origen de
replicacion de E. coli. (para replicacidn de cadena doble) y también un origen
de replicacion fago (para produccion de ADN de cadena sencilla). La
manipulacién y expresion de tales vectores es bien conocida en la técnica
(Hoogenboom y Winter (1992) supra; Nissim et al. (1994) supra). Brevemente,
el vector contiene un gen de B-lactamasa para confenr selectividad en el
fagémido, y un promotor lac ascendentemente de un casete de expresion que
consiste (N a C terminal) de una secuencia lider pelB (que dirige el polipéptido
expresado al espacio periplasmico), un sitio de clonacién multiple (para clonar
la version de nucledtido del miembro de biblioteca), opcionalmente, una o mas
etiquetas de péptido (para deteccion), opcionalmente, uno o mas codones de
finalizacién TAG y la protelna Plll de fago. Asl, usando varias cepas supresoras
y no supresoras de E. coli y con la adicién de glucosa, iso-propil tio-B-D-
galactosida (IPTG) o un fago colaborador, tal como VCS Ml 3, el vector es
capaz de replicarse como un plasmido sin expresion, producir grandes
cantidades del miembro de biblioteca de polipéptido o producir fago, algunos de
loc cuales contienen al menos una copia de la fusiéon polipéptido-plil en su
superficie.

La construccion de vectores que codifican logandos de acuerdo con la
invencién emplea técnicas de ligadura convencionales. Vectores aislados o
fragmentos de ADN son clivados, ajustados, y re-ligados en la forma deseada
para generar el vector requerido. Si se desea, el anlisis para confirmar que las
secuencias correctas estan presentes en el vector construldo, se puede realizar
de una forma conocida. Métodos adecuados para construir vectores de
expresion, preparar transcriptos in vitro, introducir ADN en células hospederas,
y realizar analisis para evaluar la expresioén y funcién, son conocidos por los
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expertos en la técnica. La presencia de una secuencia de gen en una muestra
es detectada, o su amplificacién yfo expresién cuantificada por métodos
convencionales, tales como andlisis Al Sur o al Norte (Southem o Northern),
Manchado hacia el Occidente (Western blotting), manchado puntual (dot
blotting) de ADN, ARN o proteina, hibridacién in situ, inmunoccitoquimica o
andlisis de secuencia de moléculas de &cido nucleico o proteina. Los expertos
en la técnica contampleran facimente como se pueden modificar estos

métodos, si se desea.

Estructura de los Ligandos

De acuerdo con un aspecto de la invencién, dos o mas dominios de
enlace a epitopo no complementarios estan enlazados de forma que estan en
una conformacién cerrada como de definié aqui. Covenientemente, pueden
estar unidos adicionalmente a un esqgueleto que puede, como una alternativa, o
en adicién a un enlazante descrito aqul, facilitar la formacién y/o mantenimiento
de la conformacion cerrada de los sitios de enlace de epitopo con respecto a
otro. Alternativamente, los polipéptidos de dominio variable sencillo de
anticuerpo anti-CD40L. monoméricos de la invencion pueden ser construidos
usando marcos de andamio o esqueleto como se discutié aqul.

(1) Esqueletos

Los esqueletos pueden estar basados en moléculas de inmunoglobulina
o pueden ser de origen diferente a inmunoglobulina como se indico
anterormente. Esqueletos de inmunoglobulina preferidos como se definen aqui,
incluyen uno cualquiera o mas de aquellos seleccionados de lo siguientes: una
molécula de inmunoglobulina que comprende al menos (i) el dominio CL
(subclase kappa o lambda) de un anticuerpo; o (ii) el dominio CH1 de una
cadena pesada de anticuerpo; una molécula de inmunoglobulina que
comprende los dominios CH1 y CH2 de una cadena pesada de anticuerpo; una
molécula de inmunoglobulina que comprende los dominios CH1, CH2 y CH3 de
una cadena pesada de anticuerpo; o cualquiera del subconjunto (ii) en conjunto
con el dominio CL (subclase kappa o lambda) de un anticuerpo. También se
puede incluir un dominio de regién bisagra. Tales combinaciones de dominios
pueden, por ejemplo, imitar anticuerpos naturales, tales como IgG o IgM, o
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fragmentos de los mismos, tales como moléculas de Fv, scFv, Fab o F(ab).
Los expertos en ia técnica sabrén que esta lista no pretende ser exhaustiva.

(I)  Andamios de Proteina

Cada dominio de enlace de epitopo comprende un andamio de proteina
y una 0 mas CDRs que estén involucradas en la interaccion especifica del
dominio con uno o mas epitopos. Covenientemente, un dominio de enlace de
epitopo de acuerdo con la presente invenciéon comprende tres CDRs. Andamios
de proteina adecuados, ademas de aquellos basados en dominos de
inmunoglobulina, también se pueden basar en andamios o esqueletos de
proteina diferentes a los dominios de inmunoglobulina. Por ejemplo, los
receptores bacteriales naturales tales como SpA se han usado como andamios
para el injerto de CDRs para generar ligandos que se enlazan especificamente
a uno o mas epitopos. Los detalles de este procedimiento se describen en US
5,831,012. Otros andamios adecuados incluyen aquellos basados en
fibronectina y affibodies (Affibody, Bromma, Suecia). Los detalles de
procedimientos adecuados se describen en WO 98/58965. Otros andamios
adecuados incluyen lipocalina y CTLA4, como se describe en van den Beuken
et al, J. Mol. Biol. (2001) 310, 591-601, y andamios tales como aquellos
descritos en WO0069907 (Medical Research Council), que se basan, por
ejemplo, en la estructura de anillo de GroEL bacteriano u otros polipéptidos
chaperonas. Otros andamios no basados en inmunoglobulina que se pueden
usar de acuerdo con la invencién incluyen aquellos basados en la clase A del
receptor de LDL, monémeros y multimeros del dominio EGF, y estructuras
disponibles en Biorexis (King of Prussia, PA) o Avidia (Mountain View, CA).
Otros andamios diferentes a inmunoglobulina que se pueden usar se
describen, por ejemplo, en W005/040229, WO04/044011, y US20050089932.

Andamios para uso en la construccién de Ligandos

i, Seleccién de la conformacién de la cadena principal

LLos miembros de la superfamilia de inmunoglobulina comparten todos un
pliegue similar para su cadena de polipéptido. Por ejemplo, aunque los
anticuerpos son altamente diversos en términos de su secuencia primaria, la
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comparacién de secuencias y estructuras cristalograficas ha revelado que,
contrario a lo que se esperaba, cinco de las seis asas de enlace de antigeno de
los anticuerpos (H1, H2, L1, L2, L3) adoptan un nimero limitado de
concormaciones de cadena principal, o estructuras canénicas (Chothia y Lesk
(1987) J. Mol. Biol, 196: 901; Chothia et al. (1989) Nature, 342: 877). El analisis
de longitudes de asas y residuos clave ha, por lo tanto, permitido la prediccién
de las conformaciones de cadena principal de H1, H2, L1, L2 y L3 encontradas
en la mayoria de anticuerpos humanos (Chothia et al. (1992) J. Mol. Biol., 227:
799; Tomlinson et al. (1995) EMBO J., 14: 4628; Williams et al. (1996) J. Mol.
Biol, 264: 220). Aunque la region H3 es mucho mas diversa en términos de
secuencia, la longitud y estructura (debido al uso de segmentos D), también
forma un namero limitado de conformaciones de cadena principal para
longitudes de asa cortas que dependen de la longitud y la presencia de
residuos particulares, o tipos de residuos, en posiciones claves en el asa y el
marco del anticuerpo (Martin et al. (1996) J. Mol Biol, 263: 800; Shirai et al
(1996) FEBS Letters, 399: 1).

Los ligandos de la presente invencibn son seleccionados
covenientemente y/o ensamblados de bibliotecas de dominios, tales como
bibliotecas de dominios Vy y/o bibliotecas de dominios V. dominios Mas aun,
los ligandos de la invencién pueden ellos mismos proveerse en la forma de
bibliotecas. En un aspecto de la presente invencion, las bibliotecas de igandos
y/o dominios son disefiadas en donde ciertas longitudes de asa y residuos
claves han sido elegidos para asegurar que la conformaciéon de cadena
principal de los miembros es conocida. Covenientemente, estas son
conformaciones reales de moléculas de la superfamilia de inmunoglobulina
encontradas en la naturaleza, para minimizar las posibilidades que no sean
funcionales, como se discutié anteriormente. Los segmentos de gen V de linea
germinal sirven como un marco basico adecuado para construir bibliotecas de
anticuerpo o de receptor de célula T, también se usan otras secuencias.
Pueden ocurrir variaciones en una baja fracuencia, de foma que un pequefio
numero de miembros funcionales puede poseer una conformacién de cadena
alterada, que no afecta su funcion.

La teoria de la estructura canénica también se usa para evaluar el
nimero de conformaciones de cadena principal diferentes codificadas por los
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ligandos, para predecir la conformacién de cadena principal con base en las
secuencias de ligando y para elegir residuos para la diversificacién que no
afecten la estructura canénica. Es conocido que, en el dominio Vx humano, el
asa L1 puede adoptar una de cuatro estructuras candcicas, el asa L2 tiene una
estructura canonica sencilla y que el 90% de los dominios Vi adoptan una de
las cuatro o cinco estructuras canodnicas para el asa L3 (Tomlinson et al. (1995)
supra); asl, en el dominio Vi solo, diferentes estructuras canonicas pueden
combinarse para crear un rango de diferentes conformaciones de cadena
principal. Dado que el dominio VA codifica un rango diferente de estructuras
canénicas para las asas L1, L2 y L3 y que los dominios Vx y VA pueden
aparearse con cualquier dominio Vy que codifica varias estructuras candnicas
para las asas H1 y H2, el nimero de combinaciones de estructura canonica
observados para estas cinco asas es muy grande. Esto implica que la
generaciéon de diversidad en la conformacién de cadena principal puede ser
esencial para la produccién de un amplio range de especificidades de enlace.
Sin embargo, mediante la construccidn de una bibioteca de anticuerpo basada
en una conformacion de cadena principal conocida sencilla, se ha encontrado,
contrario a lo que se esperaba, que no se requiere la diversidad en la
conformacién de cadena principal para generar suficiente diversidad para
marcar sustancialmente todos los antigenos. Incluso mas sorprendentemente,
la conformacién de cadena principal sencilla no necesita ser una estructura de
concenso — se puede usar una conformacién sencilla que se encuentra
naturalmente conformation como la base de una biblioteca entera. Asi, en un
aspecto preferido, los ligandos de la invencién poseen una sola conformacion
de cadena principal conocida sencilla.

La conformacién de cadena principal sencilla que es elegida es
preferiblemente de lugar com(n entire las moléculas del tipo superfamilia de
inmunoglobulina en cuestién. Una conformacién es de lugar comdn cuando se
observa que un namero significativo de moléculas que se encuentran
naturalmente la adoptan. En consecuencia, en un aspecto preferido de la
Invencién, la ocurrencia natural de las diferentes conformaciones de cadena
principal para cada asa de enlace de un dominio de inmunoglobulina son
consideradas separadamente, y entonces se elige un dominio variable que se
encuentra naturalmente que posee la combinacién deseada de conformaciones
de cadena principal para las diferentes asas. Si ninguna esta disponible, se
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puede elegir la mas cercana equivalente. Es preferible que la combinacion
deseada de conformaciones de cadena principal par alas diferentes asas sea
creado seleccionando segmentos de gen de linea germinal que codifican las
conformaciones de cadena principal deseadas. Es mas preferable, que los
segmentos de gen de linea germinal seleccionados sean frecuentemente
expresados en la naturaleza, y lo mas preferido es que sean los expresados
mas frecuentemente de todos los segmentos de gen de linea germinal.

En el disefio de ligandos o bibliotecas de los mismos, la incidencia de las
diferentes conformaciones de cadena principal para cada una de las asas de
enlace de antigeno puede ser considerada separadamente. Para H1, H2, L1,
L2 y L3, se elige una conformacién dada que es adoptada por entre 20% y
100% de las asas de enlace de antigeno de moléculas que se encuentran
naturalmente. Tipicamente, su invidencia observada esta por encima del 35%
(p.e. entre 35% y 100%) e, idealmente, por encima del 50% o incluso por
encima del 65%. Como la vasta mayoria de las asas H3 no tienen estructuras
canonicas, es preferible seleccionar una conformaciéon de cadena principal que
es de lugar comin entre aquellas asas que si muestran estructuras canénicas.
Para cada una de las asas, la conformacibn que es observada mas
frecuentemente en el repertorio natural es por lo tanto seleccionada. En los
anticuerpos humanos, las estructuras canénicas mas populares (CS) para cada
asa son las siguientes: H1 - CS 1 (79% del repertorio expresado), H2 - CS 3
(46%), L1 — CS 2 de Vi (39%), L2 - CS 1 (100%), L3 - CS 1 de Vi (36%) (el
célculo asume una relacién x:A de 70:30, Hood et al. (1967) Cold Spring Harbor
Symp. Quant. Biol.,, 48: 133). Para las asas H3 que tienen estructuras
canénicas, una longitud de CDR3 (Kabat et al. (1991) Sequences of proteins of
immunological interest, U.S Department of Health and Human Services) de
siete residuos con un Puente de tal desl residuo 94 al residuo 101 parece ser la
mas comun. Hay al menos 16 secuencias de anticuerpo humano en la
biblioteca de datos EMBL con la longitud de H3 requerida y los residuos claves
para formar esta conformacion, y al menos dos estructuras cristalograficas en
el banco de datos de proteina que se pueden usar como una base para el
modelamiento del anticuerpo (2cgr y 1tet). Los segmentos de gen de linea
germinal mas frecuentemente expresados que esta combinacién de estructuras
canénicas, son el segmento 3-23 (DP-47) Vu, el segmento JH4b Ju, el
segmento 02/012 (DPK49) Vi y el segmento Jx1 Jk. Los segmentos DP45 y
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DP38 V4 también son adecuados. Estos segmentos pueden, por lo tanto,
usarse en combinacién como una base para construir una biblioteca con la

conformacién de cadena principal sencilla deseada.

Alternativamente, en lugar de elegir la conformacion de cadena principal
sencilla basada en la ocurrencia nalural de las diferentes conformaciones de
cadena principal para cada una de las asas de enlace en aislamiento, la
ocurrencia natural de combinaciones de conformaciones de cadena principal se
usa como la base para elegir la conformacién de cadena principal sencilla. En
el caso de anticuerpos, por ejemplo, la ocurrencia natural de combinaciones de
estructura canénica para cualesquiera dos, tres, cuatro, cinco o las seis asas
de enlace de antigeno se pueden determinar. Aqul, es preferible que la
conformacion elegida, sea de lugar comln en anticuerpos que se encuentran
naturalmente y lo mas preferido es que se observe mas frecuentemente en el
repertorio natural. Asi, en los anticuerpos humanos, por ejemplo, cuando se
consideran combinaciones naturales. de las cinco asas de enlace de antigeno,
H1, H2, L1, L2 y L3, se determina la combinacion mas frecuente de estructuras
candnicas y luego se combina con la conformacién mas popular para el asa
H3, como una base para elegir la conformacién de cadena principal sencilla.

ii. Diversificacion de la secuencia canodnica

Habiendo seleccionado varias conformaciones de cadena principal
conocidas, o, preferiblemente una conformacién de cadena principal conocida
sencilla, los ligandos de acuerdo con la invencién o las bibliotecas para uso en
la invencidn pueden ser construidas variando el sitio de enlace de la molécula
con el fin de generar un repertono con diversidad estructural y/o funcional.
Esto significa que los variantes son generados de forma que poseen suficiente
diversidad en su estructura y/o en su funcién de forma que son capaces de
proveer un rango de actividades.

La actividad deseada es tipicamente generada variando la molécula
seleccionada en una o mas posiciones. Las posiciones a ser cambiadas
pueden ser elegidas aleatoramiente o se seleccionan preferiblemente. La
variacion puede entonces ser alcanzada ya sea mediante aleatorizacién,
durante la cual el amino Acido residente es reempazado por cualquier amino
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acido o analogo del mismo, natural o sintético, produciendo un gran namero de
variantes, o reeplazando el amino acido residente con uno o mas de un
subconjunto de amino &acidos definido, produciendo un numero de variantes
mas limitado.

Se han reportado varios métodos para introducir tal diversidad. PCR
susceptible a error (Hawkins et al. (1992) J. Mol Biol, 226: 889), mutagenesis
quimica (Deng et al. (1994) J. Biol. Chem., 269: 8533) o cepas mutadoras
bactenanas (Low et al. (1996) J Mol Biol, 260: 359) se pueden usar para
introducir mutaciones aleatorias en los genes que codifican la molécula. Los
métodos para mutar posiciones seleccionadas también concocidas en la
técnica e incluyen el uso de oligonucledtidos dispares o degenerados, con 0 sin
el uso de PCR. Por ejemplo, se han creado varias bibliotecas de anticuerpo
sintéticas mediante el marcado de mutaciones a las asas de enlace de
anticuerpo. La regién H3 de un Fab de enlace a toxoide tetanico humano ha
sido aleatorizado para crear un rango de nuevas especificidades de enlace
(Barbas et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4457). Las regiones H3 y
L3 aleatorias o semi-aleatorias han sido afiadidas a segmentos de gen V de
linea germinal para producir bibliotecas grandes con regiones de marco no
mutadas (Hoogenboom & Winter (1892) J. Mol. Biol, 227: 381; Barbas et al
(1992) Proc. Natl! Acad. Sci. USA, 89: 4457, Nissim ef al. (1994) EMBO J, 13:
692; Griffiths et al (1994) EMBO J, 13: 3245; De Kruif et al. (1995) J. Mol Biol,
248: 97). Tal diversificacion ha sido extendida para incluir algunas o todas las
otras asas de enlace de antigeno (Crameri et al (1996) Nature Med., 2: 100,
Riechmann et al. (1995) Bio/Technology, 13: 475; Morphosys, WQ97/08320,
supra).

Como la aleatorizacibn de asa tiene el potencial de crear
aproximadamente mas de 10' estructuras para H3 solo y un nimero
igualmente grande de vanantes de las otras cinco asas, no es factible usar
tecnologla de transformacién actual o incluso usar sistemas libres de células
para producir una biblioteca que representa todas las combinaciones posibles.
Por ejemplo, en una de las bibliotecas mas grandes construidas a la fecha, se
generaron 6 x 10" anticuerpos diferentes, que es solamente una fraccion de la
diversidad potencial para una biblioleca de este disefio (Griffiths et a/ (1994)
supra).
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En una realizacién preferida, se diversifican solamente aquellos residuos
que estan directamente involucrados en la creacién o modificacién de la
funcién deseada de la molécula. Para muchas moléculas, la function sera
enlazar un objetivo y por lo tanto, la diversidad debe concentrarse en el sidio de
enlace a objetivo, evitando cambiar residuos que son cruciales para el
empaque global de la molécula o para mantener la conformacién de cadena
principal elegida.

Diversificacién de la secuencia_canonical sealin_appliqgué a los dominios de

anticuerpo

En el caso de los ligandos de la invencion, el sitio de enlace para el
objetivo es el sitio de enlace de antigeno mas usual. Asf, en un aspecto
altamente preferido, la invencién provee bibliotecas de o para ensamble de
ligandos de anticuerpo en los cuales son variados solamente aquelios residuos
en el sitio de enlace de antigeno. Estos residuos son extremadamente diversos
en el repertorio de anticuerpo humano y son conocidos para hacer contactos en
complejos anticuerpo/antigeno de alta resolucién. Por ejemplo, se conoce que
en L2 las posiciones 50 y 53 son diversas en anticuerpos que se encuentran
naturaimente y se oberva que hacen contacto con el antigeno. En contraste, el
enfoque convencional habria sido diversificar todos los residuos en la Regién
Determinante de Complementariedad (CDR1) correspondiente, defnida segun
Kabat et at (1991, supra), unos siete residuos comparados con los dos
diversificados en la bilioteca para uso de acuerdo con la invencion. Esto
representa una mejora significativa en términos de diversidad funcional
requerida para crear un rango de especificidades de enlace de antigeno.

En la naturaleza, la diversidad de anticuerpo es el resultado de dos
procesos: recombinacién somatica de segmentos de genes V, D y J de linea
germinal para crear un repertorio primario inocuo (llamado linea germinal y
diversidad de empalme) e hipermutacién somatica de los genes V reordenados
resultantes. El andlisis de las secuencias de anticuerpo humanas ha mostrado
que la diverdidad en el repertorio primario esta enfocado en el centro del sitio
de enlace de enatigeno mientras que la hipermutacién somatica dispersa la
diversidad a las regiones en la periferia del sitio de enlace de antigeno que son
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altamente conservados en el repertorio primario (ver Tomlinson (1996) J Mol.
Biol, 256: 813). Esta complementariedad ha probablemente evolucionado como
una estragia eficiente para la busqueda de espacio de secuencia y, aunque
aparentemente Unica para anticuerpos, se puede aplicar facilmente a otros
repertorios de polipéptido. Los residuos que son variados son un subconjunto
de aquellos que forman el sito de enlace para el objetivo. Diferentes
subconjuntos (incluyendo superposiciones) de residuos en el sitio de enlace del
objetivo son diversificados en diferentes etapas durante la seleccién, si se

desea.

En el caso de un repertorio de anticuerpo, se crea un repertorio inicial
“indbcuo” en donde algunos, pero no tcdos, los residuos en el sitio de enace de
antigeno son diversificados. Como se usa aqul en este contexto, el término
"inbcuo" se refiere a moléculas de anticuerpo no tienen objetivo
predeterminado. Estas moléculas asemejan quellas que son codificadas por
por los genes de inmunoglobulina de un individual que no se ha sometido a
diversificacién inmune, como es el caso con individuos fetales recién nacidos,
cuyos sistemas inmunes no han sido sometidos ain por una amplia variedad
de estimulos antigénicos. Este repertorio es entonces seleccionado contra un
rango de antigenos o epltopos. Si se requiere, la diversidad adicional puede
entonces ser introducida fuera de la region diversificada en el repertono inicial.
Este repertorio madurado puede ser seleccionado para la funcion, especificidad
o afinidad modificada.

La invencidn provee dos repertorios indcuos diferentes de dominios de
enlace para la construccién de ligandos, o una biblioteca inocua de ligandos, en
la cual algunos o todos los residuos en el sitio de eniace de antigeno son
variados. La biblioteca "primaria" imita el repertorio primario natural, con
diversidad restringida a los residuos en el centro del sitio de enlace de antigeno
que son diversos en los segmentos de gen V de linea germinal (diversidad de
linea germinal) o diversificados durante el proceso de recombinacién
(diversidad de empalme). Aquellos residuos que estan diversificados incluyen,
pero no se limitan a, H50, H52, H52a, H53, H55, H56, H58, H95, H96, HO7,
H98, L50, L53, L91, L92, L93, L94 y L96 En la biblioteca “somatica”, la
diversidad esta restringida a los residuos que sin diversificados durante el
proceso de recombinacidon (diversidad de empalme} o son altamente mutados
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somaticamente). Aquellos residuos que estan diversificados incluyen, pero no
se limitan a: H31, H33, H35, H95, H96, H97, H98, L30, L31, L32, L34 y L96.
Todos los residuos listados anteriormente como adecuados para diversificacion
en estas bibliotecas son conocidos por hacer contactos en uno o mas
complejos de anticuerpo-antigeno. Como en ambas bibliotecas, no todos los
resoduos en el sitio de enlace de antigeno estan variados, diversidad adicional
es Incorporada durante la seleccion variando los residuos restantes, si se
desea hacerlo. Sera obvio para el experto en la técnica que se puede usar
cualquier subconjunto de cualquiera de estos residuos (o residuos adicionales
que comprenden el sitio de enlace de antigeno) para la diversificacion inicial y/o
posterior del sitio de enlace de antigeno.

En la construccion de bibliotecas para uso en la invencién, la
diversificacion de posiciones elegidas se logra tipicarmente a nivel de acido
nucleico, alterando la secuencia de codificacién que especifica la secuencia del
polipéptido de forma que se puede incorporar un nimero de posibles amino
acidos (los 20 o un subconjunto de los mismos) en esa posicién. Usando la
nomenclarua IUPAC, el codon mas versatile es NNK, que codifica todos los
amino acidos asi como el codén finalizador TAG. El codén NNK se usa
preferiblemente con el fin de introducir la diversidad requerida Otros codones
que alcanzan los mismos propdsitos también son de uso, incluyendo el codon
NNN, que conduce a la producciéon de los codones finalizadotes TGA y TAA
adicionales.

Una caracteristica de la diversidad de cadena lateral en el sitio de enlace
de antigeno de anticuerpos humanos es una tendencia pronunciada que
favorece ciertos residuos de amino acido. Si se suma la composiciébn de amino
acido de las diez posiciones mas diversas en cada una de las regiones Vy, Vx ¥
V,, més del 76% de la diversidad de cadena lateral proviene de solamente siete
residuos diferentes, siendo estos, serina (24%), tirosina (14%), asparagina
(11%), glicina (9%), alanina (7%), aspartato (6%) y treonina (6%). Esta
tendencia hacia residuos hidrofilicos y residuos pequefios que pueden proveer
flexibilldad de la cadena principal probablemente refleja la evolucién de las
superficies que estan predispuestas a enlazar un amplio rango de antigenos o
epitopos y puede ayudar a explicar la promiscuidad requerida de anticuerpos
en el repertorio primario.
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Como es preferable imitar esta distribucion de amino acidos, la
distribucién de amino &cidos en las posiciones a ser variadas preferiblemente
imitan las vistas en el sitio de enlace de antigeno de los anticuerpos. Tal
tendencia en la sustitucion de amino acidos que permite la seleccion de ciertos
polipéptidos (no solo, polipéptidos de anticuerpo) contra un rango de antigenos
objetivo se aplica facilmente a cualquier repertorio de polipéptido Hay varios
métodos para desviar la distribucién de amino &cido en la posicién a ser
variada (incluyendo el uso de mutagénesis de tri-nucleétido, ver WO97/08320),
de la cual, el método preferido, debida a facilidad de sintesis, es el uso de
codones degenerados convencionales. Al comparar el perfil de amino acido
codificado por todas las combinaciones de codones degenerados (con
degeneracién sencilla, doble, triple ¥ cuadruple en relaciones iguales en cada
posicién) con el uso de amino acido natural, es posible calcular el codén mas
representativo. Los codones (AGT)(AGC)T, (AGT)YAGC)C y (AGT)AGC)(CT) -
esto es, DVT, DVC y DVY, usando la nomenclatura IUPAC respectivamente —
son aquellos mas cercanos al perfil de amino acido deseado: ellos codifican
22% de serina y 11% de tirosina, asparagina, glicina, alanina, aspartato,
treonina y cistelna. Preferiblemente, por lo tanto, las bibliotecas son construidas
usando cualquier coddn de DVT, DVC o DVY en cada una de las posicones
diversificadas.

Vide Media Aumentada

In vivo, los anticuerpos anti-CD40L monovalentes PEGilados como se
describen aqul confieren una ventaja distinta sobre los polipéptidos de
anticuerpo no PEGilados, en que las moléculas de anticuerpo PEGiladas
tendran una vida media in vivo prolongada en gran medida. Sin estar ligado a
una teoria particular, se cree que la vida media aumentada de las moléculas
descritas aqui es conferida por el tamafio hidrodinamico aumentado del
polipéptido de anticuerpo resultante de la unién de polimero(s) de PEG. Mas
especificamente, se cree que dos parametros juegan un papel importante en la
determinacién de vida media en suero de polipéptidos de anticuerpo
PEGilados. El primer criterio es la naturaleza y tamafio de la unién del PEG,
p.e., s el polimero usado es sencillamente una cadena lineal o una cadena
ramificada/bifurcada, en donde la cadena ramificada/bifurcada da lugar a una
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vida media mas larga. El segundo es la ubicacién de la mitad o mitades de
PEG en el polipéptido de anticuerpo en el formato final y cuantos brazos de
PEG no modificados "libres" tiene la molécula. El tamafio hidrodnamico
resultante del polipéptido de anticuerpo PEgilado, estimado, por ejemplo,
mediante cromatografia de exclusién de tamafio, refleja la vida media en suero
de la molécula. En consecuencia, a mayor tamafio hidrodinamico de la
molécula PEGilada, mayor vida media en suero.

La vida media aumentada es utl en aplicaciones in vivo de
inmunoglobulinas, especialmente anticuerpos y mas especialmente fragmentos
de anticuerpo de tamafio pequefio. Tales fragmentos (Fvs, Fabs, scFvs, dAbs)
sufren depuracién rapida del cuerpo; asl, aunque son capaces de alzanzar la
mayoria de las partes del cuerpo rapidamente, y son rapidos de producir y mas
faciles de manejar, sus aplicaciones in vivo ha sido limitadas por solamente su
breve persistencia in vivo.

En un aspecto, un polipéptido de anticuerpo ant-CD40L monovalente
como se describe aqui es estabilizado in vivo mediante fusién con una mitad,
tal como PEG, que aumenta el tamafio hidrodinamico del polipéptido de
anticuerpo. Los métodos para andlisis farmacocinético y determinacion de vida
media seran familiares para los expertos en la técnica. Los detalles se pueden
encontrar en Kenneth et al: Chemical Stability of Pharmaceuticals: A Handbook
for Pharmacists, y en Peters et al, Pharmacokinetc analysis: A Practical
Approach (1996). También se hace referencia a "Pharmacokinetics”, M Gibaldi
& D Perron, publicada por Marcel Dekker, 2a Rev. ex edicion (1982), que
describe parametros farmacocinéticas tales como vidas medias t alfa y t beta y
area bajo la curva (AUC).

Tipicamente, la vida media de un polipéptido de anticuerpo PEGilado
como se describe aqul es aumentada en 10%, 20%, 30%, 40%, 50% o mas
con relacion a un dAb no PEGilado {en donde el polipéptido de anticuerpo del
polipéptido PEGilado y el polipéptido de anticuerpo no PEGilado son los
mismos). Son posibles aumentos en el rango de 2x, 3x, 4x, 5x, 7x, 10x, 20x,
30x, 40x, y hasta 50x o mas de la vida media. Alternativamente, o en adicion,
con posibles aumentos en el rango de hasta 30x, 40x, 50x, 60x, 70x, 80x, 90x,
100x, 150x de la vida media.
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Las vidas medias (t2 alfa y t}2 beta) y AUC pueden ser determinadas a
partir de una curva de concentracién en suero de logando contra tiempo. Se
puede usar el paquete de andlisis WiriNonlin (disponible en Pharsight Corp.,
Mountain View, CA 94040, USA), por ejemplo, para modelar la curva. En una
primera fase (la fase alfa) el ligando est4 sometiendose principalmente a
distribucion en el paciente, con alguna eliminacién. Una segunda fase (fase
beta) es la fase terminal cuando el ligando ha sido distribuido y la
concentracion en suero estd disminuyendo en la medida que el ligando es
depurado del paciente. La vida media ta es la vida media de la primera fase, y
la vida media tp es la vida media de la segunda fase. "Vida media" como se
usa aqul, a menos que se note de otra forma, se refiere a la vida media global
de un dominio variable de anticuerpo de la invencion determinado mediante
modelamiento sin compartimiento (contrastado con modelamiento bifasico, por
ejemplo). La vida media beta es una medida del tiempo que toma la cantidad
de monémero o multimero de dAb en ser depurada del mamifero al cual se le
es administrado Asi, covenientemente, la presente invencibn provee una
composicién que contiene dAb, p.e., una composicion de grupo efectora de
dAb, que tiene una vida media tx en el rango de 0.25 horas a 6 horas o mas.
En una realizacién, el limite inferior del rango es de 30 minutos, 45 minutos, 1
hora, 1.3 horas, 2 horas, 3 horas, 4 horas, 5 horas, 6 horas, 7 horas, 10 horas,
11 horas o 12 horas. Ademas, o alternativamente, una composicion que
contiene dAb tendra una vida media ta en el rango de hasta, e incluyendo 12
horas. En una realizacién, el limite superior del rango es 11, 10,9, 8,7,6,05
horas. Un ejemplo de un rango adecuado es 1.3 a6 horas,2ab5horaso 3 a 4

horas.

Covenientemente, la presente invencién provee una composicion que
contiene dAb que comprende un ligando de acuerdo con la invencién, que tiene
una vida media tp en el rango de 1 - 170 horas o mas. En una realizacion, el
limite inferior del rango es 2.5 horas, 3 horas, 4 horas, 5 horas, 6 horas, 7
horas, 8 horas, 9 horas, 10 horas, 11 horas o 12 horas. Ademas, o
alternativamente, una composicién que contiene dAb, p.e. una composicién de
grupo efector dAb tiene una vida media tp en el rango de hasta, e incluyendo,
21 dias. En una realizacion, el limite superior del rango es de 12 horas, 24
horas, 2 dias, 3 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, o 20 dias. Covenientemente, una
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composicidén que contiene dAb de acuerdo con la invencién, tendra una vida
media tf en el rango de 2-100 horas, 4-80 horas, y 10-40 horas. En una
realizacién adicional, estara en el rango de 12-48 horas. En una realizacion audn
adicional, estara en el rango de 12-26 horas. La presente invencion provee una
composicion que contiene dAb que comprende un ligando de acuerdo con la
invencién, que tiene una vida media en el rango de 1-170 horas o méas. En una
realizacion, el limite inferior del rango es 1.3 horas, 2.5 horas, 3 horas, 4 horas,
5 horas, 6 horas, 7 horas, 8 horas, 9 horas, 10 horas, 11 horas o 12 horas.
Adicionalmente, o altemativamente, una composicién que contiene dAb, p.e.
una composicién de grupo efector de dAb tiene una vida media en el rango de
hasta, e incluyendo 21 dias. En una realizacion, el limite superior del rango es
12 horas, 24 horas, 2 dias, 3 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, o0 20 dias.

Adicionalmente, o alternativamente a los criterios anteriores, la presente
invencion provee una composicion que contiene dAb que comprende un
ligando de acuerdo con la invencién, que tiene un valor de AUC (area bajo la
curva) en el rango de 1 mg.min/ml 0 mas. En una realizacion, el limite inferior
del rango es 5, 10, 15, 20, 30, 100, 200 o 300 mg.min/ml. En adicién, o
altemativamente, un ligando o composicién de acuerdo con la invencion tiene
un AUC en el rango de hasta 600 mg min/ml. En una realizacion, el extreme
superior del rango es 500, 400, 300, 200, 150, 100, 75 o 50 mg.min/mi.
Covenientemente, un ligando de acuerdo con la invencién tendra un AUC en el
rango seleccionado del grupo que consiste de los siguientes: 15 a 150
mg.min/ml, 15 a 100 mg.min/ml, 15 a 75 mg.min/ml, y 15 a 50 mg.min/ml.

Los ligandos de acuerdo con la invencion, incluyendo, mono, duales y
multi-especificos, en una configuracién de los mismaos, son capaces del enlace
a uno o mas moléculas que pueden aumentar la vida media del ligando in vivo.
Tipicamente, tales moléculas son polipéptidos que se encuentran naturalmente
in vivo y que resisten la degradacién o remocion mediante mecanismos
endogenos que remueven material no deseado del organismo. Por ejemplo, la
molécula que aumenta la vida media del organismo puede seleccionarse de los

sigiuentes:

Proteinas de la matriz extracelular, por ejemplo colageno, lamininas,
integrinas y fibronectina. Los colagenos son las proteinas mas importantes de
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la matriz extracelular. Aproximadamente 15 tipos de moléculas de colageno se
conocen actualmente, encontradas en diferentes partes del cuerpo, pe
colageno tipo 1 (que equivale al 90% del colageno corporal) encontrado en
hueso, piel, tendon, igamentos, comea, érganos intemos, o colageno tipo Ii,
encontrado en cartilago, disco invertebral, notocordio, humor vitero del ojo.

Proteinas encontradas en la sangre, incluyendo:

Proteinas del plasma tales como fibrina, macroglobulina «-2, albdmina de
suero, fibrinbgeno A, fibrindbgeno B, proteina A amieloide en suero,

heptaglobina, profilina, ubiquitina, uteroglobulina y p-2-microglobulina;

Enzimas e inhibidores tales como plasmindgeno, lisozima, cistatina C, alfa-1-
antitripsina e inhibidor de tripsina pancreatica. El plasminégeno es el precursor
inactivo del plasmino de serina proteasa tipo tripsina. Se encuentran
normalmente circulando en el torrente sanguineo. Cuando el plasminégeno se
vuelve activo y se convierte en plasmina, despliegua un dominio enzimatico
potente que disuelve las fibras de fibrinbgeno que enreda las célutas
sanguineas en un coagulo de sangre. Esto se llama fibrinélidis.

Proteinas del sistema immune, tales como IgE, 1gG, IgM.

Proteinas transportadoras tales como proteina de enlace de retinol, a-1
microglobulina.

Defensinas tales como beta-defensina 1, defensinas de neutrdfilo 1, 2 y 3.

Las proteinas encontradas en la barrera cerebral sanguinea o en tejidos
neurales, tales como el receptor de melanocortina, mielina, transportador de
ascorbato.

Proteinas de fusion del agente neurofarmacéutico de ligando especifico al
receptor de transferrina (ver US5977307); receptor de célula endotelial capilar
cerebral, transferrina, receptor de transferrina, insulina, receptor del factor 1 de
crecimiento del tipo insulina (IGF 1). factor 2 de crecimiento del tipo insulina
(IGF 2), receptor de insulina.
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Proteinas localizadas en el rifién, tales como policistina, colageno tipo IV,
transportador K1 de anién organico, antigeno de Heymann.

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

Factor X de coagulacion de la sangre

a1 tripsina

HNF 1a

Proteinas localizadas en el pulmén, tal como componente secretor {(enlaza a
IgA).

Proteinas localizadas en el corazon Heart, por ejemplo HSP 27. Esta esta
asociada con la cardiomiopatia dilatada.

Proteinas localizada en la piel, por ejemplo queratina.

Porteinas especificas del hueso, tales como protelnas morfogénicas oseas
(BMPs), que son un subconjunto de la superfamilia del factor § de crecimiento
de transformacién que demuestran actividad osteogénica. Ejemplos incluyen
BMP-2, 4, 5, 6, 7 (también referida como proteina osteogénica (OP-1) y 8 (OP-
2).

Protelnas especificas de tumos, incluyendo antigeno de trofoblasto humano,
receptor de herceptina, receptor de estrogeno, catepsinas, pe catepsina B

(encontrada en el higado y el bazo).

Proteinas especificas de enfermedad, tales como antigenos expresados
solamente en células T acitvadas: incluyendo

LAG-3 (gen de activacion de linfocito), ligando de osteoprotegerina (OPGL) ver

Nature 402, 304-309; 1999, OX40 (un miembro de la familia del receptor TNF,
expresado en células T activadas y la Unica molécula de célula T
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coestimuladora conocida por ser especificamente sobre regulada en el tipo-
del virus de leucemia de célula T (células productoras de HTLV-l)) Ver J
Immunol. 2000 Jul 1;165(1).263-70, Metaloproteasas (asociadas con
artritis/canceres), incluyendo Drosophila CG6512, paraplegina humana, FtsH
humana, AFG3L2 humana, ftsH murina; factores de crecimiento angiogénicos,
incluyendo factor de crecimiento de fibroblasto acido (FGF-1), factor de
crecimiento de fibroblasto basico {(FGF-2), factor de crecimiento endotelias
vascular / factor de pemmeabilidad vascular (VEGF/VPF), factor-alfa de
crecimiento de tranformacién (TGF a), factor alfa de necrosis de tumor (TNF-a),
angiogenina, intefeucina-3 (IL-3), interleucina-8 (IL-8), factor de crecimiento
endotelial derivado de plaqueta (PD-ECGF), factor de crecimiento placentario
(PIGF), factor-BB de crecimiento derivado de plaqueta midquina (PDGF),
fractalquina.

Proteinas de tension (proteinas de choque térmico)

Las HSPs se encuentran normalmente intracelularmente. Cuando se
encuentran extracelularmente, es un indicador que una célula a muerto y a
derramado sus contenidos. Esta muerte celular no programada (necrosis)
ocurre solamente, como un resultado de trauma, enfermedad o lesién y por lo
tanto las HSPs extracelulares in vivo, desencadenan una respuesta del sistema
iInmune que combatira la infeccion y enfermedad. Una dual especifica que se
enlaza a HSP extracelular puede ser localizada a un sitio de enfermedad.
Proteinas involucradas en el trasnporte de Fc

Receptor de Brambell (también conocido como FcRB):

Este receptor Fc tiene dos funciones, que son ambas potenciaimente

utiles para la liberacion

Las funciones son

(1)  Eltransporte de IgG de la madre al hijo a través de la placenta
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(2) la proteccién de IgG de degradacion prolongando asl su vida
media de IgG en suero. Se piensa que el receptor recicla IgG del endosoma.

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

Otras proteinas involucradas en el transporte de Fc incluyen el receptor
Fc neonatal (FcRn) descrito en Gastinel et al, 1992, PNAS 89:638; y
Roopenian et al., 2003 J. Immunol. 170:3528.

Los ligandos de acuerdo con la invencién pueden ser disefiados para ser
especificos para los objetivos anteriores sin requerir ningdn aumento o
aumentando la vida media in vivo. Por ejemplo, los ligandos de acuerdo con la
invencion pueden ser especificos para objetivos seleccionados de los
anteriores que son especificos de tejido, pemmitiendo asl el marcado especifico
de tejido del ligando especifico dual, o un monémero de dAb que se enlaza a
un objetivo terapéuticamente relevante especifico de tejido, sin imortar
cualquier aumento en la vida media, aunque esto se puede producir. Mas adn,
cuando el ligando o monémero de dAb marca el rifién o higado, esto puede
redirigir el ligando 0 monémero de dAb a una ruta de depuracion alternativa in
vivo (por ejemplo, el ligando puede ser dirigido lejos de la depuracion del
higado a la depuracion del rifion).

Los polipéptidos Gtiles para aumentar la vida media incluyen, pero no se limitan

a aquellos mostrados en el Anexo I.

Estabilidad de Proteasa Aumentada

Una ventaja adicional de la presente invencién es que los dAbs
PEGilados y multimeros de dAb descritos aqui poseen estabilidad aumentada a
la accion de las proteasas. Dependiendo de las condiciones del ensayo, los
dAbs son generalmente intrinsecamente estables a la accion de las proteasas.
En la presencia de pepsina, sin embargo, muchos dAbs son totalmente
degradados a pH 2 porque la proteina es desplegada bajo las condiciones
acidas, haciendo asl a la proteina mas accesible a la enzima proteasa. La
presente invencién provee moléculas de dAb PEGitadas, Incluyendo
multimeros de dAb, en donde se cree que el polimero de PEG provee
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proteccién de la estructura del polipéptido debido al cubrimiento fgisico de la
estructura por el polimero de PEG, evitando asi que la proteasa gane acceso a
la estructura del polipéptido y la clive. En una realizacién preferida, un dAb
PEGilado que tiene un mayor tamafio hidrdinamico (p.e., 200 a 500 kDa) es
generado de acuerdo con la invencion, porque el mayor tamafio hidrodinamico
confirmara un mayor nivel de proteccién de la degradacién de proteasa gie im
dAb PEGilado que tiene un menor tamano hidrodinamico. En una realizacion,
un monémero o multimero de dominio variable sencillo de anticuerpo enlazado
a polimero es degradado en no mas del 10% cuando es expuesto a una o mas
de pepsina, tnpsina, elastasa, quimotripsina, o carboxipeptidasa, en donde, si
la proteasa es pepsina, entonces la exposicién se realiza a pH 2.0 por 30
minutos, y si la proteasa es una o mas de tripsina, elastasa, quimotripsina, o
carboxipeptidasa, entonces la exposicion se realiza a pH 8.0 por 30 minutos.
En una realizacion preferida, un monémero o multimero de dAb enlazado a otro
polimero es degraded en no méas del 10% cuando es expuesto a pepsina a pH
2.0 por 30 minutos, preferiblemente no mas de 5%, y preferiblemente no se
degrada de ninguna manera. En una realizacién preferida, un multimero de dAb
enlazado a PEG u otro polimero (p.e., hetero u homodimero, trimero,
tetramero, octdmero, etc.) de la invencién es degradado en menos del 5%, y
preferiblemente no es degradado de ninguna manera en la presencia de
pepsina a pH 2.0 por 30 minutos. En una realizacién prefenda, un monémero o
multimero de dAb enlazado a PEG u otro polimero es degradado en no mas del
10% cuando es expuesto a tripsina, elastasa, quimotripsina, o carboxipeptidasa
a pH 8.0 por 30 minutos, preferiblemente no mas de 5%, y preferiblemente no
se degrada de ninguna manera. En una realizacién preferida adicional, un
multimero de dAb enlazado a PEG u otro polimero (p.e., hetero u homodimero,
trimero, tetramero, octamero, etc.) de la invencién es degradado en menos del
5%, y preferiblemente no es degradado de ninguna manera en la presencia de
tripsina, elastasa, quimotripsina, o carboxipeptidasa a pH 8.0 por 30 minutos.

Las relaciones relativas de proteasa: polipéptido de dominio variable
sencillo de anticuerpo pueden ser alteradas de acuerdo con la invencion para
alcanzar el nivel deseado de degradacién como se describié anteiormente. Por
ejemplo, la relacion de proteasa a dominio variable sencillo de anticuerpo
puede ser de aproximadamente 1:30, a aproximadamente 10:40, a
aproximadamente 20:50, a aproximadamente 30:50, aproximadamente 40:50,
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aproximadamente 50:50, aproximadamente 50:40, aproximadamente 50:30,
aproximadamente 50:20, aproximadamente 50:10, aproximadamente 50: 1,
aproximadamente 40:1, y aproximadamente 30:1.

En consecuencia, la presente invencidn provee un método para
disminuir la degradacién de un dominio variable sencillo de anticuerpo que
comprende enlazar un monémero o multimero de dominio variable sencillo de
anticuerpo a un polimero de PEG de acuerdo con cualquiera de las
realizaciones descritas aqui. De acuerdo con este aspecto de la invencion, el
dominio variable sencillo de anticuerpo es degradado en no mas del 10% en la
presencia de pepsina a pH 2.0 por 30 minutos. En particular, un multimero de
dAb enlazado a PEG es degradado en no mas del 5%, y preferiblemente no se
degrada de ninguna manera en la presencia de pepsina a pH 20 por 30
minutos En una realizacién alterna, el dominio variable sencillo de anticuerpo
es degradado en no mas del 10% cuando es expuesto a tripsina, elastasa,
quimotripsina, o carboxipeptidasa a pH 8.0 por 30 minutos, preferiblemente no
mas del 5%, y preferiblemente no se degrada de ninguna manera.

La degradacién de los monémeros y multimeros de dAb enlazados a
PEG de acuerdo con la invencion se puede medir usando métodos que son
bien conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, siguiendo la
incubacién de un dAb enlazado a PEG con pepsina a pH 2.0 por 30 minutos, o
con ftripsina, elastasa, quimotripsina, o carboxipeptidasa a pH 8.0 por 30
minutos, las muestras de dAb pueden ser analizadas mediante filtracién con
gel, en donde la degradaciéon del mondomero o multimero de dAb es
evidenciada por una banda de ge! de un peso molecular menor que un dAb no
degradado (p.e., dAb de control no tratado con pepsina, tripsina, quimotripsina,
elastasa, o carboxipeptidasa). El peso molecular de las bandas de dAb sobre el
gel puede ser determinado comparando la migracién de la banda con la
migracion de una escalera de peso molecular (ver Figura 5). Otros métodos
para medir la degradacidon de protelna son conocidos en la técnica y pueden
ser adaptados para evaluar los mondmeros y multimeros de dAb enlazados a
PEG de la presente invencion.
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Composiciones Farmacéuticas, Dosis y Administracién

Los polipéptidos de anticuerpo de la invencién pueden ser incorporados
en composiciones farmacéuticas adecuadas para administracion a un sujeto.
Tlpicamente, la composicion farmacéutica comprende un polipéptido de
anticuerpo anti-CD40L monovalente y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Como se usa aqui, "vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye
cualquiera y todos los solventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes
antibactenanos y antiflingicos, agentes isoténicos y retardantes de absorcion, y
similares que son fisiolégicamente compatibles. El témmino “vehiculo
farmacéuticamente aceptable"” excluye medio de cultivo de tejido que
comprende suero bovino o de caballo. Ejemplos de vshiculos
farmacéuticamente aceptables incluyen uno o mas de agua, solucion salina,
solucién salina amortiguada con fosfato, dextrosa, glicerol, etanol y similares,
asi como combinaciones de los mismos. En muchos casos, sera preferable
incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlicares, polialcoholes tales como
manitol, sorbitol, o cloruro de sodio en la composicion. Sustancias
farmacéuticamente aceptables incluyen cantidades menores de sustancias
auxiliaries tales como agentes humectantes o emulsificantes, preservantes o
amortiguadores, que mejoran la vida de conservacidbn o efectividad del

polipéptido de anticuerpo.

Las composiciones como se describen aqui pueden estar en una
variedad de formas. Estas incluyen, por ejemplo, formas de dosis liquidas,
semi-sOlidas o solidas, tales como soluciones liquidas (p.e., soluciones
inyectables y para infusién), dispersiones o suspensiones, tabletas, pildoras,
polvos, liposomas y supositorios. La forma preferida depende del modo
destinado de administracién y la aplicacién terapéutica. Las composiciones
preferidas tipicas estan en la forma de soluciones inyectables o para infusion,
tales como las composiciones similares a las usadas para inmunizacion pasiva
de humanos con otros anticuerpos. El modo de administracién preferido es
parenteral (p.e., intravenoso, subcutanea, intraperitoneal, intramuscular).

Las composiciones terapéuticas tipicamente deben ser estériles y
estables bajo las condiciones de fabricacién y almacenamiento. La composicion
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puede ser formulada como una solucién, microemulsién, dispersion, liposoma,
u otra estructura ordendada adecuada para alta concentracion de farmaco. Las
soluciones inyectables estériles pueden ser preparadas incorporando el
compuesto activo en la cantidad requerida en un solvente apropiado con uno o
una combinacion de los ingredientes enumerados anterioremente, segin se
requiera, seguida por la esterilizaciébn por filtracibn. Genralmente, las
dispersions se preparan incorporando el compuesto activo en un vehiculo
esténl que contiene un medio de dispersion basico y los demas ingredientes
requeridos de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles
para la preparacién de soluciones inyectables estériles, los métodos de
preparacion preferidos son secado al vacio y liofilizacién que produce un polvo
del ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado adicional a partir de
una solucién previamente filtrada esterilizada de la misma. El fluidez apropiada
de una solucidn puede ser mantenida, por ejemplo, mediante el uso de un
recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de
particula requerido en el caso de la dispersion, y mediante el uso de
surfactantes.

Los polipéptidos de anticuerpo descritos aqui se pueden administrar
mediante una variedad de métodos conocidos en la técnica, aunque para
muchas aplicaciones terapéuticas, la ruta/modo preferido de administracién es
inyeccion o infusion intravenosa. El polipéptido también puede ser administrado
mediante inyeccion intramuscular o subcutanea.

Como lo apreciara el técnico experto, la ruta y/o modo de administracion
variard dependiendo de los resultados deseados. En ciertas realizaciones, el
compuesto activo puede ser preparado con un vehiculo que protegera al
compuesto contra liberacion rapida, tal como una formulacién de liberacion
controlada, incluyendo implantes, parches transdérmicos, y sistemas de
liberacion microencapsulada. Los dominios variables de inmunoglobulina
sencillos y otros polipéptidos de anticuerpo monovalentes relativamente
pequefios bien adecuadas para la formulacion como preparaciones de
liberacion extendida debido, en parte, a su tamafio pequefio — el numero de
moles por dosis puede ser signidifcativamente mayor que la dosis de, por
ejemplo, anticuerpos de tamaiio total. Se pueden usar polimeros
biodegradables, biocompatibles, tales como etilen vinil acetato, polianhidridos,
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acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres, y acido polilactico. La absorcion
prolongada de las composiciones inyectables puede ser producida incluyendo
en la composicién un agente que retarda la absorcién, por ejemplo, sales de
monoestearato y gelatina. Muchos métodos para la preparacion de tales
formulaciones estan patentados o son generalmente conocidos por los
expertos en la técnica. Ver, p.e., Sustained and Controlled Release Drug
Delivery Systems, J. R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978.
Métodos adicionales aplicables a la liberacidn controlada o extendida de
agentes de polipéptido tales como los polipéptidos de anticuerpo monovalentes
revelados aqui se describen, por ejemplo, en las Patentes U.S. Nos. 6,306,406
y 6,346,274, asi como, por ejemplo, en las Solicitudes de Patente U.S. Nos.
US20020182254 y US20020051808, todas incorporadas aqul por referencia.

En ciertas realizaciones, un polipéptido de anticuerpo anti-CD40L
monovalente puede ser administrado oralmente, por ejemplo, con un diluyente
inerte o un vehiculo comestible asimilable. El compuesto (y otros ingredientes,
si de desea) también pueden ser adjuntados en una céapsula de gelativa dura o
blanda, comprimidos en tabletas, o incorporados directamente a la dieta del
individuo. Para administracién terapéutica oral, los compuestos pueden ser
Incorporados con excipientes y usado en la forma de tabletas ingeribles,
tabletas bucales, trociscos, capsulas, elicires, suspensiones, jarabes, obleas, y
similares. Para administrar un compuesto de la invencién or una administracion
diferente a la parenteral, puede ser necesario recubrir el compuesto con, o co-
administrar el compuesto con un material para evitar su inactivacion.

Compuestos activos adicionales también pueden ser incorporados en las
composiciones. En ciertas realizaciones, un polipéptido de anticuerpo anti-
CD40L monovalente es coformulado con yfo coadministrado con uno o mas
agentes terapéuticos adicionales. Por ejemplo, un polipéptido de anticuerpo
anti-CD40L monovalente puede ser coformulado y/o coadministrado con uno o
mas mas anticuerpos adicionales que enlazan otros objetivos (p.e., anticuerpos
que enlazan otras citocinas o que enlazan moléculas de superficie celular), o,
por ejemplo, una o méas citocinas. Tales terapias de combinacién pueden usar
menores dosis de los agentes terapéuticos administrados, evitando asl posibles
toxicidades o complicaciones asociadas con las diferentes monoterapias.
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Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden incluir una
"cantidad terapéuticamente efectiva™ o una "cantidad profilacticamente efectiva”
de un polipéptido de anticuempo anti-CD40L monovalente. Una “cantidad
terapéuticamente efectiva” se refiere a una cantidad efectiva, a dosis y por
periodos de tiempo necesarios, para alcanzar el resultado terapéutico deseado.
Una cantidad terapéuticamente efectiva del polipéptido de anticuerpo puede
variar de acuerdo con factores tales como el estado de la enfermedad, edad,
sexo, y pero del individuo, y la habilidad del polipéptido de anticuerpo anti-
CD40L monovalente para inducir una respuesta deseada en el individuo. Una
cantidad terapéuticamente efectiva fambién es una en la cual cualquier efecto
toxico o en detnmento del anticuerpo o porciéon de anticuerpo es superada por
los por los efectos benéficos terapéuticos. Una "cantidad profilacticamente
efectiva” se refiere a una cantidad efectiva, a dosi y por periodos de tiempo
necesarios, para alcanzar el resultado profilactico deseado. Tipicamente, como
la dosis profilaictica se usa en sujetos antes o en cualquier estado de
enfermedad temprano, la cantidad profilacticamente efectiva sera menor que la
cantidad terapéuticamente efectiva.

Los regimenes de dosis pueden ser ajustados para proveer la respuesta
deseada 6ptima (p.e., una respuesta terapéutica o profilactica). Por ejemplo, un
solo bolo puede ser administado, varias dosis divididas pueden ser
administradas en el tiempo o la dosis puede ser reducida o aumentada
proporcionalmente segin lo indiquen las exigencias de la situacién terapeutica.
Es conveniente formular composiciones parenterales en forma de unidad de
dosis para facilidad de adminimistracién y uniformidad de dosis. Forma de
unidad de dosis como se usa aqui, se refiere a unidades fisicamente discretas
adecuadas como dosis unitarias para los sujetos mamiferos a ser tratados;
cada unidad contiene una cantidad predeterminada de compuesto activo
calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociacién con el
vehiculo farmacéutico requerido.

Un rango no limitante para una cantidad terapéuticamente o
profilacticamente efectiva de un polipéptido de anticuerpo anti-CD40L
monovalente es 0.1-20 mg/kg, mas preferiblemente 1-10 mg/kg. También se
notara que los valores de dosis pueden variar con el tipo y la severidad de la
condicién a ser aliviada. También se entenderd que para cualquier sujeto
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particular, se deben ajustar regimenes de dosis especificos durante el tiempo
de acuerdo con la necesidad individual y el juicio profesiona del médico que lo

administra.

La eficacia del tratamiento con un polipéptido de anticuerpo anti-CD40L
monovalente como se describe aqui, es juzgada por el médico experto con
base en el mejoramiento en uno o mas sintomas o indicadores del estado de
enfermedad o trastomo que es tratado. Un mejoramiento de al menos 10%
(aumento o descenso, dependiendo del indicador que es medido) en uno 0 mas
indicadores clinicos se considera "tratamiento efectivo”, aunque se prefieren
mejoramientos mayores, tales como 20%, 30%, 40%, 50%, 75%, 90%, o
incluso 100%, o, dependiendo del indicador que es medido, mas del 100%
(p e., dos veces, tres veces, diez veces, etc., hasta, e incluyendo el logro de un
estado libre de enfermedad. Los indicadores pueden ser medidas fisicas, p.e.,
niveles de enzima, citocina, factor de crecimiento o metabolito, velocidad de
crecimiento celular o muerte celular, o la presencia o cantidad de células
anormales. También se puede medir, por ejemplo, diferencias en ia cantidad de
tiempo entre empeoramiento de sintomas de la enfermedad o trastorno (p.e.,
para enfermedades remitentes/recurrentes, tales como esclerosis multiple).
Alternativamente, se pueden basar en medidas no flsicas, tales como una
reduccién reportada del dolor o incomodidas u otro indicador de estado de
enfermedad para medir Ia efectividad del tratamiento. Cuando se tman medidas
no fisicas, se pueden usar varias escalas o indices clinicamente aceptables,
por ejemplo, el indice de Actividad de Enfermedad de Crohn, o CDAI (Best et
al, 1976, Gastroenterology 70: 439), que combina indicadores fisicos, tales
como hematrocrito y el nimero de heces liquidas o muy blandas, entre otras,
con factores reportados por el paciente tales como la severidad del dolor
abdominal o espasmo y bienestar general, para asignar un puntaje de

enfermedad.

Como se usa aqui, el término "profilaxis” realizado usando una
composicidon como se describe aqul, es "efectivo” si la aparicién o severidad de
uno o mas sintomas es retardado o reducido en al menos 10%, o abolido, con
relacién a tales sintomas en un individuo similar {modelo humano o animal) no

tratado con la composicion.
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Mientras que los polipéptidos de anticuerpo anti-CD40L monovalentes
descnitos aqui deben enlazar CD40L humano, cuando se evaluan sus efectos
en un sistema de modelo animal, el polipéptido debe reaccionar cruzadamente
con uno 0 mas antigenos en el sistema de modelo animal, preferiblemente con
alta afinidad. El expero en la técnica puede determinar faciimente si esta
condicibn es satisfecha para un sistema de modelo animal dado, y In
polipéptido de anticuerpo anti-CD40L monovalente dado. Si esta condicion es
satisfecha, la eficacia del polipéptido de anticuerpo anti-CD40L monovalente
puede ser examinada administrandola a un modelo animal bajo condiciones
que imitan un estado de enfermedad y monitoreando unc o mas indicadores de
estado de enfermedad para al menos un mejoramiento del 10%.

Modelos Animales:

Los polipéptidos de anticuerpo anti-CD40L monovalentes como se
describen aqui, son Gtiles para el tratamiento de trastornos autoinmunes en los
cuales la sefializacién de CD40/CD40L esta inapropiadamente activa. Existen
vanos modelos animales en los cuales se puede evaluar la eficacia de un
polipéptido de anticuerpo anti-CD40L monovalente dado, como se discute mas
adelante.

Lupus Eritematoso Sistémico (SLE):

El tratamiento con anticuerpo anti-CD40L previene el desarrollo de
nefritis tipo lupus en ratones NZB/NZW y SNF1 SLE. El tratamiento de ratones
SNF1 con anticuerpo anti-CD40L revierte la nefritis establecida y conserva la
funcién renal. Ver, p.e., Mohan et al., 1995, J. Immunol. 154: 1470-1480; Early
et al., 1996, J Immunol. 157: 3159-3164; Ralled et al., 1998, J..Immunol. 160.
2158-2165, y Chess, 2001, "Blockade of the CD40L/CD40 Pathway," in
Therapeutic Immunology 2a Edicién, Austen, Burakof, Rosen and Strom, Eds.,
Blackwell Sciences (Pubs.), pp 441-456.

Esclerosis Mdltiple:
El blogueo especifico de CD40L al momento de la inmunizacion suprime

marcadamente la incidencia, mortalidad, dia de aparicion, y puntajes clinicos
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de la encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) en ratones B10OP1L y
ratones (PLJ x SJL)F1 inducidos ya se a por proteina basica de mielina o
antigenos de mielina PLP. Ver, por ejemplo, Germitse, 1996, Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 93: 2494 Grewal et al., 1996, Science 273: 186; Laman et al., 1998,
Mult. Scler. 4: 14; y Chess, 2001, supra.

Artritis Reumatoide:

Anti-CD40L bloquea el desarmrollo de la inflamacién de articulacién, titulos
de anticuerpo en suero a colageno, la infiitracion de células inflamatorias en el
tejido sinovial, y la erosién de cartilago y hueso en la artritis inducida por
colageno. Ver, p.e., Durie et al., 1993, Science 261: 132; y Chess, 2001, supra.

Modelos de Diabetes Tipo | dependiente de Insulina:

El ratdn diabético no obeso (NOD) desarrolla espontaneamente la
diabetes inmune dependiente de célula T. El tratamiento con anticuerpo anti-
CD40L monoclonal tratamiento de hembras NOD de 3 a 4 semana de edad (la
edad en la cual tipicamente empieza la insulitis) evité completamente la insulitis
y la diabetes. El andlisis de citocina reveld un descenso dramatico en la
liberacién IFN-g e IL-2 son un aumento concomitatnte en la produccién de IL-4
por células T de ratones tratados con anti-CD40L. Ver, p.e., Balasa et al., 1997,
J. Immunol. 159: 1420; y Chess, 2001, supra.

Inhibicién de Rechazo de Trasplante de Aloinjerto y Xenoinjerto:

Anti-CD40L evita el desarrollo del rechazo renal de injertos totalmente
alogenéicos en ratones MAs aln, la supervivencia de aloinjertos trasplantados
en monos rehsus nefrectomizados es tipicamente prolongada por la terapia con
ant-CD40L sola. Igualmente, la terapua con anti-CD40L ha evitado el rechazo
de injerto de puel, células islotes y trasplantes cardiacos asi como GVHD en
roedores. Ver, p.e., Kirk et al., 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94: 8789-
8794; Parker et al., 1995, Proc Natl. Acad. Sci. U.S.A. 92: 9560; Larsen et al.,
1996, Transplantation 61 : 4; y Chess, 2001, supra.

Usos de Polipéptidos de anticuerpo Anti-CD40L monovalentes

130



10

15

20

25

30

35

268

Los polipéptidos de anticuerpo anti-CD40L como se describen aqul, son
atiles para el tratamiento o prevencion de enfermedades o trastornos en los
cuales estd involucrada la activacién inapropiada de la ruta mediada por
CD40L/CD40. En particular, las enfermedades inmunes involucran
frecuentemente la regulacion o actividad inapropiada de las rutas de
CD40L/CD40. La administracion de un polipéptido de anticuerpo anti-CD40L
como se describe aqui a un individuo que sufre de una enfermedad, puede
reducir uno o0 mas sintomas de la enfermedad. Ejemplos no limitantes de
enfermedades par alas cuales los polipéptidos de anticuerpo descritos aqul
pueden ser terapéuticamente utiles incluyen Lupus Eritematoso Sistémico
(SLE), Purpura trombocitopénico idiopatico (ITP), rechazo de trasplante,
enfermedad de Crohn, Enfermedad inflamatoria del intestino (IBD), colitis,
asmal/alergia, aterosclerosis, Miastenia grave, respuesta inmune a productos
de farmaco recombinante, p.e., factor VIl en hemofilla, Esclerosis Maltiple,
Psoriasis, Artritis Reumatoide, Espondilitis anquilosante, Enfermedad Cardiaca
coronaria, y Diabetes, incluyendo Diabetes Tipo 1 y/o Tipo 2

Los polipéptidos de anticuerpo anti-CD40L descritos aqui son
adicionalmente utiles en la forma en que generalmente cualquier preparacién
de anticuerpo es util, p.e., para usos de representacion grafica o diagnostico in
vivo, usos de diagndstico in vitro, etc. Para estos y otros usos puede ser
deseable marcar los polipéptidos de anticuerpo anti-CD40L, p.e., con una
etiqueta fluorescente, colorimétrica, enzimatica o radioactiva. Los métodos para
etiquetar polipéptidos de anticuerpo son bien conocidos en la técnica.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Biotinilacién de CD40L Recombinante

Se biotinil6 CD40L recombinante humano soluble (PeproTech) y se
utilizé durante las selecciones de fago. Los reactivos, equipos y fuentes a partir
de las cuales estan disponibles se proporcionan en la Tabla 1.

Se desarrollé la biotinilacién de CD40L mediante la incubacién de
CD40L (0.5mg/ml) con EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-Biotin [Sulfosuccinimidil-6-
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(biotinamido)hexanoato] (Pierce) a una proporcién molar de 5:1 sobre hielo
durante 2 horas de acuerdo con las instrucciones del producto. Posteriormente
se sometid a didlisis la mezcla de reaccion de biotinilaciébn contra 3
intercambios de PBS (1000 x volumen de muestra) en un Casete de Dialisis
Slide-A-Lyzer® a 4°C para remover el reactivo de biotinilacién no incorporado.

Se evalud el CD40L biotinilado mediante ensayo de enlace a receptor
para enlace a CD40/Fc para confirmar su actividad biolégica. También se
monitored la calidad de la biotina-CD40L mediante analisis en un gel NuPaGE
4-12% Bis-Tris y se detectd6 mediante Simply Blue Safe-Stain (Tincién Segura
Azul Simplemente) (Invitrogen) (Figura 1a), y westem-blotting (manchado hacia
el oeste) mediante sondeo con Estreptavidina-HRP (Figura 1b). Se analiz6
adicionaimente el CD40L biotinilado mediante espectrometria de masas con la
mayoria de las sub-unidades de CD40L conteniendo 1 o 2 mitades de biotina
(datos no mostrados).

Tabla 1.

Equipo/Reactivo Proveedor sugerido o requerndo
Ligando CD40 recombinante humano soluble / TRAP PeproTach, No de Cat 310-02

Reconstituido en fosfato de sodio 5 mM, pH 5 0 hasta

una concentracion de 0 5 mg/ml
EZ-Lnk™ Sulfo-NHS-LC-Biotina Piarce, No de Cat 21335
Casete de Dialisis Slide-A-Lyzer® Pierce, No de Cat 66110
Quimera CD40 recombinante humana/ Fc RA&D Systems, No de Cat 1463-CD
Gel NuPAGE® 4-12% Bis-Tns invitrogen life tachnologies Lid

No de Cat NP0322
Estreptavidina-HRP Amersham Biosciences

No de Cat 1231V
Invitrogen™ Simply Blue Safe-stan (Tincion Segura inwitrogen No de Cat G605
Azul Smplemente)

Ejemplo 2. Selecciones de Fago utilizando Antigeno Biotinilado

Las bibliotecas de Anticuerpo de Dominio (dAb) se basan en un marco
humano sencillo para el Vy (DP47 y JH4b) y para el VK (DPK9 y JK1) con
diversidad de cadena lateral incorporada en posiciones en el sitio de enlace de
antigeno que hace contacto con el antigeno en estructuras moleculares
conocidas y residuos reflejos diversificados en el repertorio de anticuerpo

humano. Los anticuerpos se despliegan como proteinas de fusién enlazadas
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covalentemente al extremo N — terminal de la proteina plll fago Fd, utilizando el
vector fago pDOM4 (Fd- Tet) que codifica el genoma del fago Fd con expresion
dAb bajo el control del promotor del gen-lil. El casete dAb consiste de (5' a 3'):
secuencia lider eucariética, dAb, etiqueta myc, glll. El vector contiene ambos
origenes de replicacion M13 y colE1 y es seleccionable utilizando tetraciclina.
Cada una de las bibliotecas V4 y Vk tiene un tamaiio calculado de por encima
de 1x10'® moléculas. Los reactivos, equipos y fuentes a partir de las cuales
estan disponibles se proporcionan en la Tabla 2.

Se incubaron aproximadamente 1x10"! fagos a partir de cada una de las
bibliotecas Domantis dAb en un volumen final de 1 ml de PBS que contiene
Marvel™ al 2% a temperatura ambiente durante 1 h. Se adicioné el antigeno
biotinilado al fago bloqueado de tal forma que la mezcla de fago antigeno tiene
una concentracién final de Marvel™ al 2% en PBS. La concentracién de
antigeno utiizada para la primera ronda de seleccion fue de 60 nM; se
disminuyd la concentracién antigeno hasta 6 nM para la ronda 2, y hasta 0.6
nM para la ronda 3. Se incubé la mezcla antigeno/fago durante 1 h a
temperatura ambiente con rotacién a ~40 rpm.

Para cada seleccion, se prepararon 100 pl de perlas paramagnéticas
recubiertas con estreptavidina (Dynal Biotech) por medio de lavado una vez en
1 ml de PBS que contiene Tween-20 al 0.1% seguido por un segundo lavado
en 1 ml de PBS. Posteriormente se bloquearon las perlas en 1 ml de PBS que
contiene Marvel™ al 2% en un tubo eppendorf de 2 ml a temperatura ambiente
sobre una rueda rotatoria durante 1 h.

Se colocé el tubo que contiene las perlas magnéticas recubiertas con
estreptavidina bloqueadas dentro de un soporte magnético, facilitando la
captura de las perlas magnéticas. Se removié el sobrenadante y se
resuspendieron las perlas en la mezcla antlgeno/fago. Se rotd ésta mezcla
durante 10 min para pemmitir la captura de perla de los complejos

fago/antigeno.
Las perlas se capturaron utllizando un soporte magnético y se lavaron

repetidamente 19 veces utilizando 1 ml de PBS que contiene Tween-20 al
0.1%, seguido por un lavado final de 1 ml de PBS. Se cambiaron los tubos
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eppendorf siguiendo los pasos de lavado 3, 9, 15 y 19 para minimizar el

sobrante de fago de fondo.

Posteriormente se recapturan las perlas lavadas y se remueve toda la
solucién de lavado. Los fagos se eluyeron a través de resuspension en 500 pl
de solucion de tripsina (50 pl de solucion patrén de tripsina 10 mg/ml afiadida a
450 ul de PBS, recientemente diluido) y se rot6é durante 10 min a temperatura
ambiente. Se recuperaron los fagos eluidos mediante la captura de las perias
utihizando el soporte magnético y se recuperé el liquido que contiene el fago
eluido. Se utilizaron los fagos para infectar E. coli TG1 para preparar fago para
una ronda de seleccion adicional.

Se mezclaron los fagos eluidos (250 pl) con 1.75 ml de E. coli TG1 fase
log (ODsgo entre 0.3 y 0 6) y se pemmitié que ocurriera la infeccién durante 30
min a 37°C sin agitacién. Se centritugd el cultivo infectado de E. coli TG1 a
11,600 g en una micro centrifuga durante 1 min a temperatura ambiente. Las
bacterias sedimentadas se resuspendieron en 100 pl de 2xTY y se plaquearon
sobre placas regulares de 9 cm de diametro que contienen TYE
complementado con tetraciclina 15 pg/ml. Las placas crecieron a 37°C durante

la noche.

Después del crecimiento durante la noche, se adicionaron 2 ml de 2xTY
que contiene glicerol al 15% a las placas de cultivo y células se aflojaron con
un esparcidor, asegurando que las células se mezclaron a fondo. Se
recuperaron dos millilitros del cultivo mediante pipeteado dentro de un crio-vial,
a partir del cual se utilizaron 50 pl para inocular 50 ml del 2xTY complementado
con tetraciclna 15 pg/ml. Las células remanentes en el crio-vial se

almacenaron a -80°C.

El cultivo de 50 ml crecid a 37°C durante 16 a 24 horas con agitacion a
250 rpm.

Después del crecimiento durante la noche, se centrifugd el cultivo a
3,300 g durante 15 min para sedimentar la bacteria. Posteriormente se

precipitaron los fagos del sobrenadante a través de la adicion de 10 ml de
PEG/NaCl a 40 ml de sobrenadante aclarado. Se mezclé la soluciéon fago/PEG
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y se incubd sobre hielo durante al menos 1 h. Para sedimentar el fago, se
centrifugd la solucion a 3,300 g durante 30 min a 4°C. Se decant6 el
sobrenadante y se removié cualquier sobrenadante restante mediante

aspiracion.

El sedimento de fago resultante se resuspendié en 2 ml de PBS y se
centrifugé a 11,600 g durante 10 min en una micro centrifuga para remover
cualquier deshecho bactenal remanente. E! sobrenadante se filtré a través de
un filtro de 0.45 ym (Sartorius, Minisart). La solucion de fago resuspendida se
utilizé para la siguiente ronda de seleccién.

Tabla 2

Equipo/reactivo Proveedor sugendo o requendo Ajuste del Instrumento,
preparacién del reactivo

Dynabeads® M-280 Streptwdin Dynal Biotech UK 11 Bassendale Resuspendido a fondo a través de

(Prod No 11205) Road, Croft Business Park, pipeteado repetido
Bromborough, ‘Mimal CH62 3QL UK
Tween 20 Sigma Chemical Company Ltd 0 1% en PBS
Leche en polvo descremada seca Marvel™ (marcas premier) de los 2% en PBS (preparar fresco y no
99 5% supemercados almacenar)
Tnpsina (T-8642) Tipo Xl de Sigma Chemical Company Lid hecho en Tns-HCI 50 mM pH 7 4,
Pancreas Bovino Fancy Road CaCl; 1 mM y aimacenado a -20°C
Dorset
BH17 TNH La solucién patrdn de inpsina puede
UK elmacenarse aiicuctada a -20 C
Tol +44 1202 733414 para evitar autoproledhsis
Fax +44 1202 715460
PEG/NaCl Sigma Chemical Company Lid Poletilenghcol 8000 20% [conocido
formaiments como 8000], NaCl 25
M preenfnado a 4°C

Dynal MPC-S§ concentrador de Dynal Biotach UK 11 Bassendale

paricula magnébca (Prod No Road, Croft Business Park,

120 20) Bromborough, Wirral CHB2

aL UK

XTY 16 g de Tnptona, 10 g de extracto
de levadura y 5g de NaCl en 1 iitro
Autoddave (121°C, 15 min) y
almacenar a TA

Ejemplo 3: Clonacion de Salidas de Seleccién de Fago Enriguecido dentro del
Vector de Expresion dAb Soluble pDOM5

Después de la segunda y tercera rondas de seleccion, se obtuvieron
células de E. colr infectadas con el dAb enriquecido que exhibe poblaciones de
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fago fd. Se utilizé6 una alicuota de estas células para preparar ADN de fago y
los genes V enriquecidos se cortaron mediante digestion utiizando las
endonucleasas de restriccion, Safl y Notfl. Los genes V purificados se ligaron en
los sitios correspondientes de pDOMS5 (vector de expresion denvado de
pUC119 con promotor LacZ, lider eucariético, sitio de clonacion dAb, etiqueta
myc), y se utilizd el ADN ligado para electro-transformar las células de E. coli
HB2151 que crecieron durante la noche sobre placas de agar que contienen el
antibi6tico carbenicilina. Se indujeron las colonias resultantes para expresar la
protelna dAb bien sea como microcultivos de 200 pl o cultivos de 50 ml. Se
analizé6 el dAb resultante para actividad inhibitoria utilizando el ensayo de
enlace a receptor CD40L

Después de la seleccién del fago, se purificé el ADN de pDOM4 a partir
del sedimento celular obtenido a partir de un cultivo de E. coli durante la noche
de 50 ml utiizando el kit de purificacion de ADN QlAfilter Plasmid Midi de
Qiagen, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se cortaron los genes dAb
del vector pDOM4 mezclando: 10 pl de solucién amortiguadora de Safl 10x; 1
u! de BSA 100x; 20 pg de fragmento de ADN purificado; 2.5 pl de enzima de
Sall (10 U/ul); 2.5 ul de enzima de Notl (10 U/ul); se hizo la mezcla de digestion
hasta un volumen final de 100 pl utilizando agua estéril. Se incubé la mezcla de

digestién durante 5 horas a 37°C.

Las muestras de ADN sometidas a digestion se sometieron a
electroforesis sobre un gel de agarosa al 1.5% y se recortd la banda
correspondiente a los genes V de dAb (~324 pb a 372 pb) del gel. Se purifico el
ADN del gen de dAb a partir de la 1ajada de gel utilizando el kit de Extraccion
de Gel QlAquick de Qiagen, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se sometié a digestion el vector de expresion pDOMS con Sall y Notl tal
como sigue: 10 pl de solucién amortiguadora de Sall 10x; 1 pl de BSA 100x; 20
pg de pDOMS5 plasmido; 1.5 pl de enzima de Sall (10 U/ul); 1.5 pl de enzima de
Notl (10 U/ul); se hizo la mezcla de digestién hasta un volumen final de 100 pl
utlizando agua estéril. Se incub6 la mezcla de digestion durante 2 horas a
37°C Se purificé el fragmento de vector sometido a digestion utilizando el kit de
Purificacién QlAquick PCR.
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Se ligaron los genes de pDOMS sometidos a digestion y de dAb
sometidos a digestién mezclando: 2 ul de solucién amortiguadora de T4 ADN
ligasa 10x; 400 ng de vector pPDOMS5 sometido a digestion; 100 ng de genes de
dAb sometidos a digestion; 1 ul de T4 ADN ligasa (400 U/ul), se realizd la
mezcla de ligacion hasta 20 yl con agua estéril. Se incubaron las mezclas de
ligacion durante 2 horas a 25°C.

Se transfirieron dos microlitres de la mezcia de ligacién al fondo de una
cubeta de electroporacion de 0.2 cm pre-enfriada (sobre hielo) a la cual se
adicionaron 100 ul de células E. coli HB2151 electrocompetentes Se incubg la
mezcla ADN / célula sobre hielo durante 1-2 min, posteriormente se someti6 a
electroporaciéon a 2.5 kV (25 pF, 200 Q). Se adiciond inmediatamente un
mililitro de 2xTY a la cubeta y se rasuspendieron las células suavemente. Se
transfirieron las células resuspendidas a un tubo de cultivo desechable de 14
ml y se incubaron durante 1 hora a 37°C con agitacion a 250 rpm. Se
plaquearon diluciones de las células desde 10° hasta 10° sobre placas
regulares de 9 cm de didametro que contienen TYE complementado con glucosa
al 5% y carbenicilina 50 ug/ml. Se incubaron las células durante la noche a
37°C en una posicion invertida. Los. reactivos, equipos y fuentes a partir de las

cuales estan disponibles se proporcionan en la Tabla 3.

Tabla 3

Equipo/reactivo Proveoedor sugendo o requerido Ajuste del instrumento,
preparacién del reactivo

Kit de punficaci5n de ADN QiAfiter Qiagen Lid Suministrado como el kit

Plasrmid Midi No decat 12143

Endonucieasa de restncén Sa# + New England Biolabs

solucidn amortiguadora Saf 10X Cat No R0138S

Endonucieasa de restncaidn Notf + New England Biolabs

Soluxi6n amorbiguadora Noll 10X + Cat No R0188S

BSA 100X

Kit de Extraccion de Gel QlAquick Qiagen Lid Suministrado como el kit

Cat No 28703

Plasmido de Expresibn pDOMS

T4 ADN Lgasa + soluciin New England Biolabs La solucdn amorbguadora de T4

amortiguadora de T4 ADN ligasa Cat No MO202L ADN ligasa debe ser almacenada
alicuotada a -20°C
Se debe ewitar efi congelamiento-
descongelamento repeiido para
minimizar la hidrélisis de ATP en la
soluadén amortguadora
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Ejemplo 4. Expresion de Micropozo de dAbs solubles

Después de la clonacion de las salidas de fago dAb seleccionadas
dentro de pDOMS5, se inocularon colonias bacterianas individuales como
cultivos de micropozo y se indujeron utilizando IPTG para expresar la proteina
dAb la cual se analizd para actividad inhibitoria utilizando el ensayo de enlace
al receptor CD40L. L.os reactivos, equipos y fuentes a partir de las cuales estan

disponibles se proporcionan en la Tabla 4.

Se escogieron cuidadosamente las colonias bacterianas individuales
para asegurar que se evita la contaminacién a partir de colonias circundantes.
Las colonias escogidas se utilizaron para inocular placas de cultivo celular de
96 pozos que contienen 100 pl por pozo de 2xTY complementado con glucosa
al 5% y carbenicilina 50 ug/ml. Se colocaron las tapas sobre las placas de
cultivo celular las cuales se incubaron durante la noche en un agitador orbital
HiGro (GeneMachines, 935 Washington St, San Carlos, CA 94070, USA) bajo
una atmésfera humedecida a 37°C con agitaciébn a 450 pm {(diametro de
agitacion orbital 4 mm), con gas (30% O + 70% Nz) pulsado durante 10
segundos cada 5 minutos a una velocidad de flujo de 5 SLPM (litros por minuto
estandar). [Estas placas son referidas como las Placas Maestras]

Después del crecimiento durante la noche, se utlizé un dispositivo de
transferencia de 96 pozos para transferir entre 1-5 pl del cultivo bacteriano
dentro de una placa de cultivo de 9€ pozos fresca que contiene 100 ul por pozo
de 2xTY complementado con glucosa al 0.1% y carbenicilina 50 ug/ml.

Se incubaron las placas frescamente inoculadas a 37°C durante 3 a4 h
(agitacion a 450 rpm, gas (30% Oz + 70% N2) pulsadas durante 10 segundos
cada 5 minutos a una velocidad de flujo de 5 SLPM) hasta que el cultivo ODgoqg
alcanzd aproximadamente 10. Posteriormente se indujeron los cultivos
mediante la adicién de 100 ul por pozo de 2xTY que contiene carbenicilina 50
ug/ml e IPTG 2 mM (concentracion final de IPTG de 1 mM) y se incubaron
durante la noche a 30°C con agitacion a 450 rpm, con gas (30% Oz + 70% Ng)
pulsados durante 10 segundos cada 5 minutos a una velocidad de flujo de &
SLPM. [Estas placas son referidas como Placas de Induccién].
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Se prepararon las soluciones patrén de glicerol de las Placas Maestras
originales mediante la adicién de 100 pl por pozo de 2xTY que contiene glicerol

estéril at 50%. Estas placas se almacenaron a -80°C.

Después de la incubacién durante la noche de las Placas de Induccion,
se sedimentaron las células bacternanas mediante centrifugacion a 1,800 g
durante 10 min a 4°C. El sobrenadante (que contiene dAb expresado) se
analizé posteriormente para determinar si los dAbs eran capaces de inhibir el
enlace de CD40L a la fusién CD40-Fc en un ensayo de enlace al receptor.

Tabla 4

Equipo/reactivo Proveedor sugerido o requerido Aluste del instrumento,
preparacién del reactivo

Racimo de Culbvo celular de 96 Coming Incorpcrated, Costar

pozos con borde redondo y tapa, NGmero 3758

No pirogénico, polieshrenc

xXTY 16 g de Tnptona, 10 g de Extracto

de Levadura y 5 g de NaCl en 1
tro Autodlave (121°C, 15 min) y
almacenada a TA

Ejemplo 5. Expresion de dAb en E. coli a 50 ml

Para generar cantidades mas grandes de proteina dAb para analisis, se
utilizaron cultivos de 50 ml para induccién. Se inoculdé una colonia sencilla del
dAb deseado {por ejemplo DOM-24) crecida en placas TYE en 10 ml de 2xTY
complementado con glucosa al 5% y carbenicilina 50 pg/ml en un tubo
universal de 30 ml y crecié durante la noche a 37°C con agitacion a 250 rpm.
Se adicionaron quinientos microlitros del cultivo de durante la noche en 50 ml
de 2xTY complementado con glucosa al 0.1% y carbenicilina 50 pg/ml y
crecieron a 37°C con agitaciéon a 250 rpm. Se monitored el ODggo del cultivo
regularmente en comparacién con 2xTY estéril y a un ODgyo de 0.9 se indujo el
cultivo mediante la adicién de IPTG 1 M hasta una concentracion final de 1
mM. Se incubd el cultivo inoculado a 30°C con agitacién a 250 rpm durante la
noche. Al dia siguiente, el cultivo se centrifugd a 6000 g durante 15 mina 4°Cy
el sobrenadante aclarado se mezclé con 100 pl de linea de flujo de proteina-A

o proteina-L agarosa (pre-lavado con MgSO, 5 mM) durante la noche a 4°C.
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Posteriormente se centrifugd la mezcla sobrenadante/peria a 180 g a 4°C
durante 2 minutos. El sobrenadante se decanté y las perlas retenidas se
lavaron con 10 ml de PBS que contiene NaCl 0.5M. La solucion de perla se
transfiri6 dentro de un placa filtrante Whatman de 96 pozos y las perlas se
lavaron una vez con 400 ul de PBS que contiene NaCl 0.5M, posteriormente
una vez con 400 pl de PBS, seguide por centrifugacién durante 2 minutos a 180
g después de cada paso de lavado. Se eluyd la proteina dAb utilizando 70 pl de
glicina 0.1 M (pH 2.0) y la solucién se neutralizé mediante la adicion de 40 pl de
Tris-HCI 1 M (pH 8.0) Se determind la concentracion de dAb purificada
mediante OD2gg.

Los reactivos, equipos y fuentes a partir de las cuales estan disponibles
se proporcionan en la Tabla 5

Tabla 5

AJuste dal Instrumento,

preparaclon del reactivo

TYE 15 g de Bacto-Agar, 8 g de NaCl,
10 g de Tnptona, 59 de Extracto de
Levadura en 1 ltro de agua.
Autoclave (121°C, 15 mun) y
almacenamiento a TA

xTY 16 g de Tnptona, 10 g de Extracto

da Levadura y 5 g NaCl en 1 litro

Autoclave (121°C, 15 min) y

almacenamiento a TA

Equipo/reactivo Proveedor sugendo o requerido

IPTG1M solucién patrén hecha en agua MQ
se fillra asténl a través de filros de
0 22 pM y se almaceana en alicuolas
a-20°C

Carbericilina soluaidn patrén 50 mg/mi hecha en

agua, filtro 0 2 pm estenlizado y se
almacena an alicuotas a - 20°C
filtro 0 2 ym estenlizado, aimacenar
aTA

Solucidn de glucosa al 40%

MgS0O,5 mM preparar fresco a partr de solucidn
patron 1M, flitro 0 2 uym estenhzado
y almacenar a TA

NaCI/PBS 0 5M Autoclave o filtro 0 2 ym esteniizado
y almacenar a TA

Agarosa de proteina A Sigma P3476 almacenar a 4°C

Agarosa de protelna L Sigma P3351 almacenar a 4°C

Linea de Flujo de rProteina A Amersham Biosciences, almacenar a 4°C

Tns-HCI1 M, pH 80

catno 17-1281-02 (300ml}
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y almacenar a TA
Ghena02 M, pH2 0 filtro 0 2 pm estenlzado o autoclave
y almacenar a 4°C

Ejemplo 6: Ensavo de enlace al receptor CD40L

Se utilizé el ensayo de CD40L para medir el enlace de CD40L a CD40 y
la capacidad de las entidades de enlace (por ejemplo, fragmentos de
anticuerpo monovalente tales como un dAbs) para bloquear esta interaccion, tal
como se describe a continuacidn y se muestra esquematicamente en la Figura
7. (Las proteinas solubles de R&D Systems son CD40/Fc = homodimero y
CD40L = homotrimero).

Se recubrié una placa de ensayo de 96 pozos Nunc Maxisorp durante la
noche a 4°C con 100 ul por pozo de CD40/Fc recombinante humana (R&D
Systems) a 0.5 ug/ml en solucibn amortiguadora de carbonato. La placa se lavo
3 veces con 300 pl de Tween 0.05%/PBS y 3 veces con 300 pl de PBS
utihzando un lavador de placa Tecan. Los pozos se bloquearon utilizando 200
ul de PBS que contienen BSA al 2% (p/v) y se incubaron durante un minimo de
1 h a temperatura ambiente Los pozos se lavaron como anteriormente,
posteriormente se afiadieron 50 pl de proteina dAb purificada (o sobrenadante
no purificado que contiene dAb a partir de una expresion de micro-cultivo) a
cada pozo. También se adicionaron a cada pozo 50 pl de CD40L, a 6 ng/ml en
diluyente (para una concentracién final de 3 ng/ml), y la placa se incubd
durante 1 hr a temperatura ambiente.

La placa se lavé tal como se describié previamente y se adicionaron 100
pl de anticuerpo anti-CD40L biotinilado, 0.5 pg/ml en diluyente, y se incubd
durante 1 hr a temperatura ambiente La placa se lavd tal como se describio
anteriormente, posteriormente se adicionaron 100 pl de anticuerpo anti-biotina
HRP conjugado (dilucion en diluyente 1:5000) a cada pozo y la placa se incubd
durante 1 hr a temperatura ambiente. La placa se lavé nuevamente tal como se
describié previamente utilizando un lavador de placa Tecan y se desarrollé el
ensayo utiizando 100 pl de solucién SureBlue 1-Component TMB MicroWell
Peroxidase (la placa se dejé a temperatura ambiente por hasta 20 min). Se
detuvo la reaccién mediante la adicién de 100 pl de acido clorhidrico 1 M. Se
ensayo el OD4sonm de la placa dentro de los 30 minutos de la adicion del acido.
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El OD4sonm €S8 proporcional a la cantidad de conjugado estreptavidina-HRP
enlazado, por lo tanto entre mayor sea el grado de inhibicion de dAb menor es
el OD4sonm de la sefial resultante. Los reactivos, equipos y fuentes a partir de
las cuales estan disponibles se proporcionan en la Tabla 6.

Controles

Se incluyeron los siguientes controles:
¢ 0 ng/ml de CD40L (solamente diluyente)
e 3 ng/ml de CD40L
o 3 ng/mi de CD40L con 1 pg/ml de anticuerpo anti-CD40L

Tabla 6

Equipo/reactivo Proveedor sugerido o requerido Preparaclén del reactivo
(especifico)

Inmunoplaca de 96 pozos Maxsorp  Nunc, Cat No 439454

Fo6

Solucidn amortiguadora de Pierce, Cat No 28382 Digolver 1 bolsita en 500 ml de agua

bicarbonato de sodio carbonato 0 2 desionizada y mantener la solucion

MpHS 4 a4°C

Qumera CD40/Fc recombinante R&D Systems, Cat No 1493-CD Solucién pairén 50 pyg/ml a -B80°C
humana

Solucién amortiguadora de fosfato Sigma, Cat No P4417 Soluc:on 10x 100 tabletas/L de agua

sahna (PBS)

Solucién amortiguadora de lavado Tween-20 0 05%/PBS

Diluyents BSA 01%, Tween-20 en PBS
005%

Bloqueador BSA 2% en PBS

CD40L recombinants humano R&D Systems, Cat No 617-CL Solucién patrdn 50 pg/ml a -80°C

Anticuerpo anh-CD40L de Calbiochem, Cat No 217595 Solucion patrdn 1 mg/mil a 4°C

neutralizacidn

Anticuerpo ani-CD40L biobnilatado  R&D Systems, Cat No BAF617 Solucion patrén 50 pg/ml a -B0°C

Conjugado ant-brotina-HRP Stratech, Cat No, 200-032-096 Solucién patron 800 pg/ml a 80°C,

dilurdo 15000 en diluyente de
anticuerpo  Guardar  solamente
durante 1 semana

Sustrato de peroxidasa de KPL, CatNo 52-00-00 a4°C
micropozo  SureBlue TMB 1-
component

Ejemplo 7: Resultados
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Los datos de eniace al receptor para la mayoria de los Inhibidores
potentes se resumen en las Figuras 2, 3, y 4, y en Tabla 7, a continuacién. La
Tabla 8, a continuacion, proporciona la secuencia de ADN y de aminoacido
traducido de dAbs unicos identificados como que inhiben el enlace de CD40L a
CD40 en el ensayo de enlace al receptor.

La Figura 2 muestra una lectura de un ensayo de enlace a receptor
(RBA) de respuesta a dosis, analizando la inhibicién del enlace de CD40L a
CD40-Fc mediante dAbs DOM-10, -20, -27, -30, -31, -62, -77, titulado desde 1
UM hacia abajo hasta 10 pM. Los dAbs DOM-20, -30, y -31 son los mas
potentes, con valores de ICsp de aproximadamente 8 nM.

La Figura 3 muestra una lectura de ensayo de enlace a receptor de
respuesta a dosis, analizando la inhibicién del enlace de CD40L a CD40-Fc
mediante dAbs DOM-4 y DOM-5, tilulada desde 1 pM hacia abajo hasta 500
pM. Los valores de ICso para dAbs DOM-5 y DOM-4 son aproximadamente 3
nM y 100 nM respectivamente.

La Figura 4 muestra una lectura de ensayo de enlace a receptor de
respuesta a dosis, analizando la inhibicién del enlace de CD40L a CD40-Fc
mediante dAb DOM-24, titulado desde 100 nM hacia abajo hasta 0.5 pM. Los
datos se ajustaron a la curva utilizando el software GraphPad Prism.

Tabla 7

Nombre del Clon Tipo de dAb ICsq (NM)
DOM-2 VH 800
DOM-4 vH 100
DOM-5 VH 3
DOM-T VH 1500
DOM-8 VK 900
DOM-10 vH 50
DOM-20 vH 8
DOM-24 VH 0417
DOM-27 VH aprox 100
DOM-30 VH 8
DOM-31 VH 8
DOM-77 VH 40
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Tabla 8. Resumen de dAbs gue exhiben un ranac de valores |Csg inhibidores

de CD40L determinados usando el ensavo de enlace del receptor

CD40L/CD40-Fc

La secuencia de ADN y de amino &cido traducido de dAbs Gnicos identificados
en el ensayo de inhibicién de enlace como Inhibidores del enlace de CD410L a

CD40 se detallan a continuacién:

DOM-2 SEQ ID NO:
E VvV Q0L L
E M
1 GAGCTGCAGC TUTTGGAUTC TGGGGGAGG: TTGGTACAGC CTGGGGEGIC CCTGOGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTICT
GATTATGAGA
CTCCACGTCG ACAACCTCAG ACCCCCTCOG AACCATUTICG GACCCCCCAG GGACGCAGAG AGGACACGTC GGAGGCCTAA GTGGAAARGA
CTAATACTCT

7
E

A8 G 06 LV DODP 665 LRL B8CAAMSSGF TTFGE

M WV B QA PG KOG LEW VvV ST I T8 D G1 & TZY Y ADOS Y

101 sm:muac'r CCGCCAGGCT CCAGUGAMIG UTCTAGAGTY GGTCTCAACT ATTACTTCGG ATGGTATTTC TACATACTAC GCAGACTCCG
ACTACACCCA GGCGGTCCGA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTTGA TAATGAAGCC TACCATAARG ATUTATGATG CUTCTGAGGC
ACTTCCOGGT
F T FP R DN 8 KN TL Y L QMN E LR AED TAVVY Y CA

201 :-rxgnccmc TTCCGCGACA ATTCCAAGAA CACICTGTAT CTOCAAARTGRA ACAGCCTIGOG TGCCGAGGAT ACCGCGGTAT ATTACTGTGC
m AAGGCGCTGT TRAGGTTCTT GTGCGACATA GACGTTTACT TUTCGGACGC ACGGCTCCTA TGGCGCCATA TAATGACACG

R FFD YWG 0QGT L VYTV 8 8
a0l AGCTTTTTTG ACTACTGGGG TCAGGGRACT CTGGTCACCG TCTCGAGC (SEQ ID NOw 94)
TCCAARAAMAC TGATGACCCC AGTCCCTTOO QACCAGTGIC AGAGCTCG (S8EQ ID WO 95)

DOM-4 SEQ ID NO: 8

EVQL LES GGG LV QP GG LRL §CAAM §GPF TFD

1 :mgmmcmmcmmcmmwmmnmr

:%mmnmmmmmmnmn
TTARTACTCT

T W V¥ RQA PG EKG L EW Vv 6§3 I TSD GTS TYY ADSV

101 guu:wmwcmmmmm GGTCTCATCT ATTACGAOTG ATGGTACTTC GACATACTAC GCAGACTCCG

ACTGCACCCA GGOGGTCCGA GGTCCCTTCC CRGATCTCPC CCAGAGTAGA TAATGCTCAC TACCATUOAAD CTGTATGATG CGTCTGAGGC

FTI 8 R DN B KN TL?Y L QXN 8 LR ABD TAVY Y CA
P N

201 GTTCACCATC TCCOSOGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGOG TGCCGAGGAT ACCGCGGTAT ATTACTGTAC
GARRCCTAAT
CAAGTGGTAG AGGGCGCTGT TAAGTOTTCTT GTGCGACATA GACGTTTACT TGCTCUORCGC ACGOCTCCTA TGGCGCCATA TAATGACACG
CTTTGGATTA

P P FD Y WG GT L VTV 8 8
in CCGCCUTTTG ACTACTGGGG TCAGGGAACC CTGGICACCS TCTCGAGC (SED ID NO 96)
GGOGGCARAC TGATGACCCC AUTCCCTTUG GACCAGTGGS AGAGCTCG (SEQ ID NO  97)

DOM-5 SEQ ID NO: 9
EY QL L ES GGG L VR P B GEGE L RL 8CAAR 5 0F TUPTD
E M
1 GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAMNK CTGGGGGGTIC CCTGCOUTCTC TCOCTGTACAG CCTCUGGATT CACCTTTGAT
GGGTATGAGA
CTCCACOTCG ACAACCTCAG ACCCCCICUG AACCATGTOG GACCCCCCAG OGACGCAGAG AGGACACGTC GGAGGCCTAR GTGGRARCTA
CCCATACTCT

A WY RQA PG XG L E®» V3 8 I TED GTOBS8 T VY Y ADSYV
g R
101 TGGCGTGGGT COBCCASGCT CCAGGGAMGG GTCTAGAGTG GGTCTCATCT ATTACGAGTG ATGGTACGAG TACATACTAC GCAGACTCOO
TGAAGGGCCS
ACOGCACCCA GGUGGTICGA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTAGA TAATGCTCAC TACCATGCTC ATGTATGATG CGICTGAGGC
ACTTCCCGGC

FTI!I B R DN 8 XN TLY L QMHMN B8 LR AEBD TAVYVY Y Y CRA
P a

101 GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAR CACGCTIGTAT CTGCAAATGRA ACAGCCTUCU TGCCGAGGAC ACCGCCGTAT ATTACTGTGC
GAAACCOGAG
CAAGTQUTAG AGGOCUCTUT TARGATTCTT GTUOGACATA GACGTTTACT TFTOGGAOGC ACGGCTCCTG TGGOGCCATA TAATGACACG
CTTTGEGCCCC

LRPFD Y WG QGT L Y TUY 6 B
aol CTGOGTTTTU ACTACTGGGG TCAGGGRACC CTGETCACCO TCTCARQC (SEQ ID NO 98)
GACGCAMAAC TGATGACCCC AGTCCCTTGG GACCAGTGGC AGAGCTCG (SEG ID MO 53)

DOM-7 SEQ ID NO: 10

E vV QL L ES§ GG L VY QP GGS LEBEL 8CAAMNM EGF TTFN
E M
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201

o0l

2%L

GAGGIGCAGC TGTTUGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CYGRGGLRITC CCTGCOTCTC TCCTATOCAG CCTCOGGATT CACCTTTAAT
TTGTATGAGA
CTCCACGTCG ACAACCTCAG ACCCCCTCCS ARCCATLTCG GACCCCCCAG GGACGCAGAG AGGACACOTC OGAGGCCTAR UTGGARATTA
ARCATACTCT

T ¥ VvV R Qg A P G X G L EBEW VvV B S I TS88D 66VY F TY Y ADSEYV K
TGACTTCGGT COGCCAOOGCT CCAGGGAAGH GTCTAGRGTG GGTCTCATCT ATTACTAGTG ATGGIGTIIC TACATACTAC OCAGACTCCQ

ACTGARCCCA GGCGGTCCGA GGTCCCTTCC CAGATCICAC CCAGAGTAGA TAATGATCAC TACCACAAAG ATGTATGATG CGTUTGAGGC

F TI 8 R DX 6 KN TLY L QMNMNDN 8LR AED TAVYY Y CAMAMK
GTTCACCATC TCCCGCGACK ATTCCARGAA CACGCTGIAT CTOCAAATUR ALAGCCTGOG TGCCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC

CAAGTGGTAQ AGGGCGCTGT TAAGATTCTT GTOCGACATA GACUTTTACT TGTCGGACGE ACGGCTCCTG TGGOGCCATA TAATGACACG

¥y 1 FD ¥ WG QGT LV [V B B
GTGATTTTTG ACTACTGGGG TCAGGGAACC CTGGTCACCG TCTCGAGC (SEQ 1D MO 180)
CACTARAAAC TGATGACCCC AGTCCCTTGG GACCAGTULGE AGAGCTUG (BEQ ID NO  101)

D TQE P S3 38 L B FEBE ¥ G6D RVYT I TCR AS8Q F 1D TG@&8

DOM-8 SEQ ID NO: 11
I oM

101

201

i

DOM-10

101

201

301

DOM-11

191

201

ol

DOM-12

GACATCCAGA TGACCCAJTC TCCATCCICC CTOTCTOCAT CTGTAGGAGA COGTGTICACT ATCACTTGCC GGGCAMGTCA GTTTATTGAT

CIGTAGGTCT ACTGGGTCAG AGGTAGGAGG GACAGACGTA GACATCCTCT GGCACAGIGG TAGTGAACGG CCCGTTCAOT CAMATAACTA
TGCAGCAATC

¥ ¥ 0 Q R P K AP KLIL I YD G 8 HL Q&G VvV PS8 RF B G 6

G S
AGTGGTATCA GCAGAMACCR OGGAAAGOCC CTAAGCTCTT GATCTATGAT GGGETCCCATT TGCAARAGTGG GUTCCCATCA CGTTTCAGTU

GCAGTGGATC
TCACCATAGT CGTCTTTGGT CCCTTTCOGOG GATTCGAGIA CTAGATACTA CCCAGGGTAA ACGTTTCACC CCAGOOTAJT GCARRGTUAC

aTDp FTLT I £ 89 L OQ ?»? EDULA TY Y €0Q0Q ¥YWwvVL PLT P
TOQQGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTYGCAACCT GAAGATTTAG CTACGTACTA CTGTCAACAG TATTOOGOTTC TTCCTCIGAC

ACCCTGTCTA ARGTCAGAGT GGTAGTCCTC AGACSTTOUA CTTCTARATC GATGCATGAT GACAMGTIGTC ATARCCCAAG AAGGRGACTO
CAAGCCGGTT

g TEKY EI K R
GOOACCAAGG TGGAANTCRA ACGO (SEQ ID NO 102)
CCCTGUTTCT ACCTTTAGTT TGCC (SEQ ID MO 101)

SEQ ID NO: 12

E vVQL L ES 66 GG LV QP GGS$ LRL §CAA 898 GF TPFI AY
DM

GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGAGAGGC TTAGTACAGC CIGGGGGGTC CCTGCOGICTC TCCTCTGCOAG CCTCOGRATT CACCTTTATT
GCTTATGATA

CTCCACGTCG ACAACCTCAG ACCCCCOTCCG AATCATOTCI GACCCCCCAO GGRCOCAGAL AGGACACGTC QQAAGGCCTAA GTGGAAATAMA
CGAATACTAT

8 w v R QA P GRG L EBEW V¥ 65 W I DEW GLOQ TY Y ADSYVY K
G R
TGAGTTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTGGAGTG GGTCTCATGG ATTGATGAQT GGUGGTCIGCA GACATACTAC GCAGACTCCG

TGAAGRECOG
ACTCAMCCCA GGOOOTCCGA GGTCCCTTCC CAGACCTCRS CCRGAGTACC TAACTACTCA CCCCAGACGT CIGTATGAIG CGTCTGAGGC

ACTTCOCGGE

P T I § R b "N 5 KN TLY L QMN S LR AED TAVY ¥YCA K
K T

GTTCACCATC TCCOGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAANTGA ACAGCCTGCG TGCCGAOGAC ACCGCGGTAT ATTACIGIGC
GARMNAGACE

CARGTOGTAG AGGGCGTIGT TAAGGTTCTT GIGCGACATA GACGTTTACT TGTCGAACGC ACGGETOCTG TGGCGCCATA TAATGACACG

P EEF D IIW G QG TULVT V 5§ 8§
CCTGAGGAST TTGACTACTG GGGTCAGGGA ACCCTGGTCA COGTCTCGAG C (SEQ 1D HO  104)
GGACTCCTCA AACTGATGAC CCCACTCCCT TGGGACCAGT GGCAGAGCTC G (8EQ ID NO 105)

SEQ ID NO: 13

E¥vQL LES§ &€ G666 L VQ? 66GS3S LRL BCAAMGBEGF TFG DY
E M

GAGGIGCAGC TGTTGGRGTIC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGOGICTC TCCIGTIGCAG COTCCGGATT CACCTTTGST
GRTTATGAGA

CTCCACGTCOG ACAACCTCAG ACCCCCTCOG AACCATGTCG GACCCCCCAG GGACGCAGAG AGGACACGTU GGAGGCCTAA GTGGAAACTA
CTAATACTCT

8 ¥V RQA PGEKO LEWNW VSG I DGE &P TVYZY ADSEY K
G R
TGAGTTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCAGGG ATTGATGOTU AGGUTIUIGA TACATACTAC GCAGACTCCG

ACTCARCCCA GGCGGTCCGA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAOTCCC TAACTACCAC TCCCAARGACT ATGTATGATG CGTCTGAGGC

FTI 8 RDUN 5§ KN TLY L QMUK 8 LR AMED TAVY Y CA K
GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCARGRA CACGCTGTAT STGCAMATGA ACAGCCTGCG TGOCGAGGAT ACCGOGGTAT ATTACIGIGC

CAAGTGGTAG AGGGCGCIGT TMAGGTTCTT GTGCGACATA -ZACGTTTACT TUTCGGACGC ACGGCTCCTA TUGCGCTATA TRATGACALG
CTTTGGCCOC

R § FD Y W6 QGGT L VTV 8 3
AGGAGTTTIG ACTACTGGGE TCAGGGAACT CTGSTCACCG ‘TCTCGAGC (SEQ ID NO  106)
TCOCTCARAAC TGATGACCCC AGTCCCTTGG GACCACTGGC ACACCTCC (SEQ ID NO» 107)

SEQ ID NO: 14
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E vV L LES GGG L VvV QP 66GGS5 LRL 5 CANMN B8GPF TPR LY '
E M

GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTUGGEGETC CCTGOGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTAGG

TIGTATGAGA

CTCCACOTCG ACAACCTCAG ACCCCCTOOG ARCCATGTCG JACCCCCCAG GGACGCAGAG AGGACACCTIC GGAGGCCTAA GTGGAAATCC

AMACATACTCT

A WY ROA P G KOG LEW VS5GG IDIL G8R TY Y ADSV K
a R
TOOCOTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG IGTCTCAGGG ATTGATATTT TGGOTTCGAG GACATACTAC GCAGACTCCG

TGARGGGOOG
ACCGOACCCA GGOGGTCOGA OCTCCCTTCC CAGATUTCAC CCAGAGTCCC TAACTATAAR ACCCAAGCTC CTGTATGATG CGTCTGAGGC

ACTTCOCGGC

FTI 6§k DN 8 KN TLY LQMN SLR AED TAVY Y CA K
DL

GITCACCATC TCCCGOGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT TTGCAAATGA ACAGCCTGOd TGCCGAGGAT ACCGCCGTAT ATTACTOTGC
GAAAGATCTG

CMAGTOOTAG AGGGCGCTGT TARGGTTCTT GTGCGACATA JACGTTTACT TGICGGAUGC ACGGCTCCTA TGGCGCCATA TAATGACACG

AGCACCGTOC CAAAACTGAT GACCCCAGTC CCTTGGGACC AGTGGCAGHG CTCG (SEQ ID NO  1039)

SEQ ID NO: 15

E YV QL LEBEBS GGG LYQVP GGE LARBL S5 CAA S8 Q@F TPFGE YT Y
am

QAGGTGCAGS TCTTGGASTC TGGGEGAGGC TTGGTACAGC TTGGGGGGTC CCTGCUTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGAATT CACCTTTICT
TATTATTCGA

CTICCACGTCG ACAACCTCAG ACCCCCTCOSG AACCATGTCG JACCCCCCAG GGACGUAGAG AGGACACGTC GGAGGECCTAA GTGGAAAAGA
ATAATAAGCT

Y ¥ ¥ R QA PG KG L EW Vv 8 & I 5§ PP GWOG TYJY ADUSV K
G R

TGTATTGGGT CCGOCAGGCT CCAGGGEAAGG GTCTAGAGTA IGTCTCATCG ATTTCGCCTT TTGGTTGGGG TACATACTAC GCAGACTCCG
TGAAGGGCCG

ACATARCCCA GGOGGTCCGA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTAGC TAAAGCGGAA ARCCAACCUC ATGTATGATG CGTCTGAGGC
ACTTCCCGGC

F T™1 B8 R DN B8 KD TLY LQMNMNN 8 LR AED TAVY Y CA K
¥ Q

GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGGA CACGCTGTAT CTGCARATOA ACAGCCTGCG TGCCUAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGIGE
GAMATATGGG

CAAGTGOTAG AGGGCGCTGT TANGGTTCCT GTGCGACATA JACGTTTACT TGTCGCALGC ACGOLTCCTS TGGOGCCATA TAATGACACG
CTTTATACCC

ETH6EGQG P I § ENPF DY WO Q@GT L VYT VB B
GAGACAAGTG UTCCGATTTC TGAGAATTIT GACTACTGGG JTCAGGGAAL CCTGGTCACC GTCTOGAGC (GEQ ID NO 110])
CTCTUCTCALC CAGGCTARAG ACTCTTAAAA CTGATGACCC CAGTUCCTIG GGACCAGTGG CROACCTCO (SEQ ID NO  111)

SEQ ID NO: 16 EvVQL LES GGG LYOQP GGSB8 LEL §CARA

F WM 8 Y DM

GAGGTGCAGC TGTTIGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGAGGGGTU CCIGCGTCTC TCCTUTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTIGG
TCTTATGATA

CTCCACGTCG ACARCCTCAG ACCCCCTCCG AACCATOTOS JACCCCOCAG GGACGCAGAC AGOACACGTC GGAGGCCTAR GTGGAAMACC
AGAATACTAT

T ¥ ¥V B QA PG K G L EW Vv 8 E I M A S ¢GDD TVY Y ADSY K

gﬁu:mm CCGCCAGGOT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG SGTCTCATCT ATTATGGCTT CGGGTGATGA TACATACTAC GCAGACTCOG
ACTGCACCCA GGCGGTCCGA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC TCAGAGTAGA TAATACOGAAR GCCCACTACT ATGTATGATG CGTCTGAGGC
ACTTCCCGGC

F T 1 § R DN 5§ KN TL Y L GMN B8 LR AEBD TAVY Y CA K
:‘-‘:ﬁa&l}g TCCCGCUACA ATTCCAAGAR CACGCTGTAT CTGCAMATGA ACAGCCTGOG TGCUGAGGAT ACCGOGGTAT ATTACTGTGC

CAAGTGGTAG AGGGCGCTGT TAAGGTTCTT GTGCGACATA JACGTTTACT TWITGGACGC ACQICTCCTA TGGCGCCATA TAATGACACC
CTTTACCCTA

GCCCTAMRAC TGATUACCCC AGTCCCTTGH GACCAGTGGC AGAGCTCG (SEQ ID MO 113)

SEQ ID NO: 17

BEVQL LES GGG LVYQP GGS LRL §CArAr 866°F TFE EY
¥ M

GAGGTACAGC TUTTGGAGTS TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CIGGGGGGTC CCTGOGTCTC TCCTGIGCAG CCTCCGGATT CACCTTTGRG
GAGTATGTTA

CTCCACGTCG ACAACCTCA® ACCCCCTCOG AACCATGTCG GACCCCCCAG GAACGCAGAG AGGACACGTC GGAGACCTAR GTGGAMARCTC
CTCATACAAT

§ WY R QA PG KCG LEW VvEegT I 8 P1I 8 LT TVYY ADSTV K
TGTCGETUGAT COGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTGGAGTG GGTCTCARCT ATTTCTCCTA TTGGTCTGAC TACATACTAC GCAGACTCCG

ACAGCACCCA GGOGGTCCGA GOTCCCTTUC CAGACCTCAC CCAGAGTTGA TARACAGGAT AACCAGACTG ATGTATGATG CGTCYGAGGC

F TI1 89 RDHN 5 KN TLY L QMWN 5LR AED TAVY YCAL E
GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATOA ACAGCCTGLS TGCCGAGGAC ACCGCQUTAT ATTACTGIGC

CAAGTOGTAG AGGGOGCIGT TAAGGTTCTT GTGCGACATA GACGTTTACT TGTCGGACGC ACGGCTCCTE TGGOGCCATA TAATGACACA
CCTTAAAGGA

L I 1L *#DPF DYW O0GQGT L VT 5 5
TTGATTATTC TTCCTGATTT mcrmuumumccmmﬂcm@c (EEQ ID MO 114)
AACTAATAAG AAGGACTAAA ACTGATGACC CCAGTCCCTT GGGACCAGTG GCAGAGCTCS (EEQ ID MO 115)

SEQ ID NO: 18
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EV QL LES GGG L VYQOTPF € ¢G8 L BL BECAA 8 &GF TFMNM
AN

GAGOTGCAGC TGTTGEAITC TUGGGGARGC CTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGOGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTATG
GAGTATGCGA

CTCCACGTCG ACARCCTCAG ACCOCCTCOG GACCATGTCG GACCCCCCAG GGACGCAGAG AGGACACOTC GGAQGCCTAA GTUGRRATAC
CTCATACGCT

I WwWVvY RQA P GKG LEW Vv 31 I 8 PL @ L E T Y Y A DSV
G R
TGATTTGGGT COGCCAGGCT CCAGGCOAAGDG OTCTAGAGTG QOTCTCAATT ATTTCTCCGC TTGGTTTGIC TACATACTAC GCAGACTCCG
TGAAGGGCCG
ACTARRCCCA GGCGCTCIGA GOTCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAOTTAA TAAMIAGGCG AACCARACAG ATGTATGATG CGTCTGAGEC
ACTTCCCGGC

F TI B RDN 5§ KN TLY L QgQMNN 8 LAR AED TAVY Y CNA
Y Q

GTTCACCATC TCCOGOGACA ATTCCAAGAR CACGCTGTAT CTGCARATGA ACAGCCTUOG TGOCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACIGTGC
GAAATATCAG
CAAGTGGTAG AGGGCGCTGT TAAGGTTCTT OTGCOACATA QACOTTTACT TGTCGGACGC ACGGCTCCTG TGOCGCCATA TAATGACACO
CTTTATAGTC

CTAAGCAGAC TATCAGTCAT ATGCTTAAMA CTGATGACCC CAGTCCCTTG GGACCAJTGG CAGAGCTCG {EEQ ID NO 117)

SEQID NC: 19

EVQDL L ES§ & G6G¢ LV QF G6G6GS LRL BCAOA 8 03F TFE
g n
GAGGTUCAGC TGTTGIAGTC TUGIGGAGGC TTGGTACAGC CTGGSGGETC CCTGCGTCTC TCCTGTACAG CCTCCOGATT CACCTTIGAN
GATTATGGGA

CTCCACGTCS ACAACCTCAG ACCCCCTCCG AACCATGTOS GACCCCCCAG GGACGCAGAG AGGACACGTC GGAGGCCTAA TTUGGARACTC
CTAATACCCT

G WA RQA PG XG L EW V5 F I & PL GLW T VY VY ADGEA
TGGGGTGGGC CCOCCAGACT CCAOGGRAALG GTICTAGAGTY GGICTCAAGT ATTGGICCTC TOOGTCTTTG GACATACTAC GCAGACTCCG

ACCCCACCCO GGUGGTCCGA GUTCCCTIVNE CAGATCTCAC CCAGAGTTCA TAACCAGGAD ACCCAGAMAC CTGTATGATG CGTCTGAGGC

F TI 6§ R DN 8 KN TLY L QNN 8 LR AED TAVY Y CA
GTTCACCATC TCCCGCGACR ATTCCRAGAA CACGCOTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGOS TGCCOAGGAC ACCGOGGTAT ATTACIGIGC

CARGTGOTAG AGGGOGCTGT TAAGGTITIT GTGOGACATA GACGTTTACT TGTCGGACOC ACGICTCCTU TGGOGCCATA TAATGACACG

L EGL I TN FDY W GOQOQOG TLVY T VS5 5
CTTGAGGGTT TUOATTACGAA TTTTGACTAC TCGGGGTCAGG GRAACCOCTGOT CACOGTCIUO AGC (BEQ iD NO  118)
GAACTCCCAM ACTAATGCTT AAMACTGATG ACCCCAGTCC CTTGGGACCA GTGGCAGAGC TCG (SEQ ID NO 119)

SEQ ID NO: 20

E VYV QL LES €GB @ L VYQFP G GS LRBRL 6 CaAA 5GF TFP
DM
QAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TUGGGGAGGE TTGGTACAGC CTGGOGOCTC CCTGOGTCIT TUCTGTGCAG CCTCCGGRATT CACCTTTCCT
GAGTATGATA

CTCCACGTCG ACAACCTCAG ACCCCCTCCG AACCATGTCG SACCCCCCAQ GORCGCAGAD AOGACACGTC GGAGGCCTAR GTGGAARGGA
CTCATACTAT

T VY B QA PGEKG L EW V3 Y I 6§D GY S T VY Y ADSZSSY
G R
TGACGTGGGT COGCCAGGCT CCAOGGAAGG GTCTGGAGTS SGTCTCATAT ATTAGTICTG ATOGTTATTC TACATACTAC GCAGACTCCG

ACTGCACCCA GGOGGTCOCGA GGTCCCTTCC CAGACCTCAC CCAGAGTATR TAATCAAGAC TRCCAATAMG ATUTATGATG CGTCTGAGGT

FPTI 6§ RDN $ EN TLY LOQOMN SLR AED TAVY Y CA
GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACTCTUTAT CTGCARATGA ACAGCCTGOS TGCCGAGGAC ACCOCGGTAT ATTACTGTGC

CARGTGGTAG AGGGCGCTUT TAAGUTTCTT GIGOGACATA SACGTITACT TUTCGGACGC ACCOCTCCTG TOGCGCCATA TAATGACACG

G $ PR EFD Y®WWG&G ©QGTL VTV § 8§
GGGAGTCCGC GGGAGTTTGA CTACTOGGGT CAOGGAACCC TGGTCACTGT CTCGAGC (SEQ ID NO  120)
CCCTCAGGCG CCCTCAAACT GATUACCCCA OTCCCTTGGG ACCAGTGGOA GAGCTCG (SEQ ID NO 111}

SEQ ID NO: 21

BE vV oL L ES GGG L VYVQP 60685 L RL BEC AR 8 CGCGPF P PP
g M

GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGOTACAGC STGGGGGLGTC CCTGOGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CCCCTTTUCG

CTCCACGTCG ACARCCTCAG ACCCCCTCCG AACCATGTCG JACCCCCCAG GGACGCAGAG AGGACACGTC GGAGGCCTAA GOOORARIGT
GTCATAGTCT

A WY R QA PG KG LEW VvV SN ITSD QLD TYTY ADSSY
G R
TOGCGTGGGT CCGCCAGGET CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG JUTCTCAATG ATTACTTCIG ATGGICITGA TACATATTAC GCAOACTCOG
TGAAGGGCCG
ACOSCACCCA GGCAGTCCGA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC DCAGMITTAC TAATGARGAC TACCAGAACT ATGTATAATG COTCTGAGGC
ACTTCCCGGC

F T1 S R DN £ FN TLY LQMUHN §LR A ED TAMV Y ¥ CNA

P E
GTTCACCATC TCCOGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT STGCAAATGA ACAGCCTIGOG TGCCGAGGAT ACCOCGUTAT ATTACTGTGC
GAMACCTGAG
CAAGTGGTAG AGGGCGCTUT TAAGGTTCTT GTGCGACATA JALGTTTALT TGTOGGACGC ACGGCTCCTA TGGOGCCATA TAATGACACG
CTTTGGACTC

P L FD Y W4 Q06T L VTV 8 3
TCAGGGARCL CTGGTCACCG

CCTCTroTiu ACTACTUGGG TCTCGAGC (SEQ ID NO  122)
GGAGAAAMAC TGATOACCCC AGTCCCTTGG GACCAGTGGC AGAGCTCG (9EQ ID KO 123}
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EvVQL L ES 6 ¢ ¢ L YQP @GS LRL 8 C¢CAAMSSGF TFS3 GY
o M
GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGRAAGGC TTGGTACRGC CTUGGAGHTC CCTGCGTCIT TCCTGTGCAG CCTCOGAATT CACCTTITICG
GGTTATCAGA
CTCCACSTCR ACARCCTCAG ACCCCCTCOG AACCATGTCG GACCCCCCAN GGACGCAGAG AGGACACGTC GGAGGCCTAR GTGRARAMGC
CCAATAGTCT

A W ¥ RQA PQ@EKG L EW VFG I 68 §E LT TYUY ADSFV K
G R
TGGCTTEGGT COGCCALGET CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCAGGT ATTAGTTOGG AGGGTTITAC TACATACTAC GCAGACTCCG
‘TGAAGGECCE
ACCGAACCCA GGCGATCCGA GETCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTCCA TAATCARGCT TCCCAGAATG ATGTATGATG CGTCTGAGGC
ACTTCCORGC

F T I S R DN 8 KN TL Y L OQMXMN §5 LB AEDTHANYVYY ¥ CA K
L G

GTTCACCATC TCCOGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGOG TGCCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTOTUC
GAMTTGGEE

CAAGTGGTAG AGGGCGCTGT TAAGGTTCTT GTGCGACATA GACGTTTACT TGTOSGACGC ACGGCTCCTG TGGCGCCATA TAATGACACG
CTTTAACCCC

GCATCCAAAC TGATGACCCC AGTCCCTTGG GACCAGTGGC AGAGCTCG (6EQ ID NO  11S5)

SEQ ID NO: 23

E VQL L ES§ G668 L VYV QP G668 LRL §5CAA 8GVF TVFA NI
E M

GABGTBCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTEEIGGGTC CCTGCGTCHC TCCTGTGCAG CCTCCGOATT CACCTTIGOG
AATTATGAGA

CTCCACGTCS ACAACCTCAG ACCOCCTCOG AACCATGTCG GACCCCCCAG GGACGUAGAG AGRACACOTC GGAGGCCTAR GTGGAAACGC
TTAATACTCT

G WA RQCA PGEKG L BW¥W VvV S$YVY @I 8 EW 6 Y8 TY Y ADSA K
G R

TCGGETEEGE CCBCCAGACT CCAGOGAMGG GTCTAGAGTG GGTCTCAGTT ATTTCTGACT GIGUTTATTC TACATACTAC GCAGACTCCG
CAAAIGGOCT

ACCCCACCCG GOCGGTCCGA G@TCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTCAR TAAABACTCA CCCCAATAAG ATGTATGATG COTCTGAGGC
F TI §ERDN § XN TLY L QMDN S LE AED TAVY Y CA K
GTTCACCATC TCCCGCCACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCQ TGCCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC

CAROTGGTAG AGGGOGCTGT TAAGGTTCTT GTGCGACATA GACGTTTACT TUTCGGACSC ACGECTCCTG TGGCGCCATA TRATGACACG

CCACCCTGAG TCATACTCAR ACTGATGACC CCAGTCCCTT GGAACCAGTG GCAGAGCTCG (6EQ ID MO 127)

SEEVQEDLN?.Izqs.GGGLVQPGGSLILBCRASU!‘TI‘EN\‘
%mmmmmmmmmmmmnmmT
mmmcmmmmmmmmmﬂnm
TTAATACTCT

S ¥ vV R QA PG XK G L EW v S S5 I 986 @5 s TVY Y ADSV K
TGETOETGGET CCGCCAGECT CCAOGGAADG GTCTAGAGTG GGTCTCAAGT ATTTCTTCHEG GTGGTTCTTC TACATACTAC GCAGACTCCG

ACRGCACCCA GGCGOTCCGA GUTCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTTCA TAARGAAGCC CACCAAGARG ATUTATUATG CGTCTGAGGC

FTI 8 RDN 5 XN TLY L QM®HWN B8 LE AED TAVYVYY Y CA K
GTTCACCATC TCCOGCCACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAMATGA ACAGUCTGOS TGCCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGIGC

CAAGTGGTAS ASGGCGCTAT TARIGTTCTT GTGCGACATA GACGTTITACT TGTCGGACEC ACGGCTCCTEG TGGCGCCATA TAATGACACG

SIEVQEDLN?'EZEGGGLVQPGGBLILSCIAEGFTI'GL!
&Lﬂm&mmmﬂmmmmmcmnm
chQ%mnmmmmmmmmmmmmum
GACATACTCT

T W v R QA PGEKEG L EN¥ v 855 I TGD 661 65 TYJY ADSYV K
TGACGTGGET CCGCCAGUCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTS GGTCTCAAGT ATTACGGGTG ATGUTATTIC GACATACTAC GCAGACTCCG

ACTGCACCCA GGCGGTCCGA GGTTOCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTTCA TAATGCCCAD TACCATAAAG CTGTATGATG COTCTGRGGHC

P TI S RDN B8 RN TLY LOMN ELR AED TAVY Y CAr K
GTTCACCATC TCCCGCCACA ATTCCAGGAA CACGCTGTAT CTGCAMATGA ACAGCCTGCG TGCCGAGGAC ACUGUGGTAT ATTACTGTGC

CARGTGCTAG AGGUCACTGT TAAGGTCCTT GTGCGACATA GACSTTTACT TGTCGGACGC ACCCCTCCTG TGGCGOCATA TARTGACACG

TCCTTCAAAC TGATGACCCC AGTCCCTTOR GACCAGTGGC AGRGCTCG (SEQ ID NO  131)
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SEQ ID NO: 26

EVvVQL LES GGG L VYVYQ? G6GGS L BRL 65 CAAL 38 GCPFP TPFE NY
QM
GRGGTGCAGC TOTIGGAGTC TGGGGGAGHC TIGGTACAGE CTUGGGGGTC CCTGLOUTCTC TCCTGIGOAG CCTCOGGATT CACCTTTAGT
ARTTATCAGA

CTCCACGTCG ACAACCTCAG ACCCCCICCG AACCATGTCG GACCCCCCAG GGACGCAGAG AGGACACGTC GGAGGCCTAA GTGGAAATCA
TTAATAGTCT

A WY EQA PGCGKG L EW V88 I TS®SGE G085 T Y Y ADZBY X
g R
TGGCGTGGEGT COGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCAMGT ATTACTAGTG AGGGTGGTTC GACATACTAC GCAGACTCCG
TGARGGGCCG
ACOGCACCCA GECOUTCCGA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTTCR TAATGATCAC TOCCACCAAG CTGTATGATG COGTCTGAGGC
ACTTCCCGGC

F T I S R DN & KN TILY L QMM HN S LR AEBED TAV Y Y CAM K
P4

OTTCACCATC TCCOGCGACA ATTCCAAQAA CACACTGTAT CTGCAAATUGA ACAGCCTGOS TGOCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC
GRAACOGAET

CAAGTGGTAG AGGGCGCTGT TAAGGTTCTT GTGTUACATA GACGTTTACT TUTCGGACGC ACGGCTCCTG TGGCGCCATA TAATGACACG

TICTTAAAAL TGATGACCCC AGTCCCTTGG GACCACTGGC AGAGCTCG (SEQ ID MO 1311)

SEQ ID NO: 27

E VvVQL LES§ @ GG@ LY QP GGS LRL 85 CAA 8F TFD NY
E M

GAGGTGCAGC TUTIGGAGTC TGGGGGAGGC TIGUTACAGC CTGGGGGGTC CCTGOGTCIT TCCTGTGCAG CCTCOGGATT CACCTTTGAT
AATTATGAGA
CTCCACGTCA ACRACCTCAG ACCCCCTOCG AACCATGTCG GACCCCCCAG GGRACGCAGRG AGGACACGTC GGAGGCCTAA GTUGARACTA
TTAATACTICT

T W VvV R QA P G X Q@ L EZT W ¥ 3T I THBEGQ GTS8§ T Y Y ADSEVY K
G R
TGACGTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GUTCTCAACT ATTACGTCGC AGGUTACTAG TACATACTAC GCAGACTCCG

ACTGCACCCA GGCGITCCAA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTIGA TAATGCAGCG TCCCATGATC ATGTATOATG CGTCTOAOOGC

F TI 8 B PN S XKN TLTY L QMHN S LR AED TAVVYY Y CA K
GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCARGAA CACGCTGTAT CIGCAARTGA ACAGCCTGCG TGCOGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTOTGC

CAAGTGGTAG AGGGUGCIGT TAAGGTTCTT CTGOGACATA GACOTTTACT TUTCGGACGC ACGGCTCCTG TGGOGCCATA TAATGACACG

R 8 F D ¥* WG QGT L VYTV 398
ACTACTGGGU TCAGGGAACC CTGUTCACCG TCTCGAGC (BEQ ID NO  134)
GCAAGRAAAC TCATGACCCC AGTCCCTTGO GACCAGTGGC AGAQCTUG (EEQ ID NO 135)

SEQ ID NO: 28

BE VgL LES GGG LY GTET 6668 LARARL 8CAM GPF TPFR B Y
E M

GAGGTGCAGC TUTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGOGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTICGT
AGTTATGAGA

CTCCACGTCG ACAACCTCAG ACCCCCTCCG AACCATGTCO GACCCCCCAG GOACOCRGRG AGGACACGTC GGAGGCCTAM GTGGAAAGCA
TCAATACTCT

T W Vv R Q A PG KO L EW Vs § ITSD GGT T Y VY ADSE Y K
G R
TGACTTGGGT COGCCAGUCT CCAGGGAAGE GTCTGGAGTG GGTCTCATCT ATTACGTCGG ATGUTOOTAC TACATACTAC GCAGACTCCG

ACTGARCCCA GGOGGTTCGA GGTCCCTTCC CAGACCTCAC CCAGAGTAGA TAATGCAGCC TACCACCATG ATUTATGATG CGTCTGAGGC

¥ T I 8 B bN 8 KN TLY L QMHMDN 8LER AED TAVY Y CA K

P D

GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TGCCGAGGAC ACUGOGGTAT ATTACTGTGE
GARARCCTGAT

CAAGTGGTAG AGGECGCTGT TAACCTTCTT GTGOGACATA GQACCTTTACT TCTCUGGACGC ACGGCTCCTG TGGOGLCATA TARTGACACG
CTTTGGACTA

XK TPFD Y WG QGT L VTV 5 5§
ACTACTGGGG TCAOGGAACC CTUJTCACCG TCTCGAGC (BEQ ID RO  116)
TTCTGCARAC TGATGACCCC AGTCCCTTGG GACCAGTGGC AGAGCTCG (SEQ ID RO 137)

SEQ ID NO: 29

EVQL LEB 666G LVQPF GGS LRL 5ECAMAMGEBGPF TFN LY
E M

GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTOJTACAGC CTUGHAGATC CCTGOGTCIC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTAAT
TTGTATGAOR

CTCCACGTCG ACRACCTCAG ACCCCCTCOG AACCATGTICG GACCCCCCAG GGACGCAGAG AGGACACGTC GOROGCCTAA OTUGAAATTA
AACATACTCT

T W vV RQA P GKG L EW V S§9 I TZE88D GV S TYZY ADGSY K
G R
TGACTTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAOTE GGTCTCATCT ATTACTAOTG ATGGTGTTTC TACATACTAC GCAGACTOOS

‘TGAAGGGCCG
ACTGAACCCA GGUGGTCCGA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTAGA TAATGATCAC TACCACAMAG ATGTATGATG COTCTGAGGC
ACTTCCOGGC

F T S R DN 8 XN TLY L gQXXN 6 LR AEKD TAV Y ¥ CA K
P D

GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTUTAT CTGCRAATGA ACAGCCTGCG TGCCGAGGAC ACCGCGUTAT ATTACTGTUC
GARACCGGAT

CAAGTGGTAG AGGGCGCTGT TAAGGTTCTIT GTGOGACATA SACGTTTACT TGTCGGACGC ACGGCTCCTG TGGOGCCATA TAATGACACD
CTTTGGCCTA

8 P FD Y WG ¢GT LY TWVY 85

TCIOLGiitu ACTACTGRGE TCAGGAACT CTUGTCACCG ICTCGAGC (SEQ ID HO 138)
AGAGGCAAAC TGATGACCCC AGTUCCTIGG GACCAGTGGC AGAGCTCG (SEQ ID NO  139)
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SEQ ID NO: 30

E vV QL L ES8 666 L VY QP G66GS LEREL 68 CAA BEGF TFSG HY
DM

GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGAGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGETC CCTGOGTCTC TCCTGTUCALG CCTCCGGATT CACCTTTGGG
CATTATGATA

CTCCACGTOG ACAACCTCA3 ACCCCCTCOG AACCATGTCG GACCCCCCAG GOACGCAGAG RGGACACGTC GGAGGCCTAA GTUGAARCCC
GTAATACTAT

A WY RQA PGKO L EW VvV §T I 8 DN GNG TVY Y ADEEY K
G R
TGGCTTCGAT CCACCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCAARCT ATTAGTGATA ATGGTAATGG GACATACTAC GCAGACTCCG

ACCGARCCCA GGCGGTCCGA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTTGA TAATCACTAT TACCATTACC CTGTATGATG CGTUTGRGGC

FTI B RDN 8 KN TLY LOMN S LR AED TAVY ¥ CA K
GTTCACCATC TCCOGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TGCOGAGGAC ACCGOGGTAT ATTACTOTGC
CAAGTGGTAG AGGGCGCTUT TAAGGTTCTT GTGCGACATA GACGTTTACT TGTCGGACGC ACGGCTCCTG TGOCQCCATR TAATWGACALG

R DFD Y WG Q4T L VYVTYVY 8 3
COTGATTTTG ACTACTGGGG TCAGGGAACC CTGGTCACCG ~CTCGAGC (9ED ID NO 140)
GCACTAARANC TGATGACCCC AOTCUCTTGG GACCASTGGC AGAGCTCG (SEQ ID RO 141)

SEQ ID NO: 31

E VvV ¢L L ES GGG L VYV OP 6G8 LRL 8CAA SGP TPFG B Y
[+ |
GAGGTGCAGC
COGTTATCAGA
CTCCACGTCG ACAACCTCAG ACCCCCTCCG AACCATGTCG GACCCCCCAC OGACGCAGAG AGGACACGTC GGAGOCCTAA GTGAAARCCA
GCAATAGTCT

TATTOGAZIT TGGGGGAGGC TTGATACAGC CTGGLGGGGTC CCTGOGTCTC TCCTGIGCAG CCTCOGGATT CACCTTTUGT

A WY RQA P GKOG L EW VvV 3 3 1 8 8D G GG T Y Y ADS VY K
g R
TUGCTTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCAICT ATTTCTTCTG ATGUTGGGGG GACATACTAC GCAGACTCCG

ACCGAACCCA GACOGTCCGA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTAGA TAAAGAAGAC TACCACCCCC CIGTATGATG CGTCTGAGGC

F TI 9 RDN S KN TLY L OQMKN LR AED TAYTY Y CA K
GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TOCCGAGGAT ACCGOGGTAT ATTACTUTGC

CAAGTGETAG AGGGOGCTGT TAAGGTTCTT GTGCGACATA GACGTTTACT TGTCGGACGC ACOICTCCTA TGGCGCCATA TARTUACROG

R A FPD Y WG QGT L VY TVYVY 3 3
CGGGCGTTIG ACTACTGGGG TCAJGGAACY CTGGTCACCG "CTCGAGC (6EQ ID NO  143)
GCCCGEAAAC TGATGACTCC ASTCCCTTGG GACCAGTGGC AGAGCTCd (SEQ ID KO 143}

SEQ ID NO: 32

E VvV QL LES 06 066G LY QP GOGF LERL 8 CAA BEGF TFA R Y
Q M

GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TCCGOOAGDC TTGGTACAGE CTGGGGGETC CCTGCUTCTC TCCTIGTGCAG CCTCCOGATT CACCTTTIGOG
AGGTATCAGA

CTCCACOTCO ACAACCTCAG ACCOCCTCOS AACCATATOR GADCCCCCAG GGACGCAGAD AQGACACGTC GGAGGCCTAA GTOOGAMACGC
TCCATAGTCT

A WY R QA PGEXKG LEW VBT I $ DD D TYY ADZSV K
TGGCTTGGET COGCTAGGCT CCAGGGAAGG GTCTGGASTA GETCTCAACT ATTTCTGATG ATUGTGATTC GACATACTAC GCAGACTCCG
ACCGAACCCA GGOGGTCOGA GGTCCCTTCS CAGACCTCAC CCAGAGTTOA TAARGACTAC TACCACTAAG CTGTATGATG COTCTUAGGC

F T1 8 R DN 8 KN TLY LQMN 58LER AED TAVY Y CA X
GTTCACCATC TCCUGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAARTGA ACAGCCTGOG TGCCGAGGAC ACCGOGGTAT ATTACTGTGC

CAAGTGETAD AOGGOGCTGT TAAGGTTCTT GTGCGACATA GACGTTTACT TGTCOGACGC ACGGCTICCIG TGGOGCCATA TAATGACACG

KL PD Y WG QGT L VTV E 8
ACTACTGOGO TCAGGGAACC CTGGTCACCG TCTCUAGC (SEQ ID NO  144)
TTCAACAAAC TGATGACCCC AGTCCCTIGG GACCAGTGGC AGAICTCG (SEQ ID MO 145)

SEQ ID NO: 33

EVQL LES €60 LVQP &GS LRL 8C¢CAABGF TFE EBY
QM

GAGGTGCAGE TGTTGEACTC TGGGOGAGGC TTGGTACAGC IUTGGGGGITC CCTGOGTCIC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTOAD
GAGTATCAGA

CTCCALGTCG ACAACCTCAG ACCCCCTOCG AACCATGTCG GACCCCCCAG GGACGCAGAG AGGACACUTC GGAGGCCTAA GTGGAAALTC
CTCATAGTCT

A WV R QA PO XG L EW Vv 5T I 8 DD Q8B TVYUVY ADSV K
G R
TGGOGTGEGT COSCCAGGCT CCAGGGAMGG OTCTAGAGTG GGTCTCAAMCG ATTTCGGATG ATGGITCTTC GACATACTAC GCAGACTCCG
TGAAGGGCCG
ACOGCACCCA GGCSTTOCGA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTTGC TAMAGCCTAC TACCAAGARG CTGTATIATG CGTCTGAGGC
ACTTCCCGGC

F T 1 F R DN 8§ KN TLY L QKN BLR AED T AVY ¥ CA K
P D

GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT TGCARATGA ACAGCCTGOG TGOCGAGGAC ACCGCOGTAT ATTACTGTGC
GAMCCTGAT

CAAGTGETAG AQUGOGCTGT TAMGTTCTT GTGCGACATA GACGTTTACT TGTOGGACHC ACGGCTOCTG TGGOGOCATA TAATGACACS
CTTTGGACTA

L Y FD ¥¥WG& QGT LYV TVY 8§ 8

CTTTATTTIG ACTACTUOGG TUAGGGAACC CTGGTCACCO TCTCGAGC (SEQ ID MO 146}
GAMATAARAC TGATGACCCC AGTCCCTTGU GACCAGTGGC AGAGCTCG (6EQ ID NO 147}
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SEQ ID NO: 34

EvVOoL LES GGG LVQP GGS LREL BCAA §§GF TFE VY
QM

GAGCTGCAGC TGTTOUAGTC TGGGGGAGHE TTGGTACAG CTGGGGGGTC CCTOCGTCIC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTGAG
GIGTATCAGA

CTCCACOTCG ACAACCTCAG ACCCCCTCOOG AMCCATCTCS GACCCCCCAC GRAOGCAGAG AGGACACGTC GGAGGCCTAA GIGGAAACTC

G NY RQGA P GKG LEW VSVF I VPG GGDL TYY ADSY K

TGGGTTGGET CCGOCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCATTT ATTGIGCCIG GGGUTUATTT GACATACTAL GCAGACTCCG
TGAMGGGOCG
ACCCAACCCA GGOGGTCOGA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTAAA TAACACGGAC CCCCACTAAR CTUTATGATG OGTCTGAGGC
ACTTCCOGGC

P TI S RDN § KN TILY LQMN~N 8 LR ABD TAVY Y CA E
T W

GTTCACCATC TCCOCGOGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGOG TGCCGAGAAC ACCGUGGTAT ATTACTGTGC
GGAMACGTGG

CAAGTGGTAG AGBGCGCTAT TARGATTCTT GIGCGACATA GACGTTTACT TUTOGGACGC ACGBGCTCCTG TGGOGCCATA TARTGACACG
CCTTIGCACT

P EFD Y WG QGT L VTV § S
CCGGAGTTTG ACTACTGGGG TCAGGGARCT CTGUTCACCG TCTCGAGC (BEQ ID NO  1448)
GGCCTCAAAC TGATGACCCC AGTCCCTTGG GACCAGTGGC AGAGCTCG (SEQ ID NO« 149)

SEQ ID NO: 35

D1 QM T QOGS PS E L EAS ¥YGD RVT ITCR ABSB8Q T1I1G EB8
L H

GACATCCAGA TGACCCAQTC TCCATCCTCC CIGTCTGCAT (MIGTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACTIGCC GGGCAAGTCA GRCGATTGGG
GAGAGTTTAC

CTGTAGGTCY ACTGGGTCAG AGGTAGGAGG GACAGACGTA GACATCCTCT GGCACAGTGG TAGTGAACGG CCCOTTUAGT CTGCTARCCC
CTCTCAAATG

W Y 0 Q0 KP & KAP RLL I Y ¥F ASLL QB8 G VPS5 RFS§SG 5§
G 8
ATTGGTACCA GCAGAMACCA GGGARAGCCC CTAGGCTCCT GATCTATTTT GCTTCCCTGT TGCAAAGTGG GOTCCCATCG CGTTTCAGTG
GCAGTGGATC
TAACCATGGT CGTCTTTGAT CCCTTTUGGG GATCCGAGGA ITTAGATAAAA CGARIGGACA ACGTTTCACC CCAGGGTAGC GCAAAGTCAC
CGTCACCTAG

¢ TD FTULT I 88 L QP EDFA TTYTY CQO0 HHML PET F
G
TOGGACAGAT TTTACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCARCTT GAAGATTTTG CTACOTACTA CTOUTCAACAG CATCATATGC TTCCTICTAC

GTTCGGCTAA
ACCCTGTCTA AAATGAGAGT GGTAGTCGTC AGACOTTUGA CTTCTAAAAL GATGCATGAT GACAGTTOTC GTAGTATACG AAGGAAGATG
CAAGCOGGTT

G T KV EIK R
GGGACCARGG TGGAAATCAA ACGG (6EQ ID MO 158)
CCCTGGTTCC ACCTTTAGTT TGCC (BBQ ID MO 151)

SEQ ID NO: 36

D 1 @M TQ S P8 E L B A S VGD B VYT I TCR AMSESEQ W IG DB
L 8

GACATCCAGA TGACCCACTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT ICTGTAGGAGA COGTGTCACC ATCACTTOCOC GGGCAAGTCA GTGGATIGGT
GATAGTTTAT

CTGTAGCTCT ACTGGGTCAG AGGTAGGAGE GACAGADITA GACATCCTCT GGCACAGTGG TAGTGARCOG CCCGTTCAGT CACCTAACCA
CTATCARATA

¥ YQ QK P GFKAMP XKLL I ¥F ASYL Q866G VvV PT RPEG &
G 3
CTTGGTACCA GCAGAAACCA GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATTTT GCTTCCTATT TGCARAUTGG GGTCCCAACA CGTTTCAGTG
GCAGTGGATC
GAACCATGGT CGTCTTTGGT CCCTTTCG33 GATTCGAGGA CTAGATAARR CGAAGGATAA ACGTTTCACC CCAGGGTTGT GCAAAGTCAC
CGTCACCTAG

¢ TDPD FPTILT I EE L OP BEDFAM TYTY CQQ YPFEN PVTF
G

TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCRACCT GAMGATTTTG CTACGTACTA CTUTCAACAG TATTTIGAGA ATCCIGTTAC
GTTCIGCCAA

ACCCTGTCTA AARJTGAGAGT GGTAGTCGTC AGACGTTGGA CTTCTARRAC GATGCATGAT GACAGTTIGIC ATAAMCTCT TAGGACAATG
CAMGCCGGTT

g T KV G I K R

GGGACCAAGG TGGGAATCAA ACGG (BEQ ID MO 152)
CCCTGGTTCC ACCCTTAGTT TGCC (SEQ ID N0 15))

SEQ ID NO: 37
QM

D I T Q8 P 6 R LB A S VvV GD RBRYVYT I TCR A S Q P I G DE
L 3

GACATCCAAA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT £ TGTAGGAGA CCGTGTCACT ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GTTTATIGGT
GATTCTTTAT

CTGTAGGTTT ACTGGGTCAG AGGTAGGAGG GACRGACGTA ZACATCCTCT GGCACAGTGG TAGTGAACGG CCCGTTCAGT CAMATAACCA
CTAAGARATA

¥ YO0 QX P GKAP XKLL I Y¥YVP 3 810L Q8&4a v PE RTPF BEG 3
CTTGGTACCA GCAGAAACCA GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATTTT TCTTCCATTT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG
GAMCCATGGT COTCTTTGST CCCTTTCGGG GATTCGAGGEA CTAGATAAAA AGAAGGTAAA ADGTTTCACC CCAGGGTAGT GCAMAGTCAC

¢ TD PTLT I S5 L QP EDVFA TYY CQ0Q YMDI P IT F

TGGGACAGAT TTCACTCTICA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GARGATTTTG CTACGIACTA CTGTCAACAG TATATGGATA TTCCTATTAC
GTTOGGCCAR
ACCCTGTCTA ARGTGAGRGT GGTAGTCGTC AGACGTTGGA CTTCTAAMAC GATGCATGAT GACAGTTUIC ATATACCTAT AAGGATAATG
CAAOCCGITT

G T EV B 1 X R

GGGACCAAGG TGGAMATCTAA ACGG (SEQ ID NO  154)
CCCTUGTTCC ACCTTTAGIT TGCC (SEQ ID NO 155}
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SEQ ID NO: 38

DI QM TOQS PS8 L SAS VD RVYT I TCR ABEQ DTID
L E

GACATCCAGA TGACCCAQTC TCCATCCTUC CTIGTCTGCAT CTGTAGGAGR CCUTGTCACC ATCACTIGCC GGGCAMITCA GGATATIGAT
CATANTTTAD

CTGTAGUOTCT ACTGGGTCAG AGGTAGGAGG GACAGACGTA GACATCCTCT GGCACAGTGS TAGTAAACSG CCCOGTICAGT CCTATAACTA
GTATTAMATC

¥ Y0 QKPP GKAP KLUL I YD s 8 ML Q6 G VPSS RVFGE O
a6
AGTGGTATCA GCAGAAACCA QGGAAAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATGAT AOTTCCATGT TGCAMAGTGG GGTCCCATCA OGTTTCAGIG
GCAMITGOATC
TCACCATAGT CGTCTTTOGT CCCTTTOGGG GATTUGAGGA CTAGATACTA TCAAGGTACA ACGTITCACC CCAGGUTAGT GCAAAGTCAC
CGTCALCTAG

¢ TD» FPTLT I S5 L QP EDPFA TY Y COQOQ YHSI PVT
G O

TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAD TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGITCARCAG TATCATTCTA TTOCTGITAC
GTTCGGCCAR

ACCCTGTCTA AAGTGAGAGT GGTAGTCGTC AGACGTIGGA UTTCTAAAAC GATGCATGAT GACAGTIGIC ATAGTAAGAT ARGGACRATG
CANGCCGOTT

G TXV EI K R
GGGACCAAGO TGGARATCAM ACGG (BEQ ID MO 156)
CCCTGQTTCC ACCTTTAGTT TGCC (SBQ ID MO 157}

SEQ ID NO: 39

D1 ¢ M T QS8 PS5 L EAS VYV GD RYT I TCR AGEGEQ 0 1IE
L E

GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCITC CTGTCIGCAT CTGTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACTTGCC GOGCAAGTCA GCAGATTGAG
ACGAATTTAG

CTGTAGGTCT ACTGGGTCAG AGGTAGGAGG GACAGACGTA SACATCCTCT GGCACAGTGG TAGTGAACGGE CCCGTTCAGT CUTCTAACTC
TGCTTAAATC

¥ ¥Q Q0 XKP GXKA?P KLIL I YD GS WL 088G VvV PS8 BFSBS G
AGTGGTATCA GCAGAALCCA OGGGAAAGCCC CTAAGCTCCT SATCTATGAT GOTTCCTGGT TGCAMAGTGS GOTCCCATCA CUTTTCAGTG

TCACCATAGT CGTCTTTGET CCCTTTCGGG GATTCRAGGA “TAGATACTA CCAAGGACCA ACGTTTCACC CCRGGUTAGT GCAAAGTCAC

¢ TD FTLT I 88§ L QP EDPA TY Y €QQ Y HSEL PAT
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCMICAG TCTGCAACCT RAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAS TATCATAQTT TGCCTGCTAC

ACCCTGTCTA AAGTGAGNGT GUTAGTUGTC AGACGTTGGA “TTCTAARAC GATGCATGAT GACAGTTUTC ATAUTRTCAA ACGGACGATG

G T KV EI1I X R
GGGACCAAGG TGGAAATCAA ACGG (HEQ ID NOs 158)
CCCTGGTTCE ACCITTAGTT TGCC (5EQ ID NOw 159)

SEQ ID NO: 40

DI @K T QS8 PS5 S5 L &EAS VGEGD RYT 1 TCR AS5Q DIG
L E

GACATCCAGA TGACCCAUTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT “TGTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACTTGOC GOGCAAGTCA GGATATTGCT
AATAATTTAG

CTCTAGGTCT ACTGGGTCAG AGGTAGGAGG GACAGACGTA IACATCCTCT GGCACAGTGG TAGTGARCG] CUCGTTCAGT CCTAYAACCA
TTATTAAATC

" YQ Q FP GXKAP RLL I YH GS WL Q6 G VP33 RFZSJI
G 8
AGTGGCTACCA GCAGAAACCA GGGAAMGCCC CTAGGCTCCT SATCTATCAT GGGTCCTGGT TGCAMAGTOL GGTCCCATCG COGTTTCAGTO
GCAITGOATC
TCACCATGGT CGTCTTTGGT COCTTTOGGG GATCUGAGGA TTAGATAGTA CCCAGGACCA ACGTITCACC CCAGGGTAOGC GCAMAGTCAC
CGTCACCTAG

¢ TD FTVLT I 86§ LQP EDPFA TYY €QQ ¥ DFN PTT
G

TGGGACAGAT TTCACTCITA CCATCAGCAG TCTGCAACCT 3AAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG TATGATTTTA ATCCTACTAC
GTTCGGCCAR

ACCCTGTCTA AAGTOAOAAT GUTAGTCUTC AGACGTTGGA ZTTCTAMMAC GATGCATGAT GAMCAGTTGTC ATACTARRAT TAGGRTGATG
CAAGCCOGTT

4 TKY EI K R
GGGACCANGT TGGRAATCAR ACGG (8BQ ID NO  160)
CCCTGUTTCC ACCTTTAGTT TGCC (BEQ ID NO. 161)

SEQ ID NO: 41

D I QK TOOS8 » 88 L EAMS VGED CVT ITCR ASQ N ID
L W

GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT STGTAGGAGA CTETGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GAATATTGAT
GGTCTUTTAT

CTUTAGGTCT ACTGGGTUAGC AGGTAGGAGE GACAGACGTA ACATCCTCT GACACAGTO0 TAGTGARCGG CCCGTTCAGT CTTATARCTA
CCAGACAATA

W YO0 0 X P G KAP KLL I YA G S GL Q&5 GG Vv PS5 RPF B8 G
G 8
GGTGGTATCA GCAGARACCA GGGAAMGCCC CTAAGCTCCT ATCTATGCG GOUTCCUGGT TGCAMAGTGS GATCCCATCA COTTTCASTG
GCAGTGGATC
CCACCATAGT CGTCTTTGGT CCCTTTCGGG GATTCGAGAA TTAOATALGC CCCAGGCCCA ACGTTTCACC CCAGGGTAGT OGCARAGTCRC
CGTCACCTAG

¢ TD FPTILT I 6 %8 LQVP BPPFA TYY CQQ XAFE PFT
a

TGOGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTOCRACCT JAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG AAGGCTTTTG AUCCTTTTAC
GTTCGGCCAA

ACCCTGTCTA ARGTGAGAGT GGTAGTCGTC AGACOTTGGA TTTUTARAAC GATGCATGAT GACAGTTGIC TTCCGAAAAC TOOGRARATG
CAAGCCGGTT

G T K Y E1 K R

GGGACCAAGG TGGAMRATCAR ACGG (BEQ ID NO 1632}
CCCTGGTTCC ACCTTTAGTT TGCC (GEQ IP NO: 163)
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SEQ ID NO: 42
¢ L

E V¥V L ES 666 LVQP OGS8 LARARL 8CAMNMBEGF TFIX AY
D M

GAGGIGCAGC TGTTGGAGTC TGOOGAAGAC TIGGTACAGL (TGGGGGGTC CCTGOGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTARG
GOGTATGATA

CTCCACGTCG ACARCCTCAG ACCCCCTCCG ARCCATUTCG UACCCCCCAG GGACGCAGAG AGGACACGTC GGAGGCCTAR GTGGRARTTC
CCCATACTAT

G WV RQAM PG EKG LEW VS5 4G 1 GRD GEEF TY Y ADEV K
G K
TGGEFTTGGET COGCCAZGCT CCAMGAGAAGT GITTAGAGTG GGTCTCACAD ATTUGGAGGS ATGGTTCTTT TACATACTAC GCAGACTCCG
TGAAGGGCCG
ACCCAACCCA GGOGGTCOGA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC ("CAGAGIGTC TAACCUTCCC TACCAAGAAA ATGTATGATG CGTCTGAGGC
ACTTCCOGGL

P T1 89S RDY¥ F KN TLY LOQOQMN 5LER AEBED TAVY ¥ CA K
P R

GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT (CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TGCCGAGGBAC ACCGOGGTAT ATTACTGTGC
GAMACCTCGT

CAAGTGGTAG AGGGCGCTGT TAAGGTICIT GIGOGACATA GACUTTTACT TGTCGGACGT ACGGCTCCTG TOGCOCCATA TRATGACALCG
CTTTGGALGCA

R YAI FTF DRG QGTUL VTV 5B
CGGTATGCTA TTTTTACTTT TGATCGOGOT CAOGGAACCC ~GGTCACCGT CTCGAGC (SEQ ID NO 164}
GOCATACGAT AAAMATGAMA ACTAGCCCCA GTCCCTTGGG ACCAGTOICA GAGCTCG (GEQD 1D NO 165}

SEQ ID NO: 43

E VvV QL LES ¢ GG L VvVQP G GS LRL ECAA 8 GF TFPF ETY
E M

GAGGTGCAGE TGTTGGAGTC TGGOOGANIC TTOGTACAGS CTGGGGGCTC CCTGOSTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTTIT
GAGTATGAGA

CTCCALCGTOS ACAACCTCAG ACCCCCTTCO ARCCATGTCG GACCCCCCAS OOACGCAGAG AGGACACGTC GGAOOGCCTAR GTGGAARARA
CICATACTCT

T WY R QA PGXG LEW VS 8 I AND G&T TVY Y ADSY K
g R
TGADGTGGGT CCGCCAGGCT CCAOGOARNIGD OTCTAGALTG GGTCTCATCT ATTOCGAATG ATGGTICGAC TACATACTAC GCAGACTCOG

TGARGGGLOG
ACTGCACCCA GGOGGTCCGA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTAGA TAACUCTTAC TACCAAGCTG ATGTATGATG CGTCTGAGGC
ACTTCCOGGE

P TIJI 6§ RDN 8 KN TLY LQMDN 8 LR ABED TAVY Y CA K
P D

GITCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGUTGTAT CTGCAAATGR ACAGCCTGCG TGCOCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC
GARACCTGAT

CARGTGOTAG AGGGOGCTGT TAAGGTTCTT GTGCGACATA GACGTTTACT TGICGGACGC ACGGCTCCTG TGGOGCCATA TAATGACACG
CTTTGGACTA

R QFD YWG QGT L VTV B 8
COGCAGTTTG ACTACTGGGG TCASGGAACC CTOCTCACCG TCTCGAGE (SEQ Ib WO« 166)
GCCOTCAMAC TGATGACCCC AGTCCCTTGd QACCAGTGGC AGAGCTCO (GEQ ID NO  167)

SEQ ID NO: 44

EV L LES 6GG LV QP @068 LRL B8CAhAKR B8GF TFG P Y
E M

GAGGTGCAGE TGTTGGAGTC TGOJIGAGGC TIGGTACAGC CTGGOUUITC CCTOCSTCTC TCCTGTGOAG CCTCCOGATT CACCTTTGGT
COGTATGAGA

CTCCACGTCS ACAACCTCAG ACCCCCTCCG AACCATGTCG GACCCCCCAG GGACGUAGAG AGGACACGTC GGAGGCCTAR GTUGARACCA
GGCATACTCT

T W vV R QA POKG L EW V8 8 I VGEGD GLD TVY Y ADSY K
g R
TGACTTGGET CCGCCAGGCT CCAGGARAGH GTCTAGAGTG GGTCTCATCG ATTGTTGUIS ATGGYCTGGA TACATACTAC GCAGACTCCT

ACTGAACCOCA OOCGOTCOGA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTAGC TARCAACCAC TACCAGACCT ATGTATGAIG CGTCTGAGGC

F + 1 8§ AR DN 5§ KN TLY LQMWN 58 LR AED TaAAVY YCRA K
GTTCACCATC TCCCOGCGACA ATTCCAAGAR CACGCTGTAT CTGCARATGA ACAGCCTGCG TGCCGAGGAC ACCGOGGTAT ATTACTGTGC

CAAGTOATAG AOGGCGCTGT TAAGGTTCIT GTGCOACATA UACGTTTACT TGTCGGACGC ACGGCTCCTO TGGCGCCATA TAATGACACG

RV FD Y WO QGT LV TV § 8§
CGGETTTTTG ACTACTGOGH TCAGGGAACC CTGGTCACCO 'CTCGAGC (SEQ ID NO  168)
GCCCAMAAMNE TOATGACOCC AGTCCCTTGE GACCAGCTGGC ACAGCTCG (SEQ ID MO 165)

SEQ ID NO: 45

E vOogL LESE 866G LV QP @a¢G8 LARAL 85 CHr2ar 8GGF TFUAR § Y
E M

GASCTOCAGS TOTTGGACTC TGGGGGAGGC TTUJTACAOC CTUGGGGGTC CUTGCGTCTC TCCTOTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTOCT
TCTTATGAGA

CTCCRCGTCG ACAACCTCAG ACCCCCTCCG AACCATGTCG (GACCCCCCAG GGACGCAGAG AGGACACGTC GOAGGCCTAR GTGGARRCGA
AGRATACTCT

A WYV ROAM PG KG L EN Vv 5 5 I g 8D GGP T VY Y ADEV K
G R
TEHCGIGGET COGCCAGOCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTIG 13GTCTCATCG ATTGGTAGIG ATGGIGGGCC GACATACTAC GCAGACTTCG

TGARGAGCCG
ACCOCRCCCA GGOGGTCCGA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTAGC TAACCATCAC TRCCACCCGG CTGTATGATG CGTCTGAGGC
ACTTCCCOGC

F TI S R DN 5§ KN TLY L OGMHNN BLR AEBED EAYVY Y Y CA K
P D
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GTTCACCATC TUCCGOGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CIGCAAATGA ACAGCCTGCO TGCCGAGGAC TCOGOGGTAT ATTACTGTGC
GAAACCTGAT
CAAGTGGTAG AGGGCGCTGT TAAGGTTCIT GTGCGACATA CACGTTTACT TGTCGGACGC ACOACTCCTG AGGUGCCATA TAATGACACG

R AFD Y WG @OG6T L VTV § 3
MIGGCTTTTG ACTACTGGGG TCAGGGAACC CTUGTCACCG ICTCGAGC (SEQ ID NO  170)
TCCCGAAAAC TGATGACCCC AGTCCCTTGG GACCAGTGGC RAGAGCTCG (SEQ ID MO 171)

SEQ ID NO: 46

EVQL LES GGG L VOGP @GE LRL 8CAAMUSEGF TFT 8 Y
GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGIKKIKIAGEC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGCOGTCTC TCCTUTGLAG CCTCCGGATT CACCTTTACG

CTCCACGTCG ACARCCTCAG ACCCCCTCCG AACCATGTCS GACCOCCCAG GAGACGCAGAG AQUACACGTC GGAGGCCTAAR GTGGARATGC

G W VvV B QA PQgQKG L EW Vv s s 1 RPT @GI1IT TY Y AMDEYVY K
TGGGGETGGET CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG WOTCTCATCT ATTGAGCCTA CTGGTATTAC GACATACTAC GCAGACTCCG

ACCCCACCCA GGCGGTCCGA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTAGA TRACTCGGAT GACCATAATG CTGTATGATG CGICTGAGGC

¥ T I 8 R DK B KN TLY LQHMHN 8§ LR AEUD TAVY Y ChA K
GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TOCCGAGGRC ACCGLGGTAT ATTACTGTGC

CAAGTGGTAG AGGGOGCTGT TAAGGTTCTT GIGCGACATA GACGTTTACT TOTCGGACGC ACGGCTCCTG TGGCUCCATA TAATGACACG

FTEL GPFD Y WG Q6TUL VTV 5 8
TTTACTGAGC TIGGITTTGA CTACTGGGGT CAGGGARCCC TGGTCACCGT CTCGAGC (6BQ ID NO 172)
AAATGACTCG AACCAAARCT GATGACCCCA GTCCCTTGGG ACCAGTGGCA GAGCTCG (6BQ ID MO 173)

SEQ ID NO: 47

EV(¢L L ESBS 866G LV QP GGG LRL BCAAMGSEGTF TFG NY
A M

GAGGTGCAGC TATTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGCGTCTC TOCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTIGGT
ARTTATGCGA

CTCCACGTOS ACAARCCTCAG ACCCCCTCCG AACCATGICG GACCCCCCAG GGACGCAGRG AGGACACGTC GGAGGCCTAR GTGGAAACCA
TTARTACGCT

AWV ROQA PGXG L EW VS5 K I GAQGQG GLX TY Y AGSY K
a R
TGGCGTGGET COGCCAGGCT CCAGOGANGG GTCTAGRGTG 'JUTCTCARRG ATTGGGEOCOC AOQGUTCTTCA TACATACTAC GCAGGCTCCG

ACCGCACCCA GGCGGTCCGA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC -SCAGAGTTTC TRACCCOGOG TCCCAGRAGT ATGTATGATG CGTCOGMAGC

FT!I §RDN B KN TLY LQMKHN §LR AED TAVY ¥YCar K
GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAR CACGCTGTAT ZTGCAMATGA ACAGCCTGOG TGCCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC

CAAGTGGTAG AGGGCGCTGT TAAGGTTCTT GTGCGACATA ACGTTTACT TGTCAAACOC ACGOCTCCTG TGGCGCCATA TAATGACACG

T MDY ERPF DY N GOQGT L VYT V E B
ACGATGGATT ATGAGAGGTT TGACTACTGG GGTCAGGGAA SCCTGGTCAC CGTCTCGAGC (SEQ ID WO 174)
TGCTACCTAA TACTCTCCAA ACTOATGACC CCAGTCCCTT SGGACCAGTG GCAGAGCTCG (SEQ ID WO 175)

SEQ ID NO: 48

EV QL L ES 6 060¢ LVQP G6GS&8 LRL SCAA 59 GF TVFE LY
GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTEGGGGOTC CCTACATCTC TCCIGTGCAG CCTCCOGATT CACCTTTGAG

CTCCACHTOS ACAACCTCAG ACCOCCTCOG AACCATGTCG GACCCCCCAG GGAOUCAGAG AGGACACGIC GGEAGGCCTAM GTGGAAACTC

A WY B QA PGKG LEW VvV 8G 1GAVY GET TYJY ADSYV X

TGGCGTGGET CCGCCAIGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GOTCTCAGGT ATIGGTGCTG TGOUTGAGAC TACATACTAC GCAGACTCOG
TGAAGGGCCO
ACCGCACCCA GGCGGTCCBA BGTCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTCCA TARCCACGAC ACCCACTCTO ATGTATGATG CGTCTGAGGC
ACTTCCCGGC

F T 1 £ RDNK 8 KN TLY LOQNDN 8LR AED TAVY YC& K
E A

GTTCACCATC TCCCGUGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CIGCAARTGA ACAGCCTGCD TGCOGAGGAC ACOGCGUTAT ATTACTGIGC
GRARGAGGCT

CAAOTGOTAG AGGGCGCTGT TAAGGTTCIT GTGCGACATA GALGTTTACT TGTUGGACIC ACGGCTCCTG TGGCGCCATA TAATGACACT
CTTTCTCOGA

N N LB D NUL ¥ FD Y Wae¢ GTL VTV § E
AATAATCTTT CTGATAATCT TGTGTTTGAC TACTUGUUTC AGUGAACCCT GGTCACCOTC TCGAGC (6EQ ID NO 176}
TTATTAGAAA ORCTATTAGA ACACAAACTG ATGACCCCAG TCCCTTGGGA CCAGTOUCAD AGCTCG (SEQ 1D HO  177)

SEQ ID NO: 49

D I g M TGQS P S 8 LEMNME VGD RYT I TCR A SQ WIG DE
L 8§

GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTUTAGGAGA COGTGTCACC ATCACTTGCC GOGCRAGTCA GTGGRTTGGS
GATTCGTTAR

CTGTAGITCT ACTGGGTCAG AGGTAGGAGG GACAGACUTA GACATCCTCT GGCACAGTUO TAGTGAACGG CCCGTICAGT CACCTRACCC
CTARGCRATT

W Y0 0KP GKAP KLUL I YF @8 YL @Q8G VPS5 RPFSG 3
G g
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GTTGCTACCA GCAGAAACTA GGGARAGCCC CTAAGCTCCT CATCTATTTT GGTTCCTATT TGCAMAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG
GCAGTGGATC
CAACCATGST CCTCTTTGST COCTTICGGG GATTCGAGGA CTAQATAAAA CCAAGGATAA ACGTTTCACC CCAGGGTAGT GCARAJTCAC
CGTCACCTAD

6 TD FPTLT 1 8 8% LOQP EDPA TYY CQQ YLET PG&T F
G Q

TGGEGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAS TCTGCAACCT CAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACRG TATTTGCATA CTCCTTCGAC
GTTCQACCAA

ACCCTGTCTA ARGTGAGAGT GGTAGTCGTC AGACGTTGGR CTTCTAAAAC GATGCATGAT GACAGTTGTC ATARACOTAT GAGGAAGCTG
CARGCOGGTT

¢ T X VvV E I K R
GGGACCAAGG TOGAMATCAR ALGG (SEQ ID RO 178)
COCTGGTTCC ACCTTTAGIT TGCC (SEQ ID NO  179)

SEQ ID NOC: 50

pD I QMM TQ@QSs 8 8 LS AS VGD RBRVYVT I TCR ASQ WIG DB
L §

GACATCOAGA TGACCCASTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTUTAQGAOA COGTGTCACC ATCACTTGCT GOGCAAGTCA GTGGATTGGO
GATTCGTTAMA

CTGTAGGTICT ACTGGGTCAG AGGTAGGAGG GACAGACGTR GACATCCTCT GGCACAGTGG TAGTGAACGU CCCOTTCAGT CACCTAACCC
CTAAGCANTT

¥ YQ O XK P 6 KAP KLL 1Y VF7F G6S YL QNG VPSS RFS G ¥
G 5
GTTGGTACCA GCAGARACCA GGGARANGCCC CTAAGCTCCT GATCTATTTIT GGTTCCTATT TGCAAAATGE GGTCCCATCA CGTTICAGIG
GCAGTGGATC
CAACCATGGT CGTCTTTGGT CUCTTTCOGGG GATTCEAGGA CTAGATAMAA CCARGGATAR ACOITTTACC CCAGGITAGT GCAAAGTCAC
CGTCACCTAG

G TD PTULTT I 6 F L QP EDPFA TYY CQOQ YK IT PTT F
G Q

TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCARCCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTUTCAACAG TATATGATTA CTCCTACTAC
GTTOGGCCAA

ACCCTGICTA AAGTGAGEGT GGTAGTCGTC AGADGTTGGA CTTCTARRAC GATGCATGAT GACMOTTUTC ATATACTRAT GAGGATGATO
CAMGCCGGTT

G T KY ET1I1K R
GGGACCARGG TGGAAATCAR ACGG (SEQ ID NO 180}
CCCTGGTTCC ACCTTTAGIT TGCC (GEQ ID N 1B1)

SEQ ID NO: 51

D vVOGgM TQE P88 L S AS VvV GD RVYT I TCHR ASOQ W1G DES
L 8

GACGTCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCIGCAT CTGTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GTOGATTGGG
GATTCGTTAA

CTQCAGGTCT ACTGGGTCAG AQCTAGGAGG GACAGACGTA JACATCCTCT GGCACAGTGG TAGTGAACGG CCCOGTTCAGT CARCCTAACCC
CTAAGCANTT

¥ Y QO KP GKAP ELL I YVF G YL Q5@ VPSS RPFGSG 5§
GTTGGTACCA GCAGARACCA GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT SATCTATITT GGTTCCTATT TGCRAAGTGG GGTCCCATCR CUTTTCAGTG

CAACCATGGT CGTCTTIGGT CCCTTTCGGG GATTCGAGGA “TAGATAAAA CCAAGGATAA ACGTTTCACC CCAGGGTAGT GCAAAGTCAC

G TbO FTLT I 68 LOP EDPFA TYY CQQ Y MSEAM PS5T F
TGGAACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT ZAAGATTTTG CTACGTACTA CTUTCAACAG TATATGAGTG CTCCTTICTAC

ACCCTGTCTA RASTGAGACT GGTAGTCSTC AGACGTTGGA TTTCTAAAAC GATCCATGAT GACAOTTGTC ATATACTCAC GAGGAAGATG

6 T XY ETIZK R
GGGACCAAGG TGGAAATCAR ACGG (SEQ ID NO 1832)
CCCTGGTTCC ACCTTTAGTT TGOC (BEQ ID NO 183}

SEQ ID NO: 52
DIQHTQSESSLEHSVGDRVTITCRAEQ'I“DE
L B

GACATCCASA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTOTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACTTGEC GGGCAACTCA GTGGATTGG
GATTCGTTAA

CTGTAGGTCT ACTGGGTAG AGGTAGGAGG GACAGACGTA GACATCUTCT GGCACAGTGG TAGTGAACGG CCCGTTCAGT CACCTAACCT
CTAMGCARTT

W Y0Q® QFKP GKAUP KLL I YP? OB YL Q8 QG VvV PS RPFS G §
G &
GTTGGTACCA GCAGAARCCA GGUAAAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATTTT GGTTCOCTATT TOCARAOTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG
GCAGTGGATC
CARCCATGST COTCTTTSCT CCCTTTCGGG GATTOGAGGA CTAGATAAAA CCARGGATAR ACGTTTCACC CCAGGGTAGT GCAAAGTCAC
CGTCACCTAG

¢ TD FrTLT I 5885 LOQP EDSATYY CQ4Q YQVYV P33T F
G Q

TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTCTG CTACGTACTA CTUTCAACAG TATCAGTATG TTCCTTCTAC
GTTCGGCCAA

ACCCTGTCTA AAGTGAGACT GOTAGTCGTC AGACGTTGGA CTTCTAAGAL GATGCATGAT GACAGTIGTC ATAGTCATAC RAGGAAGATG
CAAGCCGOTT

G T KV EI X Q
GEGACCARGG TGGAMATCAA ACAG (IEQ ID NO  184)
CCCTGATTCC ACCTTTAGTT TGIC (BEQ ID MO 185)

SEQ ID NQ: 53
DIoM TCB PS8 LEAS VaE&D RYT ITCR ASQ PIV DE
L D
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GACATCCAGA TGACOCAGTC TCCATCCTUC CIGTCTGCAT CTGTAGGAGA COGIGTCACC ATCACTTGUC GGGCAAGICA GCCTATTGTT
GATGAGTTAG
CTGTAGGTCT ACTGGGTCAG MIGTAOGAGS GACAGACGTA CACATCCTCT GGCACAGTGS TAGTGAACGG CCCGTTCAGT CGGATAACAR
CTACTCAATC

¥ Y Q@ QXK P @ XK AP KLL @IYA AS I L QS @ VPS3S RPFSG F
g 8
ATTOOTACCA GCAGARACCA GGGARAGCCC CTAAGCTCCT CATCTATGCT GOGTCCATTT TGCAARGTGG GGTCCCATCA CUTTICAGTG
GCAGTGGATC
TAACCATGCT CCTCTTIGST CCCTTTOWRS GATTOGAGGN CTAGATACGA CGCAGCTAAA ACCTTTCACC CCAGGGTAGT GCARAGTCAL
COTCACCTAG

¢ TD FPTLT I 6§ 6§ LQP EDFA TYY CHQG WETY PTT F
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAD TCTGCAMCCT CAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCATCAG TGGTCTACTT ATCCTACGAC
ACCCTGTCTA AAGTGAGAGT GGTAGTCGTC AGACGTTGAA CTTCTARRAC GATGCATGAT OACRGTAGTC ACCAGATGAA TAGGATGCTG

G TXV EIK R
GGGACCAAGG TGGAMATTAA ACGG (BEQ ID MO 186)
CCCTGGTTCC ACCTTTAATT TGCC {8EQ ID HO 187)

SEQ ID NO: 54

D I QM TQGE6 P S 8 L B ABE VYV GD RBRYT I TCR A S8 Q DIG 8A
L R

GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTIGICTIGCAT (TGTAGGTGA COGTGTCACC ATCACTTGCC GAGCAAGTCA GGATATTGGG
TCTGCGTTAR

CTGTAGGICT ACTGGGTCAG AGGTAGGADG GACAGACGTA GACATCCACT GOQUACAGTGG TAGTGAACGG CCCGTTCAGT CCTATAACCC
AGACGCAATT

# YO QKP GKAP XLUL I YL G6DL 3¢ VPE RFZSG 8
G 8
GGTGGTATCA GCAGAAACCA GGGRAAMGCCC CTAAGCTCCT GATCTATTTU GGTTCCGATT TUCARAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG
GCAGTGGATC
CCACCATAGT COTCTTTGGT CCCTTTCGGE GATTCOAGGA (TTAGATAAAC CCAAGGCTAR ACGTTTCACC CCAGUGTAGT GCARRGTCAC
CGTCACCTAG

6 TD FTLT 185 LQP EDFA TYY COQ0¢ TQVYUPFF PTT F
G Q

TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG ACGCAGTATT TTCCTACGAC
GTTCOGGCCRAA

ACCCTGTCTA AAGTGAGRGT GGTAGTOGTC AGACGTTGGA CTTCTAAAAC GATGCATGAT GACAGTTGTC TGCOTCATAR AAGGATGCTG
CAROCCGOTT

¢ T X VvV EI X R
GOGACCAAGG TGGARATCAR ACGG (BEQ ID NO 188)
CCCTGGTTCC ACCTTTAOTT TGCC (SEQ ID NO  189)

SEQ ID NO: 55
DIOHTQSPSSLS!EVGDIVTITCIA!OAIYGG
L R

GACATCCAGA TGEACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT SIGTAGGAGR COGTGTCACC ATCACTTUCC GGGCAAGTCA GGOGATTTAT
GOOOGGTTAC

CTGTAGGTCT ACTGGOTCAD ABGTAGGAGG GACAGACGTA JACATCCTICT GGCACAGTGL TAGTGAACGG CCOTTTCAGT COGCTAAATA
CCCCCCAATG

M YQ QK P 6 KAP XKLL 1 Y G BEGEML Q85 G VP RTF 3G 5§
G 3
GOTGOTACCA GCAORAACCA GGGAMAGCCC CTAAGCTCCT SATCTATGGG GAGTCCATGT TGCAARGTGG QJTCCCATCA CGTTTCAGTG
GCAGTGGATC
CCACCATG@T COTCTTTGGT CCCTTTCGGA GATTCGAGGA CTAGATACCC CTCAGGTACA ACGTTTCACC CCAGGGTAGT GCAAAGTCAC
COTCACCTAG

6 TD PTILT I §6§ LHP EDPF AR TY Y CQQ VYHRE PFTF
G Q

TOSGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCATCCT 3MAOATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG GITTATCATA AGCCTTITAC
GTTCGGCCAR

ACCCTGTCTA AAGTGAGAGT GGTAGTCGTIC AGACGTAGGA CTTCTAARAC GATGCATGAT GACAGTTGTC CAMATAGTAT TUGGAAAATG
CAARGCCGGTT

G TKVY E1 K R
GEGACCARGG TGGAMATCAR ACGO (SEQ ID NO 150}
CCCTGGTTCC ACCTTTAGTT YGCC (SBQ ID NO 191}

SEQ ID NO: 56
IVQLLESGGGLVQFGGSLILECAABGPTPTA\'
R M

GAGGTGCAGC TGTTGGASTC TGGGGGACGC TTGGTACAGC CTGRGEGOTC CCIGCGTCIC TCCTGIGCAG CCTCOGGATT CACCTTTACG
GCGTATAGGA

CTCCACGTCR ACARACCTCAS ACCCCCTCCG AACCATGTCG GACCCCCCAG GGACGCAGAG AGGACACGTC GGAGGCCTAA GTGGAMATGC
CGCATATCCT

AN Y ®B QA P O0KG L EW VEW I 8 PG 686G TY Y ADSISV K
G R
TGGCTTGGGT COGCCAGGET CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCATGE ATTICGCCTT CTGGTTCGGH GACATACTAC GCAGACTCCG

TGAAGGGCCS
ACCGRACCCA GGOGGTCCGA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC CCRGAGTACC TAMAOCOOAR GACCAAGCCC CTUTATGATG CGTCTGAQGC
ACTTCCOGGC

F TI 5 R DY 65 KN TLY L GMDN 8 LR AED THARYTY YCA K
T L

GTTCACCATC TCCCGOGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TGCCGAGGAC ACCOCGGTAT ATTACTGTGC
GAARACTTTG

CAAGTOGTAG AGGOCGCTGT TAAGGTTUTT GTGOGACATA GACGTTTACT TGTCOOACGC ACGGCTCCTG TOUCGCCATA TARTGACACO

TGCCTARGCY GCAGCCCCGT AATACTCARA CTGATGACCC CAGTCCCTTG GGACCAGTGG CAGRGCTCG (SEQ ID NO 153)
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SEQ ID NO: 57

E VL LES @COC LY QP G665 LRL §CAAMAL EBEGF TFA RY
E M

GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGAAGGC TTUGTACAGC CTGGGGGGTC CCTUCTTCTC TCCTGTGCAG CCTCOGGATT CACCTTTGOS
CGGTATGAGA

CTCCACGTCG ACARACCTCAG ACCCCCTCCG AACCATGTCO CACCCCCCAG GGACGCAGAG AGGACACGTC GGAGGCCTAA GTGGAMACGC
GCCATACTCT

G W v R QA PG XKG L EW VvV§R I TAQ GLG TYY ADZSYVY K
TGGGGTRGAT COGCCAGGCT CCAGGOARDT GTCTAGAGTG CGTCTCACGG ATTACTUCTC AGGGTCTTGE GACATACTAC GCAGACTOCE
TGAAGGGCCG
ACCCCACCCA GGCGETCCOA GUTCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTGCC TAATGACGAG TOCCAGAACC CTGTATGATG COTCTUALSGC

FTI 8 RDN 8§ EN TLY LQQMN S LR AED TAVVYY Y CRA K
¥ L

GTTCACCATC TCCCGCGACA ACTCCAAGAR CACGCTUTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TGCCGMIGAT ACCGCGGTAT ATTACTGTOC
GAAATATCTT

CAAGTGGTAG AGGGCGCTGT TGAGGTTCTT JTGOGACATA GACGTTTACT TGTCUGACUC ACGGCTCCTA TGGCOGCCATA TARTGACACS
CTTTATAGAA

T DF 8 B GH Q EF DY WO QT L VT V 8 F
ACTGATTTTA GTAGTGGGHCA TCAGGAGTTT GACTACTUAO GTCAGGGAAC CCTGGTCACC GTCTCGAGC (SEQ ID NO 154}
TGACTAAAAT CATCACCCGT AGTCCTCARA CTGATGACTC (AGTCCCTTG GGACCAOTGG CAGAGCTCG (SEQ ID MO 195)

SEQ ID NO: 58

EYQL L ES 666G LV QP GGS LRL 8CANAN 8GF TFWN DY
T M
GAGUTUCAGC TGTTGGAGTC TGGOGGAGGC TTGGTACAGC (TTEGEGAGTC CCTGOGTCTC TCCTGTGCAG CCTCOGGATT CACCTTTART
GATTATACTA

CTCCADTTCG ACAACCTCAG ACCCCTTCCG AACCATUTCG GACCCCCCAG GGACGCAGAG AGGACACGTC QOAGGCCTAA GTGGAMATTA
CTAATATGAT

G W VY RQA PGXOG L EW VvV SW¥N I HGT G666Q TVYTVY ADSV K
G R
TGOOTTGIOT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGS GTCTAGAGTO GGTCTTATGG ATTCATOGGA CTGUTGGTCA GACATACTAC GCAGACTOCS

ACCCAACCCA GGCGGTCCGA GGTCCCTTCT CAGATCTCAC CCAGAGTACC TAAGTACCCT GACCACCAGT CTUTATOATG CGTCTGAGGC

F T I § R DN 9 K ¥ TLY L gMN 85 LR AED TAVYY Y CORR K
GTTCACCATC TCCCGOGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TGOCGAGGAL ACCUCGUTAT ATTACTGTGC

CAAGTGSTAG AGGACGCTUT TAAGGTICTT GTGOGACATA GACGTTTACT TGTCGGACGC ACGGCTCCTG TGGLGOCATA TAATGACACO

GCTGATAGGA GTGAAGGAIT TUTTGAGTTT GACTACTGIG 'ITCAGGGAAC CCTGGTCACC GTCTCGAGC (SEQ ID NOs 196)
CGACTATCCT CACCCCCCCA ACAACTCAAA CTGATGACCC 'ZAGTCCCTTY GUACCAGTGG CAGAGCTCG (SEQ ID HO» 197)

SEQ ID NO: 59

EVQL LES GG L VOgP @606 S LRL 8CAA 8GGF TPFPS EY
O N

TGTIGGAGTC TGGGOGASGC TTGGATACAGC STGGGGGETC CCTGCETCTC TCUTGTGCAG CCTCCSGATT CACCTTTTCT

GAIGTGCAGC
GAGTATGATA
CTCCACGTCG ACARCCTUAG ACCCCOTOOO AACCATGTCG SACCCCCCAG GGACGCAGAD AGGACALGTC OGAGGCCTAA GTGGAAAAGA
CTCATACTAT

¥ " ¥V R Qg A PG EKG LEW VEW 1 DTDP GGD T VY Y ADSEYVY K
G R
TGTATTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG SGTCTCATGG ATTGATACTO ATGGTGGGGA TACATACTAC GCAGACTCCS
TGARGGGCCG
ACATAACCCA GGCGGTTCGA GGTCCCTTCC CAQATCTCAC CCAGAGTACC TAACTATGAC TACCACCCCT ATGTATGATG CGTCTOAGGL

# T I 5 R DN 8 E¥ TLY LOQMUN §8LR AED TAVY Y CAMK
GTTCACCATC TCCCOGOGACA ATTCCARGAR CACGCTGTAT CTGCARRTGA ACAGCCTOCD TGCUGAGGAC ACCGOGGTAT ATTACTGTGC

CAASTGOTAG AGGGOGCTGT TAAGGTTCTT GTGOGACATA GACUTTTACT TGTCGGACGC ACGGCTCCTG TGGCGCCATA TAATGACACH
CTTTGGACCA

L XFD YW¥WG6 0GT L VTV 5§
CTGAAGTTTG ACTACTGGOG TCAGGGAACC CTGGTCACCG TCTUGAGC (SEQ ID NOu 138)
GACTTCARAC TGATGACTCC AGTCCCTTGG GACCAOTOGC AIRGCTCG (SEQ ID NOr 199)

SBEVQEDLNCL).ESEGGGLVQFGGSLILBCAIBGPTI'IVY
;némwmmmmmmmmmnm
MMmmmmmmmmmmm
CARRTATGAT

A MYV RBRQAMA P GCKG LEW v BT I DES GRD TYY ADSY K
%mmmmmammmrmnnmm

ACCGCACCCA GGOGGTCCEA GETCOCTTUC CAGACCTCAC CCAGAGTIGC TAACTACTCA GACCAGCRCT ATGTATGATG COTCTGAGGC

F TI S R DN 8 KN TLY L Q@MUHN ELR AERBD TAVY Y CA K
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OTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCARATGA ACACCCTGCS TOCCGRGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGIGC

GAMCCTGGT
CAAGTGATAG AGGGCGCTGT TAAGUTTCIT GIGCGACATA GACGTTTALT TUTCGGACGC ACGGCTCCTG TGGCGCCATA TAATGACACG
CTTTGGACCA

vV W FD ¥¥WE QGT L VTV 8 E
ACTACTGGGG TCAGGGAACC CTGGTCACCG TCTCGAGC (SEQ ID MO 200)
CAAACCARAC TGATGACCOC AGTCCCITGG GACCAGTAGC AGAGCTCG (SEQ ID MO 201)

SEQ ID NO: 61

EVvVOQL LES 6§66 LVQP @GS LRL SCAAMGSBSGPF TFPL DY
A K

GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGCUTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGIATT CACCTTTCTG
GATTATGCGR

CTCCACKTCS ACAACCTCAG ACCCCCTCOG ARCCATGTCSR CACCCCCCAG GGACGCAOAG AGGACACGTC GGAGGCCTAA GTGGAMAGAC
CTAATACGCT

G WV 2 O0A PGKG LEW VST I §PN GMKG TYTY ADSYV K
Q R
TGGGTTEAGT COGCTAGGCT CCAGGGAAGG GTCTGGAGTO CGTCTCAACT ATTTCTICGA TGGGTATGUG TACATACTAC GCAGACTCCG

ACCCAACCCA GGCGGTCCGA GGTCCCTTCC CAGACCTCAL CCAGAGTTGA TAMAGAGGCT ACCCATACCC ATGTATGATG CGTCIGAGGC

F TI 8 R, DN § KN TLY LQMN LR AED TAVY Y Car K
GTTCACCATC TCCCGOGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTIGCAAATGA ACAGCCIGOS TICCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC

CAAGTOGTAG AGGGUGCIGT TAAGGTTCTT GTGCOGACATA GADGTTTACT TGTCGGACGC ACGGCTCCTG TGGCGCCATA TAATGACACG

Al B F TED ! 3N FP YW GOQG TLVY TV B8 8
GCTATTTCOT TTACTTCTGA TATTTCTAAT TTTOACTACT GOGGTCAGGC AACCCTOGTIC ACCGTCTCGA GC (6BQ ID HO. 203)
COATAARGCA AATGAAGACT ATARAGATTA AAACTGATGA {CCCAGTCCC TTGGGACCAG TGGCAGAGCT CG (FEQ ID NO  203)

SEQ ID NO: 62

E vV gL LEBE G GG LY QP GGS LRL 8CAMAMA SGF TFAM A YX
A K

GAGGTGCAGC TOTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAIC CTUGGGGGTC CCTGOGTCTC TCCTGTGCAG CCTCOGGRTT CACCTTIGCT
GCTTATGCTA

CTCCACCTCG ACAACCTCAG ACCCCCTOUG AACCATGTOG GACCCCCCAD GGACGCAGAG AGGACACGTC GGAGGCCTAR GTGGAAACGA
CGAATACGAT

T VY RQgA PGKG L EW Vs Y & 8PN TA TYY ADSY K
G R
TGACGIGGET COGCCAGOCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG (IGTCTCATAT ATTAGTCOGA ATGGTACGGC GACATACTAC GCAGACTCCA

ACTGCACCCA (KICGGTCOGA GGTCCOTTCC CAGATCTCAC 2CAGAGTATA TAATCAGGCT TACCATGCCG CTGTATGATG CGTCTGRGGC

FTI ERDN 8 KN TLY LQMNN S8LE AED TAYVYY Y CRMN B

CRAGTGGTAS AGGECGCTAT TAMGGTTCIT GTGCGACATA JACGTTTACT TGTCGGACGC ACGACTCCTG TAGOGCTATA TARTGACACO
CCTTATACAC

G M R ¥ N FF D YW GOQGT L VT Vv 3 38
GGGATGCOTT GGAATTCTTT TGACTACTGG GGTCAGGGAA JCCTGGTCAC CGTCTCGAGC (9EQ ID NO  204)
CCCTACGCAA CCTTAAGRAA ACTGATGACT CCAGTCCCTT 3GGACCAGTG GCAGAGCTCG (GEQ ID MO 205)

SEQ ID NO: 63

EVQL L ES 6666 LV QP 635 LRBL BECMA §GF TFS 5 1Y
E N

GAGCTGCAIC TUTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGSTACAGC STGGGGGGTC CCTGCOTCTC TCCIGTGCRG CCTCCGGATT CACCTTTICG
AGTTATGAGA

CTCCACGTCG ACAACCTCAG ACCCCUTCCG AACCATGTCG ZACCCCCCAG GGACGCAGAG AGGACADGTC GGRGGCCTAA GTGGAAMMIC
TCAATACTCT

A WY RQ@AM PG XG L EW V¥ 3 6 I TS§L &6TS8& TY Y A DSV X
g R
TGGCTTGGET CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGICTCATCT ATTACGAGTC TTGGTACTIC TACATACTAC GCAGACTCOG
TGAMGGGCCG
ACCGAACCCA GGOGGTOOGA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGRGTAGM TAATGCTCAG AACCATGAAS ATGTATGATG CGTCTGAGGC
ACTTCCCGGC

F T 1 P R P ¥ § XN TLY LQMUN BELER AED TAMVY Y CBA K

PG

GTTCACCATC TCCOGOGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGR ACAGOCTGCG TGCCOAGOAC ACCGOGGTAT ATTACTGTGC
GAAACOGGGT

CARGTGCTAG AGGGCGCTGT TAAGGTTCTT GTGCGACATA GACGTTTACT TGTUGGAOGC ACUGCTCCTG TGGCGCCATA TAATGACACG
CTTIGGCCCA

B X FD Y WG 00T L VTV B8 8
ACTACTGGGE TCAGGGAACC CTGUTCACCOG TCTCGAGC (SBQ ID MO 206)
TOCTTCAAAC TGATGACCCC AGTOCCTTOO GRCCAGTGOC AGAGCTOG (SEQ 1D HO  207)

SEQ ID NO: 64

EvQL LEG §GG LVGQP 068 LRL 5CAAR 8GPF TPN E¥
E M

GAGGTUCAGC TGTTGGAGTC TGGAGAGIC TTGGTACAGS CTGRGGEGTC CCTGCGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTAAT
GAGTATGAGA

CTCCACGTCG ACAMCCICAG ACCCCCTCCU AACCATGTCG GACCCCCCAG GGACGCAGAS AGGACACGTC GGAGGCCTAA GTGGAAATTA
CTCATACTCT

T WV RQAr P G X6 L ENW VY3IT I TEE 68G TY Y ADSYVY K
G B
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TGACGTGGGT CCGCCAGGCT CCAGOGAAGG GTCTAGAGTS OJTCTCAACG ATTACTAGIG AGGGTAGTGG GACATACTAC GCAGACTCCG
TARRGOGCOG
ACTGCACCCA GGCGGTCOGA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC CTAGAGTTGC TAATGATCAC TCCCATCACC CTGTATGATG CGTCTGRGGC
ATTTCCCGGC

F TI § R DN 5 KN TLY L QMN S LR AED TAVYY Y CA K
P N

GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTUCARATOA ACAGOCTGCG TGCCGAGGAC ACCGCGETAT ATTACTGTGC
GAAACCTAAT

CAAGTGSTAG AGGGOGCTGT TAAGGTTCTT GTGCGACATA GACGTTTACT TGICGGACGC ACGGCTCCTO TGUGOGCCATA TAATGACACGE
CITIGGATTA

G K FD Y ¥G Q@T L VTV 5 3
GGTAAGTTTG ACTACTGGGG TCAGGGAACC CTQOTCACCG TCTCQAGC (SEQ ID NO: a08)
CCATTCAAAC TGATUACCIC AGTCCCTTGG GACCAGTGGT AGAGCTCG (SEQ ID MO 209)

SEQ ID NO: 65

EvVQ0L L ES 666G LV QP GCOQF L RL &CAA 8 GPF TVPFS5 DY
EN .
GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGUTACAGC CTOOGGEGETC CCTGOGTCIC TCCTGTGCAG CCTCCOGGATT CACCTTTICT
GATTATGAGA

CTCCACGTOG ACMACCTCAG ACCCCCTCCG AACCATGTOG CACCCCCCAG GGACGCAGAG AGGACACGTC GGAGGCCTAR GTGGAMAAGA
CTAARTACTCT

L WY ROQA PG KG LEW V3T I TSEE OCHE TYZY ADSYVY X
g R
TGTIGIGGEGT CCGCCAGGCT CCAGGGAACG GTCTGGAGTG CGTCTCAACT ATTACTAGTG AGGGTCATTC TACATACTAC GCAGACTOCG
TARROGGCCG
ACRRCACCCA GGCGGTCCGA GGTCCCTTCC CAGACCTCAC CCAGAGTTGA TAATGATCAC TCCCAGTAAG ATGTATGATG CGUTCTGAGGC
ACTTCCCGGC

FTI $ R DN 8 KN TLY L QKN 65 LR AED TAVYY Y CA K
PG

GTTCACCATC TCCOGCGACA ATTCCAAGAR CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACACCCTGCO TGCCGAGGAC ACCGUGGTAT ATTACTGTGC
GARACCTGGR

CAARJTUGTAG AGGGOGCTGT TAAGGTTCTT GTGCGACATA GACGTTTACT TUTCGGACGC ACGGCTCCTG TGGCGCCATA TAATGACALG
CTTTGGACCC

T S FD ¥Y¥wG ¢GT L VTV 5§ B
ACTTCGTTTG ACTACTGGGA TCAGGGARCC CTGGTCACCG TCTCGAGT (BEQ ID NO« 210)
TGARGCAAAC TOATGACCCC AGTCCCTTGG GACCAGTGGE AGAGCTCG (SEQ ID RO  211)

SEQ ID NO: 66

T vVQL LES 866G LVOQP GGSE LRL 8CAMAMGEGF TFPFZS DY
;Mmmmmmmmmwmm
mmmmmmmmmmmﬂmmm
CTAATACTCT

E WY RQA PGXOG LEW VBT I DSD GS&F TYY ADSVY K
TGAGTTGGET CCUCCAGOCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCAACG ATTGATTUIG ATGGTAGTTT TACATACTAC GCAGALTCCG

ACTCAACCCA GACGGTCOGA GGTCCCTTTC CAGATCTCAC CCAGAGTTUC TAACTAAGAC TACCATCAAR ATGTATGATG CGTCTGRGGC

F TI 8 RDN 8 XN TLY LOQMN S5LR AEDN TAYVY Y CA X
GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAR CACGCTOTAT ITGCAAATGA ACAGCCTGCS TGCCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC
CAAGTGGTAG AGGGCGCTGT TAAGOTTCTT GTGCGACATA JACGTTTACT TGTUGGACGC ACGGCTCCTG TGGOGCCATA TAATGACACG
vV X F D Y WG 0 GT L VTV 5 8

ACTACTGGGG TCAGOGAACC CTGUTCALCG IUTCGAGC (BEQ ID MO 313)
CACTTCRRAC TGATGACCCC AGTCCCTTGG GACCAJTGGC AGAGCTCG (SEQ ID NO» 213}

SEQ ID NO: 67

EVvVQgL LES GGG LVYQP GOGS5 LRL 8 CAMAMAMTEGEGTF TFZX DY
E M

GAGGTACAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTUJTACAGC CIGGGGGGTC CCTGOGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTARG
GATTATOAGA
CTCCACGICG ACAACCTCAG ACCCCCTCCG AACCATGTOG GACCCCUCAG GGACGCAGAG AGGACACGTC GGAGGCCTAA GTGGAARTTC
CTAATACTCT

T WY ROQOA PGXOG L EW V385 I 88T GQOS& TYY ADOGBV K
TGACTTGGGT COGCCAGSCT CCAGGQAAGG TTCTAGAGTG GGTCTCATCT ATTTCTTCTA CTGUTCAGTC TACATACTAC GCAGRCTCCG

ACTGAACCCA GGOGGTCCGA GOTCCCTTCC CAGATUTCAC CCAGAGTAGA TAAAGAMGAT GACCAGTCAG ATGTATGATG CGTCTGRGGC

F TI 8 R DN 8 XN TLY LQMNMN 8LR AED TARVY YCA X
GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAR CACGCTUTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCO TGOOGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC

GAAACCOGET
CAACTOGTAG AGGGOGCTGT TAAGGTTCTT GTGCGACATA GACGTTTACT TGTCGGACGC ACGGCTCCTG TGGOGCTATA TAATGACACG
CTTTGGCCCA

N K FPD Y WG QGT L V T\ § §
AATAAGTTTIG ACTACTGGGG TCAGGGARCC CTGJTCACCG TCTCGAGT {BEQ ID NOa 114)
TTATTCAARC TGATGACCCC AGTCCCTTOU QACCAGTUGE AGAGETUG (BEQ ID NO. 215)

SEQ ID NQ: 68
EVQL LEB GGG LVYOFPF G6GE LRL 8CAR §G¢¥9 TFL DY
G M
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AT

GAGOTOCAGE TOTTOAAJTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGOGTCTC TUCTGTGCOAG CCTCCGGATT CACCTTTCTT
GATTATGGTA
CTCCACGTCG ACAACCTCAG ACCCOCTCCG AACCATGCTCO GACCCCCCAG QOACGCAGAG AGGACACGTC GGAGGCCTAM GTGGAMAGAA
CTAARTACCAT

A WY RQA PGKG LEWwW VEA I 6§ PL 6LS TYY ADSBY K
TOGCTTUGGT COGCCAGHCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTC GGTCTCAGCT ATTTCGCCTC TTGGTCTTAG TACATACTAC GCAGACTCCG

ACCGAACCCA GGOGGTTOGA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTCGA TAAAGCGGAG AACCAGAATC ATGTATGATG CGTCTGAIGC
ACTTCTCGGC

F T I S R DN § KN TLY L QMXKDN B8 LR AED TAMYVYY Y CA K
E V

GITCACCATC TCCCGCSACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGOG TGCCGAGGAT ACCGCGGTAT ATTACTGIGC
GAARAGAGAGTS

CAAGTGGTAG AGGGCGTTUT TAAGGTTCIT GTGCGACATA GACGTTTACT TGTCGGACGC ACGGCTUCTA TGGCGCCATA TAATGACACG

R vYVGE GVH PPEKE PDYW G6Q6G TLV TV GE S
AGGGTGGGTA GGGGTGTTICA TCOCTCOGAAG TTTGACTACT GGGGTCAGGG AACCCTGGTC ACCGTCTCUA GC (FEQ ID NO  116)
TCOCACCCAT CCCCACAAGT AGOAGGCTTC AMCTGATGA CCCCAGTCCC TTGGGACCAO TGGCAGAGCT OG {EEQ ID NO 117)

SEQ ID NO: 69
QL

B Vv L I B 666G L YVOQOP GGS8 LRL FCAA 8 GF TVPFTE NY
A M

GRGGTGCAGC TCTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGCGTCTC TCCTGTGOAG CUTULGGATT CACTUTTIGAG
ARTTATGCTA

CTCCACGTCG ACAACCTUAG ACCCCCTCCG AACCATGTCG GACCCCCCAG GGACGCAGAG AGGACACGTC GGAGGCCTAR GTGGARACTC
TTAATACGAT

8 ¥ ¥ R QA PG KEG L EW ¥YS§5T I APL GYP TY Y ADEV K
g R
TUTCEIGGET COGCCAGGCT CCABGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCAACG ATTGCTCCGC TGGUTGTICC GACATACTAC GCROACTOUG

ACAGCACCCA GGCGGTCCGA GGTCCCTTICC CAGATCTCAC CCAGAGTTGC TAACGAGGCG ACCCACMAGG CTUTATGATG CGTCTGAGGC

P TI S RDAN 35 KN TLY LOQOMDHN 5 LR AEBED TAUVY Y CA K
OTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCARATGA ACAGCCTGCG TGCCGAMIGAT ACCGCGGTAT ATTACTGTGC

CAAGTGGTAG AGGGOGCTGT TAAGGTTCIT GIGCGACATA GACGTTTACT TGTCGGACGC ACGGCTCCTA TGUOGUCATA TAATGACACG

CAACCCCGCA CCGACGTCAO COCCTCAAAA CTGATGACCC CAGTCCCTTG GOACCAGTGO CAGAGCTCG (SEQ ID NO  119)

SEQ ID NO: 70
EVQL LEE O GG L YO ? 668 LRL SCAA 8 GP TPFE GY
P M

GAGGTGCAGC TGTTGGACTC TGGGGGAGGD TTGGTACAGC CTGGGGGETC CCTGOSTCTIC TUCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTIGAG
GGTTATCCTA

CTCCACGTCG ACAARCCTCAG ACCCCCTCCG AACCATOTCO GACCCCCCAG GGACGCAGAG AGGACACTUTC GGAGGOCTAA GIGGAAACTC
CCAATAGGAT

5 WY RQA PGEKEOG L EW VvsST I 8 PL GPD TVYY ADZEY K
G R
TGTCGTGGET COGCCACGCT CCAGGAAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCAACT ATTAGTCCTT TGGGTCCTGA TACATACTAC GCAGACTCCG
TGAAGGGCCG
ACAGCACCCA GGOGGTTOSA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTTGA TAATCAGGAA ACCCAGGACT ATGTATGATG CGTCTGAGOC
ACTTCCCGAC

F * 1 8 A DN 5 EN TLY L QMN S LR AEBED TAVY ¥Y CA K
L L

GTTCACCATC TCCCUCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAMBATGA ACAGCCTGCG TGCOGAUGAT ACCGTGGTAT ATTACTOTIC
GAAACTGTTA

CAAGTGGTAG AGQGCGCIHT TAAGGTTCTT GTGOGACATA GACGTTTACT TGTCUGACSC ACOGCTCCTA TGGOGCCATA TAATGACACO
CTTTGACARC

M @G EY L NGS§ RTVF¥ DY WG QGT L VT V 8 §
ATGGGGGAGT ATTTGAATTC TAGGACGTTT GACTACTGGG GTUAGGGAAC CCYGOTCACC OTCTCGAGC {SEQ ID EO 220)
TACCCCCTCA TARACTTAAG ATCCTGCAAA CTGATGACCC CAGTCCCTIG GGACCAOTON CADAGCTOR {(SEQ ID NO 221}

SEQ ID NC: 71

E VvV QL LES§ 666G LV QP 0GS LRL 898 CAMAMMMSGF TUPFPE AY
P H

GAGUTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGRAGGEC TTGETACAGC CTGGGGGGTT CCTOCUTUTC TCLTUTGCAG CCTCOGGATT CACCTTIGAG
GCGTATCCTA

CTCCACGTOG ACAACCTCAG ACCCCCTCCG AACCATGTUG GACCCUCCAG QGACGCAGAG AGGACACOTC GGAGOCCTAA GTGGAAACTC
CGCATAGAAT

§ WV RQA P GXG L EW V585 I 8 PL GLW TYY ADSEV X
3 R
TGTCGTGGET CCGCCAGGCT CCAGGGAMSG GTCTAGAGTG GGTCTCARGT ATTTCCCCTC TTGGTTTGTG GACATACTAC GCAGACTCCG
TGANGGACCG
ACAGCACCCR GGCGGTCOCGA GGTCCCTIUT CAGATCTCAC CCAGAGTTCA TAARGGGGAG ARCCAMACAC CTGTATGATG CGTCTGAGGC
ACTTCCCGGC

FTI 5 RDN 8 XN TLY LLOQMUMHN BLR AMED TAVY Y CA K
L B

GTTCACCATC TCCCOCGACA ATTCCAAGAA CACGCTUTAT CTGCAMAATGA ACAGCCTGOG TGCCGAGGAC ACCGOGGTAT ATTACTUTGC
GARACTTAGT

CAAGTGOTAG AGGGOSCTGT TAAGGTTTTT GTGCGACATA GACGTTTACT TGYCGGACIC ACGGCTCCTG TGECGCCATA TARTGACACG

CGACCCOGCC TCTGAGTACA AATAGCCOAR ARACTGATGA CCCCAGTCCC TTGOQACCAG TGGCAGAGCT CG (G6EQ ID RO 223)
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SEQ ID NO: 72

EVQL LTS GGG L VQP GG 8 L BL BECAMA B8G6GPF TFE
D M

GAGGTGCAGC TGTTGUGAGTC TGUGGGAGGE TTGGTACAGC' CTGGGGGETC CCTGOGTCTC TCCTGIGCAG CCTUCGGATT CACCTTTTICT
AAGTATGATA

CTCCACGTCG ACAACCTCAG ACCOCCTOUG AACCATGTOG GACCCCCCAG GGACGCAGAG AGGACACGTC GGAGGCCTAA GTGGAAAAGR
TTCATACTAT

§ w vV R QA PG KG LEV¥ Vv8§T I LED GLT TYY ADEY
g R
TGTCTTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAMGG GTCTAGAGTU GGTCTCAACT ATTCTGGAGG ATGGICTGAC TACATACTAC GCAGRCTCCS
TGAAGGGCCOG
ACAGAACCCA GGOGGTCCGA GGTCCCTTCC CAOATUTCAC CCAAJTTGA TAAGACCTCC TACCAGACTG ATGTATGATG CGTCTGAGGC
ACTTCCOGEE

FTI 5§ RDN § KN TLY L QMHN LR A ED TAUVY Y CA
PG
GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCARATGA ACAGCCTGOG TGCCGAGGAC ACOGOGGTAT ATTACTGIGC

GAMACCCGGGG
CAAGTQUTAG AGGGCGCTGT TAAGGTTCTT GTGCGACATR GACGTTTACT TUTCGGACGC ACGGCTCCTG TGGCGCCATA TAATOACACG
CTTTIGGCCCC

R L FD YA 0 0GT L VTV B S8
CGTTTGTTTIG ACTACTIGEG TCAGGGAACC CTGOTCALCG TCTCOAGC (BEQ ID MO 224)
GCAAACRAAC TOATGATCCC AGTCCCTIGG GACCAGTGGC AGAGCTCG (BEQ ID MO 225)

SEQ ID NO: 73

E YVOQL LS GGG LVYQP GGS& LRL 8CAA GVF TFGE
P M

GAGGTGCAGC TGTTGGAGIC TGOGGOGAGGC TTGGTACAGE CIGGGGGGTC CCTACATCIC TCCTGTGCAG CCICCGGATT CACCTTTTICOG
QATTATCCTA

CTCCACGTCG ACAACCTCAG ACCCCCTCOG AACCATGTCG GACCCCCCAG GGACGCAGAG AGGACACOTC GAAGICCTAA GTGGAAMAGC
CTAATAGGAT

T ¥ vV B QA FPGKXKG L EW VST ILBP GTE TYY ADSY
G R
TGACGTGGET COGCCAGGCT CCAGGGAAGG CTCTGGACTG GOTCTCAACT ATTCIGTCIC OGGGTACGGA GACATACTAC GCAGACTCOG
TGAAGGGCCG
ACTGCACCCA GGOGGTUCGA GOTCCCTTCC CAGACCTCAC CCAGAGTTGA TAAGACAGAG GOCCATGCCT CTGTATGATG CUTCTGAGGC
ACTTCOCCGGC

F TI S5 B DN 8 KN TL Y L OMN $ LR AETD TAVYVYY Y CA
A E

GITCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGOG TGCCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC
GAARGCTGAG

CAAGTGGTAG AGGGCGCTGT TAAGGTTCTT GTGCGACATA GACGTTTACT THTCGGACGC ACGGCTCCTG TGGCGCCATA TAATGACACG

TTCCTAMMC TGATGACCCC AGTCCCTTGG GACCAGTGGC AGAGCTICG (§8Q ID WO 2a7)

SEQ ID NO: 74

E VL LES &6GG L VQ ?*» GGS5 LEBEL 8 CAMAM 8GF TFL
P M

GAGUTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGE TTGGTACAGC CTGGOGGETC CCTGOITCTC TCCTGIGCAG CCTCGGGATT CACCTTTITG
CAGTATCCGR

CTCCACGTCG ACAACCICAG ACCCCCTCCG AACCATITCG GACCCCCCAG GGACGCAGAG AGGACACOTC GGAQCCCTAA GTGGAAAAAC
GTCATAGGCT

G ¥V BRQA PGEG LEW V8T I §PV GGLT TVYTY ADZSYVY
G R
TGGGTTGGGT COGCCAGGET CCAGGGAAGG GTCTAGASTS GGTCTCAACT ATTICICCIG TIGGTITGAC TACATACTAC GCAGACTCCG
TGAAIGGCCG
ACCCAACCCA GGCGGTCOGA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTTGA TAAAGAGGAC AACCAAACTO ATGTATGATO CGTCTGAGGC
ACTTCCCGGC

F TI 65 B DN 8 KN TULVY L QMN S LR AED TAVY Y CA
L F

GTTCACCATC TCCCGCOACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAMATGA ACAGCCTGCG TGCCGAGGAT ACCGCGGTAT ATTACYGTGC
GAMATTGTTT

CAAGTOGTAG AGGGCGCTGT TAAGGTTCTT GTGCGACATA GACGTTTACT TOTCGGACGC ACGGCTCCTA TGGCGCCATA TAATGACACG
CTTTAACAAA

E &G S R I ¢H DV G FPDY W @8 Qg6 TLY TV B &
GGATTCAGCG TGATGTGGGT TTTGACTACT GGGGTCAGGE AACCCTGGTC ACCGTCTCOA OC (SEQ ID NO  218)
CTCCCCAGCT CCTAAGTCGC ACTACACCCA AAACTGATGA CCCCAGTCCC TTOGGACCAG TGGCAGAGCT CG (SEQ ID NO» 229)

leVQEDLN?.E7§GGGLVQPGGBL!LSCAASGFTFE
:m:lmmmmrmmmmmnm
m;::ummcccmm AACCATGTCG GACCCCCCAG GGACGCAGAG AGGACACGTC GGAGGCCTAR UTGGAMLTC
CTCATACCAT

A WYV B QA P GEKG L EBEW ¥V T I 8PL GI &8 T Y Y ADSEY
%&mﬁmmmmmmnmmmmﬂﬂmm

ACCGCACCCA GGCGGTCCAA GU@TCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTTGA TAMAAGAGGOS ACCCATARAG CTUTATGATG CGTCTGAGGC
ACTTCOCGGE
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FT™1 5 RDN § KN TLY LOQMN S LR ABED TAVY Y CA K
H A

GTTCACCATC TCCOGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCARATGA ACAGCCTGOG TUCTGAGGAC ACCGOGGTAT ATTACTGTGC
GAAACATGCT

CAAGTGETAG AGGACICTGT TAAGGTTCTT GTGCGACATP GACGTTTACT TGTICGGACGE ACGGCTCCTG TGGCGCCATA TAATGACACG
CTTTGTACGA

SEQ ID NO: 76
QL

E V L E S GGG L VY QP GGS LERL 68CAA 5GP TFE RY
o M

GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGUTACAGC CIGOGGGGTC CCTGOGTCIC TCCTOTICAG CCTCOGGATT CACCTTIGAG
AGGTATCAGA

CTCCACGTCG ACARCCTCAG ACCCCCTCCG AACCATGTCG GACCCCCCAG QORCGUAGAG AGGACACGTC GGAGGCCTAM GTGGAAACTC
TCCATAGICT

A WY ROQA POKG L EW v 8T I 66D GGG TVY Y ADSESV KX
G R

TGGOGTGGET COGOCAGGCT CCGGGGAAGG GTCTAGAGTG GGICTCAACD ATTAGTTCTG ATGGTGGGGE GACATACTAC GCAGACTCCG
TAAAGGGCCG

ACCGCACCCA GGUGGTCUGA GGOCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTTGC TAATCAAGAC TACCACCUCC CTGTATGATG OGTCTGAGGC
ACTTCCCGGT

F T1 SR DN S EKEN TLVY L QMMDN S5 LR ABD TAV Y Y CA K
PG

GTTCACCATC TCCCAOCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGR ACAGCCTGOG TGCCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGIGT
GARACCTIOT

CARGTGGTAG AGGGCGCTGT TAAGGTTCTT GTGCGACATA GACGTTTIACT TGTCGGACGC ACGGCTCCTG TGGCGCCATA TAATGACACT
CTTTGGACCA

¥ R FD Y WG QGT L VYTV G F
CATCGSTTTG ACTACTGGG0 TCAGGGBAACC CTGGTCACCG TCTCGAGC (GEQ ID NO: 232)
GTAGCCARAC TGATGACCCC AGTCCCTTGG QACCAGTGGT AGAGCTCG (SEQ ID NO 233}

SEQ ID NO: 77

B ¥YQL LES GGG LVYQ?>» GGE LRL 8CAAR EGF TFUG R Y
G M

GAGGTGCAGC TGTTOGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGOGTCTC TCCTUTGCAZ CCTCCGGATT CACCTTIGGT
CGTTATCAGA

CTCCACGTCS ACAACCTCAD ACCCCCTCCG AACCATGTCG GACCCCCCAG QQGACGCAGAG AGGACACGTC GGAGGCCTAAR GTGGAAARCCA
GCARTAGTCT

A WY R QA PGEKEO L EW Vv 8 8 1 8§D GGG T VY Y ADSV K
G R
TGGCTTGGGET COGCCAGOCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCATCT ATTTCTTCIG ATGGTGGGGG GACATACTAC GCAGACTCCG
TGAACGGECOE
ACCGARCCCA GGCGOTCOGA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGACTAGA TAAAGAAGAL TACCACCCUC CTIGTATGATG CUTCTGAOGC
ACTTCCCGGC

FTI BARARDX B KN TLY LOMKKDN BLR AED TAVY Y CA K
F 3

GTTCACCATC TCCOGOGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGR ACAGCCTGOG TGCCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGIGC
GAMCCGTCT

CAAGTGGTAG AGOGCGCTGT TAAGGTTCIT GTGCOGACATA GACOTTTACT TGTOGGACGC ACGICTCCTG TGGOGCCATA TAATGACACT
CTTTGGCAGA

R B FD Y WG @QGT L VTUY S5 8
CGTORGTTTA ACTACTGGGG TCAGGGAACC CTGGTCACCG TCTCGAGC (HEQ ID NO  234)
GCAGCCAARC TGATOACCCC AGTCCCTTGG GACCAGTGGC AGAGCTCS (SEQ ID NO  235)

SEQ ID NO: 78

EVQL LES G666 L VYQP GGP LAL §CAAL 8CGCGF TFE LY
P M

GAGSTGCAGC TOTTGAAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGOUTT CCTGCGTCTU TCCTGTGCAS CCTCCGGATT CACCTTIGAG
TIGTATCOGR

CTCCACGETOG ACAACCTCAS ACCCCCTCOG AACCATGTCG GACCCCCCAR OQQACGCAGRD RGACACGTC GGAGGCCTAA GTGGARACTC
AACATAGGCT

AWV HQA PGXKG LEW YS 5 I 5PV 6FL TVYY ADSVY K
G R
TGGCGTGGGT COGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTGGAGTG GGTCTCATCG ATTTICTCCGG TTGUTTTTCT GACATACTAL GCAGACTCCG
TGARGOGCCG
ACCGCACCCA GGCQUTCCGA GGTCCCTTCC CAGACCTCAC CCAGAGTAGC TAARGAGGCC AACCAAAAGA CTGTATGATG COTCTGAGOC
ACTTCCOGGC

P TI &5 R DN S KN TLY L QMN §8LERE ABD TAMVY Y CA K
G H

GTICACCATC TCCOGCGACA ATTCCARGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCUTGLG TGCOGAGGAT ACCGCGGTAT ATTACTGTGC
GAARMGGGCRAT

CARGTGGTAG AGGGCGCTGT TAAGOTTICTT GIGOGACATA GACGTTTACT TGTCGGACGE ACGGCTCCTA TGGCGCCATA TAATGACACG
CTTTCCCGTA

EG S8 Y T PR § A F DY W OC @QOGT L VT YV 8 8
GAGGGETOGT ATACTCOS06 GTCSSCTTTT GACTACTGGG GTCAGOUAAC CUTUGTCACC GICTCGAGC (BEQ ID MO 236)
CTCCOCAGCA TATGAGGCGC CASCCGARAL CTGATGACCC CAGTCCCTTO QJACCAITGG CAGAGCTCG (GEQ 1D MO 237}

SEQ ID NO: 79
E ¥ QL LES G6GG L Y QF GGS8 LRL 8¢CrAr 8 GF TFVY AY
P M

GAGGTGCAGEC TGTTIGGASTC TGCGGGAGOC TIGGTACAGC CTIGGGGGGTIC CCTGOGTCTC TCCTGIGCAG CCTCCGGATT CACCTTIGIG
GOGTATCCTA

CTCCACGTCG ACAACCTCAG ACCCCCTCOD AACCATUTCG GACCCCCCAS GGACGCAGAG AGUACACGTC GGAGGCCTAR GTGGAAACAC
CGCATAGGAT
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3¢6

A W VY R QA PG KOG L EW V8T I APL 6GN TYT ADOS VY K
G R
TGGCETGGGT COGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTGGAGTG GGTCTCAACT ATTGCGCCTC TGGUTGGTAA TACATACTAC GCAGACTCCG
TGAAGGGCCG
ACCGCACCCA GGOGGTCCGA GGTCCCTTCC CAJACCTCAC CCAGAGTTGA TAACGOGGAG ACCCACCATT ATOTATOATG CGTUIGAGGC
ACTTCCOGGC

FTI S BDXN § EN TLZY L QMN 8LER AED TAVY Y CA K
R P

GTTCACCATC TCCCGOGACA ATTCCAAGAR CACGCTOTAT CTGCAMATGA ACAGCCTGCG TGCOGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC
GARMRDGGCCG

CAAGTGGTAG AGGGCGCTGT TAAGGTTCTT GTOCGACATA GACGTTTACT TGTUGGACSC ACSGCTCCTG TGGOGCCATA TAATGACACTS
CTTTGCOGGE

EGLQ I DS QNP P Y WG QGT L YT V §E
GAGGGGCTGC AGATTGATIC TCAGAATTTT GACTACTOG3 GTCAGGGAAL CCTGGTCACC GTCTCGAGC {EEQ ID HO  238)
CTCCCCGADG TCTAACTAAG AGTCTTAAAA CTGATGACCT CAGTCCCTTG UOACCAGIGG CAGAGCTCG (BEQ ID NO 239

SEQ ID NO: 80

E vVQL L ES GGG LV QP 660G585 L ARL 5CAA 8CGPF TPFA LY
[+ ]

GAGCTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGT TTGGTACALDLC CTGCOGGCTC CCTGOGTCIC TCCTGTGCAG CCTCOGGATT CACCTTIGOG
TTGTATCAGA

CTCCACGTCG ACAACCTCAQ ACCCCCTCCG AACCATUTOG GACCCCCCAG GGACGCAGAGC AGGACACUTC GGAGGCCTAA GTGGAAACGC
AMCATAGTCT

AWV ROQA PGBKG LEW Vv $8 I DESES6 G6§D TYY ADSYV K
G R
TGGCTTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTTCTCATCG ATTGATTCTT CTOGTAGTGA TACATACTAC GCAGACTCOZ

‘TGAAGGGCCA
ACCGAACCCA GGCOOTCCGA GGTCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTAGC TRACTAAGAA GRCCATCACT ATGTATGATG CGTCTGAGGC
ACTTCCCGGC

F T 1 8 R PN E KN TLY LQ®MN 6 LR AED TAVY Y CA K
P E

GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTA" CTGCAAATGA ACAGCCTACG TGCCGAGGAT ACCGCGGTAT ATTACTUTGC
GAARCCTGAG

CAAGTGGTAG AGGGCGCTGT TAAGGTTCTT GTGCGACATR GACGTTTACT TGTCGGACGC ACGGCTCCTG TGGCOGCCATA TAATGACACG
CTTTGGACTC

R D FD ¥Y WG QGT L VYTV 8 6
CGTGATTTTG ACTACTGGGG TCAGGGAACC CTGGTCACCO TCTOGAGC (SEQ ID NO 240}
GCACTARAAC TGATGACCCC AGTCCCTTGG GACCAGTGGC AGAGCTCG (SEQ ID NO  241)

SEQ ID NO: 81
B VvVQL LES GGG LVQRP GGSE& LRL 8CAAM S§OGCF TFZPR QFY
oM

GAGOTGCAGC TOTTGOAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAMIC CTGGEGGGTC CCTGCSTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTAGR
MMMMWWWWMMMM
GTCATGGTCT '

A WA RQA PGEKUG LE#N Vv 8T I A 8D 6VS TYY ADSY X
TGGCTTGGEC CCOCCRGACT CCAGGGAAGO GTCTAGAGTG GGTCTCAACG ATTGCUTCGG ATGGTGTTTU TACATACTAC GCAGACTCCG

ACCGAACCCG GGCGGTCCGA GOTCCCTTCC CAGATCTCAC CCAGAGTIGC TAACGCAGCC TACCACRARG ATGTATGATG CGICTGAGGC

FTI §RDN § KN TLY LQMMDN BLR AED TAVY ¥ CA K
GTTCACCATC TCCCGOGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCARATGA ACACCCTCCG TGCOGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGYGE

CAAGTGOTAG AGGGCGCTGT TAAGJTTCTT GTGCGACATA GACSTTTACT TGTCGOACGC ACGGCTCCTG TGGOGCCATA TAATGACACG

GCACTARAAC TGATGACCCC AGTUCCTTGG GACCAGTGGC' AGAGCTCG (SEQ ID NO  24))

DOM-116 SEQ ID NO: 82
DI QM

1

101

201

3ol

T 08 P 5 8 L 8 AY VGED RVT ITCBR ASSQ PIG PD
GACATCCAGA TGACCCHAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACTTIGOC GGGCAMGTCA GCCTATTGGT

CTGTAGGTCT ACTGOGTCAD AGGTAGGAGG GACAGACGTA GACATCCTCT GGCACAGTGG TAGTGAACGG CCCGTTCAGT CGGATAACCR

W Y Q) 0 KP G KAP KLIL I YQ TS TIUL QB VPSS RPFS5G 5
TGTGUTACCA GCAGAAACCA GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATCAG ACGTCCATIT TGCARRGTUG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG

ACACCATGGT CGTCTTIGGT CCCTTTCGGG GATTCGAGGA CTAGATAGTC TGCAGGTAAA ACGTTTCACC CCAGGGTAGT GCAMAGTCAC

¢ TD FTULT I 6§ 6 LQP EDFA TYY €CQG¢ Y WAPF PVT F
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG TATTGGGCTT TTCCTGTGAC
ACCCTGTCTA AAGTGAGAGT GGTAGTCGIC AGACGITGOA CTTCTAAAAC GATGCATGAT GACAGTTGTC ATAACCCGAA AAGGACACTG
g TEKV EI K R

GGGACCAAGG TGGAAATCAA ACGG (6EQ ID NO« 244)
CCCTGGITCC ACCTTTAGTT TGCC {(SEQ ID NO  245)--



DOM-85 - SEQ ID NO.: 246 :
EVal ES GGG LVQP GGS LRL §S$CAA SGF TFE Y DM
1 GhGOTGCAGE TGTTGGAGTC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGCGTCTC TCCTGTGCAG CCTCOGGATT CACCTTTGAG CAGTATGATA
RWVYV RQA PGKG LEW VGSSW IDEATGHETGTYTYADSVYV KGR
101 TGAGGTGGGT CCGCCAGGCT ccamauuc GTCTAGAGIG GTCICATIO KTTGATGAO COGOTCATOA GACKTACTAT GCAIACTCCD TGAAGGGCCG
FTI §RDN N T LY LQMN SLR A E K G M
201 GTTCAGEATC TCCOBCIAGE ATTCCAGCAR CACGCTGTAT CGCARATGA. ACGCTTGCS TGCCOAGGAC ACCORAGTAT ATTACTGIOS GANAGGGATG
DGFD YWG QGT LV TV 8§
301 GATGGGTTIG ACTACTGGGG TCAGGGAACC CTGGTCACCG TcTcaace — SEQ ID NO.: 361

DOM-86 - SEQ ID NO.: 247

DI QM TQS PSS L SAS D RV T I T CR ASQ DIG DALTF
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT (.'I'GTAGGAGA COGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GGATATTGGG GATGCTTTAT
W YQ QKPP 66 KAP KLIL I YY S5 ML @QS8S6G6 VPSS RFSG GG S
TTTGGTACCA GCAGAARCCA GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATTAT TCTTCCATGT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCGGTGGATC
G TD PTLT I SS LOQP EOH PFA TY Y CQQ RHST PAT F G Q
\T TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG CGGCATAGTA CTCCTGCTAC GTTCGGCCAA
G T K V E I K R

GGGACCAAGG TGGAAATCAA Acce — SEQ ID NO.: 362

DOM-87 - SEQ ID NO.: 248

1

101

201

DI gQM TQS PS8 L SAS VGEGD RVYT ITCR ASAQ DTID EGBS LM
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA COGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GGATATTGAT GAGTCTTTAA
W Y Q Q K P GKAP RLUL I YG VS YL QSG VPS RFSG S G S
‘TGTGGTACCA GCAGAAACCA GGGAAAGCC(® CTARRCTCCT GATCTATCSG GTSTCCTATT 1GAAAAGLTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
6 TD PTLT I SS LQP EDVFA TVYY CQQ RWIXKAPFT F GAQ
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTCG CTACGTACTA CTGTCAACAG OGGTGGAAGG CTCCTTTTAC GTTCGGCCAA

¢ Txv 1 x rR - SEQ ID NO.: 363

DOM-88 - SEQ ID NO.: 249

1

101

201

301

DI QM TQS PSS L SASBS VGD RVT I TCR ASQ EIV EDLY
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA CCGTGTTACC ATCACH.GCC GGGCAAGTCA GGAGATTGTG GAGGATTTIAT

W Y Q Q K P G K AA KL L I Y G A S W L VvV PS RF S G 8 G §
AT A GU }CCG CTAAGCTCCT GATCTATGGT GOGTCCTGAT 'I'GCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
G T D FTLT I $ 8 L QP ED FA TYY €CQQ TRURR PYT F GAQ
‘TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG C GTCCTTATAC GTTOGGCCAA

G TKV E11 K R
GGGACCAAGG TGGAMATCAA Acce — SEQ ID NO.: 364

DOM-89 - SEQ ID NO.: 250
DI QM T Q 8 P A S L 8 A S vV ¢ D R V T I T CR A S Q D 1D P M L R
1 GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCAGCCTCC C AT C CC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GGATATTGAT CCTATGTTAA
W Y Q Q K P G K AP KL L I Y A G $ 1 L @S G VPS RPFSG B G S§
101 A CCA 'CC CTAAGCTCCT GAT GGTTCCATTT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC

164
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201

301

T FTLT I S8 L QP EDVFA TVYY CQQ TLVT PYT FGOQ
TGGGI\CAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG ( TA CTGTCAACAG AC CTCCTTATAC GTTCGGCCAA
G T KV E1I K R

GGGACCAAGG TGGAAATCAA acoé — SEQ ID NO.: 365

DOM-90 - SEQ ID NO.: 251

1

101

201

301

DI QM TQS PSS L SAS VGEGD RYVT I TCR ASQ S1S DALTF
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA COGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GTCGATTTCG GATGCGTTAT
W Y Q Q KP GKAP RLL I YY 6 SVL QSG VPSS RF BG § G S
-rnucmca GCAGAAAC(‘A ‘GGGAAAGCCC CTAGGCTCCT GATCTATTAT GGTTCOGTTT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
F LT I $ 8 L QP EDVFA TYY CQQ RFOQE PVT FGQ
TGGGACAGAT TTCA(.'K(.'I‘CA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GARGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG CGTTTTCAGG AGCCTGTGAC GTTCGGCCAA
G T KV EI K R

GGGACCAAGG TGGAAATCAA AcGG — SEQ ID NO.: 366

DOM-91 - SEQ ID NO.: 252

o1

D I 0OM TQOB8 PS8 L 8AS VGGD RVT I TCR AS5Q QI S DETLN
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCL‘CC CI'G'.I'CCGCAT CTGTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACH'GDC GGGCAAGTCA GCAGATTAGT GATGAGTTAA
W Y Q Q KP G P L I YA VS I L 0 G VvV PS RF SEG 8§ G 8§
ATTGGTATCA GCAGAAACCA GGGAMGCCC CI.‘MGCI‘CCI' GATCTATGCT GTGTCCATTT NCAAM?I.'GG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
G TD FTULT I 88 L QP EDVFA TY Y C€CQQ wWULSF P ST F GAQ
‘TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTIG CTACGTACTA CTGTCAACAG TGGTTGAGTT TTCCTTCGAC GTTTGGCCAA
G T K V E I K R

GoGACCARGG TooRAATCAA Acoe — SEQ ID NO.: 367

DOM-92 - SEQ ID NO.: 253

1

101

EV QDL LES GGG L VQP GG S L R L S C A A 5 G F T FV DY P M
TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGCGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTGTT GATTATCCGA
G WV RQA PG KG L BEW V8T I 8TG G F 6B T ¥Y A DS V K G R

Y Y YL SQ0I KNF DYWG QGT LVT VGES
TATTATTATC T TAAGARTTTT GAC GTC ccreereace erercease = SEQ ID NO.: 368

DOM-93 - SEQ ID NO.: 254

EVQL LES 6GG LVQP GGB5 LRL SCAAR $GPF TVPFPD I YGM

GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCARGAR CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TGCCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GAAACTGAAG
EH GD VPF DY W 6 Q6T L VT V S 8
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a0l

GAGCATGGGG ATGTTCCTTT TGACTACTGG GGTCAGGGAA CCCTGGTCAC corcrcaase — SEQ ID NO.: 369

DOM-94 - SEQ ID NO.: 255

1

101

E V QL L E 8§ G G G L VQ P G G 8§ L R L § C A A § G F T F E L Y P M
GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC CCTGCGTCTC TOCPGTGCRG CL’!‘C&GATT CACCTTTGAG CTTTATCCOGA
s W Vv R Q A P G K G L E W vV s T 18 P T L Y A DSV K G R
TGAGTTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCAACT ATTTCTCCTA CGGG'I'I'I'GTT GRCI\TACH\C GCAGACTCCG TGAAGGGCCG
F T S R DN 8 X N T L Y L OQ M N S LR A ED TAVY Y CA K F K
GTTCACCATC TCCOGOGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGOG TGCCGAGGAC ACCGOGGTAT ATTACTGTGC GAAATTTAAG
R 8 G K TDD TNF D Y W G QG T L VT VS§ S

AGGAGTGGGA AGACTGATGA TACTAATTTT GAC GTC c ercrcaace = SEQ ID NO.: 370

DOM-95 - SEQ ID NO.: 256

1

101

201

301

DOM-96 - SEQ ID NO.

1

101

BEVQLL LES GGG LVOP GGS LRL SCAAR SGF TFZR EYODM

TGT TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGOGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTOGG GAGTATGATA

L WV RQA PGKG LEW VST I VGED GNG TYY ADSVY KGR
TGCTGTGGGT CCGCCAGGCT CC GGTCTCAACG AT ATGGTAATGG TACATACTAC GCAGACTCOG TGARGGGCCG
F TI 8 RDN TLY L QMN S LR AEBED TAVY Y CA KQD

GTTCACCATC TCCCGCGACA Aﬂm CACGCTGTAT CTGCAARTGA ACAGCCTGCG TGCCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GAAACAGGAT
R Q FD Y WG QGT L VTV § S8

CGTCAGTTTG ACTACTGGGG TCAGGGAACC CTGGTCACCG TcTceace — SEQ ID NO.: 371

s 257

B VQP LES 6GG L VOQP G6GGS LRL SCAA SGPF TVPFT DY KM

GAGGTGCAGC CGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGETC CCTGCGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTACT GATTATARGA
L WV RQA PG KG L EW VS S I B8PS G RW T VY Y ADSV KGR

TGCTTTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCAAGT ATTTCTCCTA GTGGTCGTTG GACATACTAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCG

«+F T I 8 RDN S KN TLY L QMN S LR AED TAVY YCA K SIL

201 GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCARGAR CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TGCCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GAAAAGTCTT
FPEGS FDY WG6GQ 6TLV TVS 8
301 TTTGAGGGTA GTTTTGACTA CTGGGGTCAG GGAACCCTGG TcAccercrc aacc — SEQ ID NO. 372
DOM-97 - SEQ ID NO.: 258
EVQL LES 666G LVQFP GGS LRL SCAA SGTF TFE EYGN
1 AGC TGT TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGCGTCTC TCCTGTGCAG CCICOUGNTT CACCTTIONG GAGTATGOTA
S WV RQA PGKG LEW VST ISPI GVT T Y ADSV KGR

101

201

301

TGAGTTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCAACG ATTTCGCCTA TTGGTGTTAC TACATAC.I‘M: GCAGACTCCG TGAAGGGCCG

F TI 8 RDN 8§ KN TLY L QMN S§LR AEDTAVY Y CA KNA
GTTCACCATC TCCOGCGACA ATTCCAAGAR CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TGCCGAGGAT ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GAAAAATGCT
Y DR K B NF DYW 6QGT LVT V5 8

TATGATCGGA AGTCTAATTT TGACTACTGG GGTCAGGGAA CCCTGGTCAC cercrcaacc — SEQ ID NO.: 373
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DOM-98 - SEQ ID NO.: 259

1

101

201

301

EV QL L E 8 G G G LVQP GG B L RL 8 CAA S GF T FD R Y VM
GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGCGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTGAT CGGTATGTGA
VWV RQA PGKD LEW VSG ITZPS GRR TY Y ADSV KGR
TGGTGTGGGT COGCCAGGCT C( ATTACTCCGA GTGGTAGGAG GACATACTAC GCAGACTCCOG TGAAGGGCCG
FTI S R DN § XKD T L Y L Q M N § LR AED T AV Y Y ¢CA K VL
GTTCACCATC TCCOGCGACA ATTCCAAGGA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TGCCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GAAAGTGTTG
G R HF DP L L P S FDYW G QG T L V. T V §

GGGCGTCATT TTGATCCTCT TCTGCCTTCG TTTGACTACT GGGGTCAGGG ARCCCTGGTC Accercrcea ¢ — SEQ ID NO.: 374

DOM-99 - SEQ ID NO.: 260

1

101

201

301

EVQL LES 666G LVOQP GG S RL § CAA B8 GVPF TFE DYAWM
GAGGTGCAGC TGT T CCI'G!!STCI‘C TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTGAG GATTATGCTA
B WV RQA PG KOG L EW VST I TPG GFW T Y Y ADSYV KGR
TGAGTTGGGT CX T CC GTC GGTCTCAARCT ATTACTCOGG GTGGTTTTTG GACATACIAC GUAGACTCCG TGAAGGGCCG

FTI SRDN S KN TLY L QMN 5 LR AEDTAVY YCA KTS
G'I'TCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGC(.‘I'GN TGMAT ACCGOGGTAT ATTACTGTGC GAAAACGTCT
G QL Vv E D F DY WG QG T L

AGTGGGGAGT TGCAGTTGGT TGAGGATTTT GACTACTGGG GTCAGGGAAC CCTGGTCAce crcrcaace — SEQ ID NO.: 375

DOM-100 - SEQ ID NO.: 261

1

101

201

301

DI Q™M TQS S PSS L S8AS VGD RVT I T CR ASQ NIIK HSTULR
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACTTGCC GAGCAAGTCA GAATATTAAG CATTCGTTAC

Y Q @¥% P

5 F A P

P L L
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R 8 Q L
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¥ r
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a 2

G(ﬂ'G(ETACCA GCAGAAACCA GGGAAAGCCC CTAGGCTCCT GATCTATCAT CGTTCCCAGT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
GTDPTLTISSLQPBDPATYYCQQVRHKPYTFGO
TPCAC.\‘CI'CA CCAT(‘AGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG GTTAGGCATC GTCCTTATAC GTTCGGCCAA

G T K V E K

GGGACCAAGG TGGAAATCAA Accc — SEQ ID NO.: 376

DOM-101 - SEQ ID NO.: 262

1

101

DI OM TQS PP 88 LSAS VEGD RYVT I TCRASGQ ATIOG HRTILTER
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCT CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GGCTATTGGG CATCGGTTAC
" ¥YQ QK P G6GKAP KL UL I YHRSI KL QSG VPB RFSGC 8§ G S8
GYTGGTATCA GCAGAAACCA GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATCAT CGGTCCAAGT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
6 T D FTLT I 88§ L QP EDTVFA TVYY CQQ VALV F PYT FGQ
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG GTTGCTTTGT TTCCCTATAC GTTCGGCCAA
G T K V E I K R

GGGACCAAGG TGGAAATCAA Accc — SEQ ID NO.: 377

DOM-102 - SEQ ID NO.: 263

1

S0oL

DI QM TQS PSS L SAS VGD RV I TCR A S QG HI G HHLR
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT mrmcmcmcmmmﬂcc GGGCAAGTCA GCATATTGGT CATCATTTAA
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101

201

301

205

W YQ Q KP G KAP KLUL I YH RSHL QSG VPSS RFSG S G S
GGTGGTACCA GCAGAAACCA GGGAAAGCCC CCAAGCTCCT GATCTATCAT AGGTCCCATT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC

G TD FTVLT ISS L QP EDSA TY Y CQOQ WDRUP PYT F G Q
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTCTG CTACGTACTA CTGTCAACAG TGGGATAGGC CGCCTTATAC GTTCGGCCAA
G T K V E I K R

GGGACCAAGG TGGAAATCAA accé — SEQ ID NO.: 378

DOM-103 - SEQ ID NO.: 264

D I QM T QS PSS L SAS VEGD RVT ITCR ASQ AIG HRILTR
GACATCCAGA TGACCCAGTC CCCATCCTCC ¢ CC “C ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GGCTATTGGG CATCGGTTAC
W YQ Q KP G KAP XLL IYH RSKUL QS G VPS RFSG S G S
GTTGGTATCA GCAGAAACCA GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATCAT CGGTCCAAGT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
G TD FTLT I 88 L QP EDVFA TYY €CQQ VRAYV PYT F G Q
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG GTGOGGGCTG TGCCTTATAC GTTTGGCCAA
G T K V E I X R

GGGACCARGG TGGAAATTAA Accc — SEQ ID NO.: 379

DOM-104 - SEQ ID NO.: 265

D I QM TOQS PSS L SAS VGEGD RVT I TCR ASQ AIG HRTILTR
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA COGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GGCTATTGGG CATCGGTTAC
W YQ Q K P 66 KAP KLL I YH RBEZKIL QSG VPS RFUBG B G §
GTTGGTATCA GCAGARACCA GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT C GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
G TD FTVLT I S$S L QP EDVPFA TYY CQQ VRPFS PYT FGQ
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTITG CTACGTACTA CTGTCRACAG GTTCGTTTTT CTCCTTATAC GTTCGGCCAA
G T R V E I K =

GGGACCAAGG TGGAMATCAA Acee — SEQ ID NO.: 380

DOM-105 - SEQ ID NO.: 266

1

101

201

01

D I QM TQS PSES L SAS VGGD RVT ITCR AS§Q AIG HRTILR
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA COGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GGCTATTGGG CATCGGTTAC

w Y Q Q K P G KA P K L L I Y H R 8§ XK L Q 68 G V P S R F 8 G § G S
GTTGGTATCA GCAGARACCA 'CC CTA C CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
G T D F TLT I 9S8 L Q P B DFA T Y Y c o Q S Y A R PV T F ¢ Q
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG TCTTATGCTA GGCCTGTGAC GTTCGGCCAA

G T X V E I K R

GGGACCARGG TGGAMATCAA Acce — SEQ ID NO.: 381

DOM-106 - SEQ ID NO.: 267

1

101

D I QM T Q 8§ P S S L 8 A S8 V G D RV T I T CR A SOQ 8§ I N HR DL Y

GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA CCOGTGTCACC ATCACTIGCC GGGCAAGTCA ARGTATTAAT CATAGGTTAT
® Y Q Q K P G K A P K L L I ¥YH R S R L Q 868G V P § R F 8 G S G S

ATTGGTACCA GCAGAAACCA cC °CT AT C TGC CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
G T D F TLT I 9 S L QP EDPFA TYY cC o Q Y K VR P NT F G Q
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201

301

TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAGGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG TATAAGGTTA GGCCTAATAC GTTCGGCCAA
G T K V E T K R

GGGACCAAGG TGGAAATCAA Acce — SEQ ID NO.: 382

DOM-107 - SEQ ID NO.: 268

201

3ol

D I QK T QS PS8 L SAS VGGD RVT ITUCR ASQ A1G HRTVLSTHR
GICATC(‘AGA TGACCCAGTC TCCJ\TCCI’CC CI‘GTC!'GCAT CI'GTWGA CGETGTCICC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GGCTATTGGG CATCGGTTAC
Q Q K P 6 L Q s G vV P 8 R F S G S G 8
GTI'GGTAT('A GCAGAAACCA GGGAMECCC CJ.‘MGCI‘CCI' GATTTATCAT CGETCCMGT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
¢ TD PTLT I S$S L QP BEDPFA TYY CQOQ T Y S S PHT P GAQ
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG ACTTATTCGT CTCCTCATAC GTTCGGCCAA
G T K V E I K R

GGGACCAAGG TGGAAATCAA Acé — SEQ ID NO.: 383

DOM-108 - SEQ ID NO.: 269

301

D I QM TQS PS8 L $AS VEGD RVT ITOCR ASQ AIG HRTILTR R
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GGCTATTGGG CATCGGTTAC
W Y Q@ QKP G X AP KLUL I YH RSKIL Q989G VPSS RFSG 8 G S
OTTGGTATCA GCAGAAACCA GGGAARGCCC CTAAGCTCCT GATCTATCAT CGGTCCAAGT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
6 TD FTULT I SS LQP EDFA TYY CQQ RAVR PFT FGOQ
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTACAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG AGGGCGGTGA GGCCTTTTAC GTTCGGCCAA
G T K V E I K R

GGGACCAAAG TGGAAATCAA Acce — SEQ ID NO.: 384

DOM-109 - SEQ ID NO.: 270

1

101

201

301

DI QM T Q 8§ P 5§ 8 L 8 A S vV G D R VT I T CR A S5 Q A I G H R L R
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA COGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GGCTATTGGG CATOGGTTAC
W ¥ Q Q K P G K AP K L L I YH R S KL Q s G VPSS RFS G 5 6 s

GT’ GCl A CCC CTAAGCTCCT GATCTATCAT CGGTCCAAGT TGCAARGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
¢ T D FTULT I 8 B L QP E D F A T Y Y cC Q9 Q T YYR PL T P G
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT TTG C TA ACTTATTATC GTCCTCTTAC GTTCGGCCAA

GGGACCAAGS TeGAAATCAA acse — SEQ ID NO.: 385

DOM-110 - SEQ ID NO.: 271

DI QM TQS PASBS L BAS VGD RVT ITTCR A Q DI D P MNILR
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCAGCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACTTGCC Gmmm GGATATTGAT CCTATGTTAA
W Y Q Q KP GXK AP KLUL I YA G5 IL QS8 G VPS8 RPSG 8 G8S
GGTGGTACCA GCAGARACCA GGGAARGCCC CTAAGCTCCT GATCTATGCG GGTTCCATTT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
6 TD PTLT I SB6 LQFP EBEDVFATVYY CQQ TSIR PYT FGAQ
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG ‘TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG ACTAGTATTA GGCCTTATAC GTTCGGCCAA
G T K V E I K

GGGACCAAGG ToaaaaTcAA acce — SEQ ID NO.: 386
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DOM8-111 - SEQ ID NO.: 272
EVQL LES 666G LVQ?P?P 66GS LRL 8CAA SGF TTFE RYZPHM
1 GAGGTGCAGC TGT TTGGTACAGC C CCTGCGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTGAG CGTTATCCTA
T WV RQA PG KG LEW VST I HGS GSA TYZY ADSV KGR
101 TGACGTGGGT cmacmmmmmnﬂmmn (.'IGGTAGTGC TACATACEAC GCAGAC!CCGTGAAGGGC(X;
FTI 9 R DN S K N T L Y L Q M N 5 v XK G
201 GTTCACCATC TCCCGOGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA Acmcmoc TGC(X;I\GGAC ACCGmAT A'ITACTGTGC GAIM}GGCGG
Y TSR HNS L GH PDYW 6Q6G6G TLV TV S S8

301 TATACTAGTC GGCATAATAG TCTTGGGCAT TTTGACTACT GGGGTCAGGG AACCCTGGTC AccercTceA o — SEQ ID NO.: 387

DOM-112 - SEQ ID NO.: 273

EVQL LES G6GG LVQP GGS L RL SCAA B8GTF T Y M
TGTTGG: e [ TC TCC CCTCOGGATT cncc‘rﬂxm GATTATCCTA
G WV RQA PG KXKG L EW VB S I GPV GMSBS TY Y ADSV KGR
101 TGGGGTGGGT CCOGCCAGGCT GGT AT T TACATACTAC
P TI SRDN XK N TLY LQMN 8 LR AED TAVY YCA KYG

201 GTTCACCATC TCCCGOGACA ATTCCAIGM CACGCTGTAT CTGCARATGA ACAGCCTGCG TGCWAGGAT ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GAAATATGGG
G TS G RHN T KPF DYWG6 QGT L VT VS

301 TAC TT GAC cereerance erercace — SEQ ID NO.: 388

DOM-113 - SEQ ID NO.: 274

EVQIL .FS GGG LVYOP GGS3 LRL 5CAA SGFE TFT BEYFPM
TGT TTGATACAGC CTGGGGGATC CCTGCGTCTC TCCTGTGCAG CCTCOGGATT CACCTTTACT GAGTATCCTA
8 W V R Q A P G K G L E W vV s v 1 § P L G F T T Y Y A D S V K G R
101  TGAGTTGGGT T ATT TTGGTTTTAC X
F T I S R DN § K N T L ¥ L Q M N 9 L R A ED T A V Y Y CRA K W T
201 GTTCACCATC TCCOGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCG ACCGCGGTAT ATT A
GGSG I LN SSF DYWG QGT LVT VSS
301 GGTGGGAGTG GTATTTTGAA TTCTTCTTTT GT GT - SEQ ID NO.: 2389

DOM-114 - SEQ ID NO.: 275

EVQL LES GGG L VQP G688 L RL 8CAA SGF RVS NYODL
TGT TTGGTACAGC C CCTGCGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT TAGGGTTAGC AATTACGATT
T W V RQA PG KG L EW VST I §$AT NGS TYY ADSV KGR
101 TGACCTGGGT COGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTATCAACC ATTAGTGCCA CARACGGTAG CACATACTAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCG
FTJI 8 RDN 8 KN TLY L QN 8 LR AED TAVY YCA AVT
201 GTTCACCATC TCCCGTGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCARATGA ACAGCCTGCG TGCCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTATTGCGC GGCAGTGACG

W W LIL RHN DNL GF WG QGT L VT V 8 8§

301 TGGTGGTTGT TGCGTCATAA CGACAACTTG GGGTTTTGOG GTCAGGGAAC CCTGGTCACC Grercoase — SEQ ID NO.: 390
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DOM-115 - SEQ ID NO.: 276

EVQL LES 6G6GG LVQP 66GS LRL 8CAA SGF 5 1I S Y KNM

1 AGC TGT TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGCGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCOGGATT TAGCATTAGC TATAAGAATA
A W V R QA P G KG L EW V 8B A I KAA NGS T Y Y A D S V K G R
101 TGGCCTGGGT CCOGCCAGGCT X GTC AT GG CAAACGGTAG CACATACTAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCG
F T I 6 R DN S K N T LY L QMN S LR AED T A V Y Y C A T G 8§
201 GTTCACCATC TCCOGTGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCARATGA ACAGCCTGCG TGC ACC ATTATTGOGC GAC

Q K X R T YT FDVF W G6G QG TULV TVS 8
301 CAGAAGAAGC GGACCTACAC GTTCGACTTT TGGGGTCAGG GAACCCTGGT CACCGTCTeG acc — SEQ ID NO.: 391

DOM-120 - SEQ ID NO.: 277

EVQL LES GGG L VQP G6GG66S LRL S8SCAA 8GPF TPR 5 YTM
1 AGC TGT TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGOGTCTC TCCTGTGCAG CCTCOGGATT CACCTTTAGG TCTTATACGA
. G WV RQA PG KG L EW VvV SS I NPM GYQ T YY ADSTVYV KGR
101 TGGG'H'GGGT CCGC('JGGCE CCAG}GMGG GTCI'AUGKS GGTCTCATCT ATTAATCCTA TGGGTTATCA GACATACTAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCG

F Y LQMN S LR AED TAVY Y CA KHG
201 Grrcaceate 'rccosmna\ A'n'cum cnmm'c'ru CTGCAMATGA ACAGCCTOCS TGCCOAGONT ACCUCOGTAT ATTACTGTGC GAAACATOXS
vV G K G T P H N F D Y W G QG T L VT v
301 [ TTT GACTACTGGG GTCAGGGAAC CCTGGTCACC Grcrcoase — SEQ ID NO.: 392

DOM-121 - SEQ ID NO.: 278

E V QL L ES 6 GG L V QP G G 8 L R L S C A A § G F T F E M

TGT T C TC TC CCTCCGGATT CACCTTTGAG (.'EGTATAGGR

8§ W V R Q& P G K C L E W Vv 3 E I 5 &5 ¢ r ¥ 1YY ADSYVY K G R

101 TGTCTTGGGT CCGCCAGGCT GGTCTCAGAG AT GTGGTTTTCC TACATACTAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCG

F T I 8§ R DN S K N T L ¥ L Q M N S LR A ED T AV Y Y C A K s L
201 GTTCACCATC TCCCGOGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TGCCOGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GARAAGTCTG
H D K T Q HH Q E F D Y W G QG T L VT v

301 CATGATAAGA CTCAGCATCA TCAGGAGTTT GACTACTGGG GTCAGGGRAC CCTGGTCACC Grerceace — SEQ ID NO.: 393

DOM-123 - SEQ ID NO.: 279

EVQL LES 66GG6G LVQP 6465 LRL 8 CAaAA 8GPF TVFTI EYZPM

1 GAGGTGCAGC TGT' T [+ TC T [ T CACCTTTATT GAGTATCCTA
R WV RQA PG KG L BEW V S L I $ PS 6V F TYY ADSYVY K G R
101 TGOGGTGGGT COGCCAGGCT T ATT C T TACATACTAC GC X

P T I S RDN S8 KN TLY LQMN SLR AED TAVY YCA KGD
201 GTTCACCATC TCCCGOGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGOG TGCCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GAAAGGGGAT
E 8 8 T F DY WG6Q 6GTULV TVS s

301 GAGTCTAGTA CTTTTGACTA CTGGGGTCAG GGAACCCTGG TCACceTerc cace — SEQ ID NO.: 394

DOM-124 - SEQ ID NO.: 280
EVQL LES GGG LVQP GGS s A SGF TFZX R
SAGC TGT T CCTACRTETC TOCTEIORAS CCTOROGATE CAGCTIIARS COGTATORTA
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101

201

301

D WV RQA PG KG L EW V ST I G s § G Y P T Y Y A DS V K G R
TGGATTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCAACG ATTGGGAGTT CGGGTTATCC GACATACTAC GCAGACTCCOG TGAAGGGCCG
F T I 8§ R DN S KN T LY L QMNKN S L R A E D T AV Y Y C A E R M
GTTCACCATC TCCOGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TGCCGAGGAC ACOGCGGTAT ATTACTGTGC GGAAAGGATG

P G Y F P G F A R Q FDYW G6QG TLV TV S S

CCTGGTTATT TTCCTGGGTT TGCTCGGCAG TTTGACTACT GGGGTCAGGG AACCCTGGTC AcceTcTega o — SEQ ID NO.: 395

DOM-125 - SEQ ID NO.: 281

1

101

201

E V QL L E S G G G L VQP GG 8 L R L S C A A S G F T F W R Y A M
GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGCOGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTTGG CGGTATGCTA
G WV RQA PG KOG L EW V 8§ T I NDE G R E T Y Y A DS V K G R
TGGGGTGGGT CCGCCAGGCT CC N GTC GGTCTCAACG AT AGGGTCGGGA GACATACTAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCG
FTTI 8 R DN 8 KN TLY L QMN § L R A ED T AV Y Y C A K XK R

ve§sSs VNA PYE PDYW GOG TLV TVSS
GTGTCTAGTT CTGTGAATGC TCCGTATGAG TTTGACTACT GGGGTCAGGG AACCCTGGTC Accercrcea ¢ — SEQ ID NO.: 396

DOM-126 - SEQ ID NO.: 282

1

101

201

30l

E V QL L ES 6 G G L VQFP GG S L RL S CAA § G F T FA N Y SN
TGT TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGOGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTGCG AATTATAGTA
s W Vv R Q A P G K G L E W vV s S§ I DRL G T H T Y Y A DSV K G R
TGAGTTGGGT COGCCAGGCC CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCATCG ATTGATCGTC TTGGTACGCA TACATACTAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCS
F T I S R DN 8 KN T L Y L QMN 8 L R A ED T A V Y Y C A K vV L
GTTCACCATC TCCOGCGACA ATTCCAAGAA TACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGOG TGCCGAGGAT ACOGCGGTAT ATTACTRTRC RAAAGTGCTS
A DL I A G H A B b DY WG QG T L VT V S B

GCTGATCTTA TTGCTGGGCA TGCGGAGTTT GACTACTGGG GTCAGGGAAC CCTGGTCACC Grercaace — SEQ ID NO.: 397

DOM-127 - SEQ ID NO.: 283

201

E V QL L ES GGG L V QP GG S L RL S8 CAA S G F T FP S Y DM
TGT T [ TC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTCCG TCGTATGATA
A WV RQA PG KG L EW V 8§ G I 8§ R 8 G S M T Y Y ADGSYV K G R
TGGCGTGGGT CCGH T CC GGTCTCAGGG ATTTCGAGGT CTGGTTCTAT GACATACTAC GCAGACTCCG TGAAGGGCOS
F T I 8§ R DN 8 KX TL Y L QNN $ L R A ED T A V Y Y C A K G V
GTTCACCATC TCCCGOGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT TTGCAAATGA ACAGCCTGCG TGCCOGAGGAC ACC AT T
D A HYV Y Y M E P F FDYW 6Q6G TLV TV S8 S8

ec — SEQ ID NO.: 398

EVQL LES 666G LVQP 668 L RL SCAA 8GF TFE RYOQM

GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC « TC CCTCCGGATT CACCTTTGAG AGGTATCAGA
A WV RQA PGKG L EW VST I S S8$D G666 T JYZY ADSYV KGR
TGGCOGTGGGT COGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCAACG ATTAGTTCTG GC

F TI 8 RDN S KN TLY L QMN SLR AEDTAVY Y CA KPG
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201

301

GTTCACCATC TCCOGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CI'GCAAA'I'CA ACAGCCTGCG TGCOGAGGAC ACCGOGGTAT ATTACTGTGC GAAACCGGGT
T V F D Y WG QGT L VTV s

ACTGTTTTTG ACTACTGGGG TCAGGGAACC CTGGTCACCG TcTcaace — SEQ ID NO.: 399

DOM-129 - SEQ ID NO.: 285

1

101

201

301

EVQL L ES 666G LVQP 66GS LRL S CAA SGPF TFUP KYEM

T TC CCTCCGGATT CACATTTCCG AAGTATGAGA

A WV ROQA PG KG L EW VSB8 I DGD G KBS TYY ADZSV XK GR

TGGCGTGGGT CCGCCAGGCT CC GTC GGTCTCATCT AT ‘TACATACTAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCG
FT?I SRDN S8 KV§¥ TLY L OQMN S LR D T AVY Y CA K POD

GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT cxmm ACAGCCTGCG 'rccosmu ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GAAACCGGAT
Q F FD YWG QGT L VTV

CAGTTTTTTG ACTACTGGGG TCAGGGAACC CTGGTCACCS Tercaace — SEQ ID NO.: 400

DOM-130 - SEQ ID NO.: 286

1

101

EVQL L ES 666G LV QTP G G S L R L S CTA S G F T FA G Y QM
AGC C T CCTGCGTCTC TCCR}TACAG CCTCCGGATT CACCTTTGCG GGTTATCAGA
S WV R QA PG K G L EW V 8§ 8 I T N E S T Y Y A DSV K G R

F T I 8 R DN 8§ KN TLY LQMN 8 LR AED TAVY Y CA KUPG
GTTCACCATC TCCOGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TGCCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GAAACCGGGG
K Y FD Y WG QG T L VTV 8

AAGTATTTTG ACTACTGGGG TCAGGGAACC CTGGTCACCG TcTccace — SEQ ID NO.: 401

DOM-131 - SEQ ID NO.: 287

101

201

301

EVQL L ES 6GGG LVQP GGS L RUL &CAA 8GF TVFOG EYEM

TGT' T CCTGCGTCTC TCCTGTGCAG CCTCOGGATT CACCTTTGGG GAGTATGAGA

VWV RQA PG KXKG L EW VSS ITSD 6L S T Y Y ADSY KGR

TGGTGTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTGGAGTG GGTCTCATCT ATTACGTCGG ATGGTCTGAG TACATACTAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCG

FTI 8RDN 8 KN TLY LQMN 8 LR AEDTA AVY Y CA KTPG

GTTCACCATC TCCOGCGACA ATTCCAAGAA camcrm'm‘ mmmmcmmmcmmn’r ATTACTGTGC GAAACCGGGT
I R F D Y W G QG T v TV

ATTCGTTTTG ACTACTGGGG T c G - SEQ ID NO.: 402

DOM-132 - SEQ ID NO.: 288

EVQL L ES 6GG LVQP GGS LRL 8SCAA SGPF TFA DYTDM
GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGOGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTGCT GATTATGATA
A WYV RQA PGXKG LEW VS G6 I VDD GLM T YY ADSVYV X GR
TGGCTTGGGT COGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCAGGT AmTI'GRTG ATGGTCTTAT GACATACTAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCG
FTI S R DN 8 N T L Y L @ M N 8 R A E D T A V Y Y C A K P D
GTTCACCATC TCCOGCGACA AT!'CCAAGM CACGCTGTAT CTGCAAATGA Amsccmcs TGCCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GAARCCGGAT
VA FD Y WG QGT L VTV S N
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301

GTTGCTTTTG ACTACTGGGG TCAGGGGACC CTGGTCACCG Terceaac — SEQ ID NO.: 403

DOM-133 -~ SEQ ID NO.: 289

1

101

201

301

B V QL L B 8 G ¢ G L V.Q P G G § L R L 8§ C A A 8 G F T F I G Y A M

GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGCGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCOGGATT CACCTTTATT GGTTATGCTA

A W V R QA PG KG L E W vV 8 § I G P L G AT T Y Y A DSV KGR

TGGCGTGGET CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCAAGT ATTGGTCCTT TGGGTGCGAC TACATACTAC GCAGACTCCG TGARGGGCCG
F T I 8 R DN B KN TIL Y L QMN S LR AETD T AV Y Y CA KL P

GTTCACCATC TCCOGCGACA ATTCCAAGAA CTG TGC ACC ATTACTGTGC GAAATTGCCT
AGTS SHSB VDF DYWG QGT LVT VS S
GCTGGTACGA GTAGTCATAG TGTGGATTTT GAC C ercreceace — SEQ ID NO.: 404

DOM-134 - SEQ ID NO.: 290

EVQL LES 666G LVQP GGS LRL SCAAR SGF TFADTYTEHM
AGC TGT TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGCGTCIC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTGCG GATTATGAGA
TWYV RQA PGKG LEW VSS ITED GVS TYY ADSTY KGR
TGACTTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCATCT ATTACTAGTG TTC TAC COG TGAAGGGCCG
FTI SRDN S KN TLY LQMN BELR AED TAVY YCA KPS
GTTCACCATC TCCCGCOGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCG AT GAAACCGTCG
VQFD YW®WG QGT LV s
GTTCAGTTTG ACT: cc Tcrcaaee — SEQ ID NO.: 405

DOM-135 - SEQ ID NO.: 2951

201

301

EVQL L ES GGG L VQP 668 LRL 5SCAA 8GF TFR RYVM

TGT TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGCGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTCGT AGGTATGTTA
G W V R QA PG K G L EW VvV S W I D G R T T Y Y A DSV K G R
TCGGGTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCATGG ATTGAGGCTG ATGGTCGTAC GAC ca

F T I S R DN S KN T L Y L Q M N 8 LR A ETD T A VY Y CA KG L
GTTCACCATC TCCCOGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGOG TGCCGAGGAC ACCGOGGTAT ATTACTGTGC GAAAGGGCTT
T DQH Vv IE F DY ¥ G Q6 T L V T V B 8

ACGGATCAGC ATGTTATTGA GTTTGACTAC TGGGGTCAGG GAACCCTGGT CACCGTeres acc = SEQ ID NO.: 406

DOM-136 - SEQ ID NO.: 292

201

01

—

B V Q L L E S8 G G G L VQ P G G 8 L R L 8 C A A 8 GF T FD GYRM
AGC TGT ‘TTGGTACAGC C o TC TC CCTCCGGATT CACCTTTGAT GGTTATCGTA
G W V R QA PG KXG L BEW V B8 S 1 A POD G N Y T YY A DSV KGR
C ATTGCTCOGG ATGGTAATTA TACATACTAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCOG
F T I & R DN S KN TLY L QM N S LR A ETD T AV Y Y C A K F W
GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TGCOGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GAAATTTTGG
G M Q F D YW G QG T L VT VvV 8 8

GGGATGCAGT TTGACTACTG GGGTCAGGGA ACCCTGGTCA cogrercaas ¢ — SEQ ID NO.: 407

174
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DOM-137 - SEQ ID NO.: 293

101

201

301

E V Q L L E 8§ G G G L VQP GG S L R L s C A A § G F T F A S Y P M

TGT TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGOGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTGCT TCGTATCCGA

G W v R Q A P G K G L EW Vs 8 I 6 P I G F T T Y Y A D S V K G R

TGGGTTGGGT C T CC GTC GGTCTCAARGT ATTGGTCCTA TTGGTTTTAC TACATACTAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCG

FTI S R DN 8 X N T L Y L g MN S LR AED TA AV Y ¥ CA E MK

GTTCACCATC TCCCGOGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TGCCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GGAAATGAAG
S P Y K P Q F D Y W G Q G T L VT vV 8 8

TCGCCITATA AGCCGCAGTT TGACTACTGG GGTCAGGGAA CCCTGGTCAC corcrcaace — SEQ ID NO.: 408

DOM-138 - SEQ ID NO.: 294

E V Q L L E S G G G L VQP GG S L R L B CAA S GF T FL A Y WM
GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGCGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTTTG GCTTATTGGA
vV W Vv R QA P G K G L EW V 88§ I S P S G TH T Y Y A DSV KGR
TGGTTTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCATCT ATTTCTCOGT CGGGTACGCA TACATACTAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCG
FTI 8§ R DN S K N T L Y L @ N XN S LR VED TAV Y Y CA K YT
GTTCACCATC TCCCGOGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TGTCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GARATATACT
E PG L G 8§ F D Y W G QG T L VT vV 8 8§

GAGCCGGGGT TGGGTTCTTT TGACTACTGG GGTCAGGGAA CCCTGGTCAC cercrceace — SEQ ID NO.: 409

DOM-139 - SEQ ID NO.: 295

1

101

E V QL L E 8 G G G L VQP GG S L R L 8 CAA S GF T F S N Y E M
GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC T C CCTGCGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTTCG AATTATGAGA
- G WV P0OAaA PCEKC LICOCW VSV I S§EV 5L TYY ADSVY KGR
[ CC GGTCTCAGTG ATT TGGGTTCTCT GACATACTAC GCAGACTCOG TGAAGGGCCG
F T 1 § R DN s XK N T L Y L Q@ M N S LR A ED TAUVY Y CA K PH
GTTCACCATC TCCCGOGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCOG TGCCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GAARCCTCAT
D § s I G F D Y W G Q@ 6 TL VTV 8 s

GATAGTTCGA TTGGGTITGA CTACTGGGGT CAGGGAACCC TGGTCACCGT crcaacc — SEQ ID NO.: 410

DOM-141 - SEQ ID NO.: 296

1

101

201

301

DI QM TQS PS8 L SAS VGD RVT ITCR ASQ WIGDTULT

GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA COGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GTGGATTGGG GATACGTTAA

W ¥Q QKL GKa?P KLIL IYG G6GS EL QS G VPP RFSGC 8G9

GC CCC CT GGTTCCGAGT TGCAAAGTGG GGTCCCACCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC

G TD FTLT I1 885 L QP EDVFA TYY CQQ CISS PCT F GOQ

TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG TGTATTAGTA GTCCTTGTAC GTTCGGCCAA
6 T K V E 1 K R

GGGACCAAGG TGGAAATCAA Accc — SEQ ID NO.: 411

DOM-142 - SEQ ID NO.: 297

1

DI QM TOQS P SBE L SAB VGGD RVT ITCR ASQ FIG DSULS
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GTTTATTGGT GATTCTTTAT
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101

201

301

W Y 0 XK P GKAP KLVL I YF 88 I L QSG VPS RPFBEG 8 G S
CcT GCi A ’CC CTAAGCTCCT GATCTATTTT TCTTCCATTT TGCS GGT CGTTTCAGTG GCAGTGGATC

¢ TD FTLT I S8 LOQP EDPFA TYY CQQ YHTS PTT F GR
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG TATCATACTT CGCCTACTAC GTTCGGCCGA
G T K V K I X R

GGGACCAAGG TGAAMATCAR Acoe ~ SEQ ID NO.: 412

DOM-143 - SEQ ID NO.: 298

D I QM TQS§ PSS L BAS V6D RVT ITCR ASQ TTIE TNILE
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCCGCAT CTGTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GACTATTGAG ACTAATTTAG
W YQ Q K P GKAP KLVL I YD B S5 QL Q886G VPS RPFSG 8 G S§
AGTGGTACCA GCAGAAACCA GGGAMGCCC CI'MGCTCCT GATCI'ATGAT TCTTCCCAGT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
G TD F TILT I S Q P E D A TYY €QQ YHGY PTT F G Q
TGGGACAGAT TTTACTCTCA CﬂTﬂGﬂG ‘l‘Cl'GCAACCT GAAGA’A‘H‘AG CTACGTACTA CTGTCARCAG TATCATGGGT ATCCTACGAC GTTCGGCCAA
G T K V E I K R

GGGACCAAGG TGGAARTCAA Acac — SEQ ID NO.: 413

DOM-144 - SEQ ID NO.: 299

1

101

D I QM TQS PSS L A S VG6D RYT ITCR ASQ MID QDILE
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GATGATTGAT CAGGATTTAG
W YQ Q KP GKAP KLIL I YN ASWIL Q886G VPS RFSG 8§ G S
AGTGGTACCA GCAGAAACCA GBGAMGCCC CTAAGCTCCT GATCTATAAT GCGTCCTGGT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGCG GCAGTGGATC
G T D F TLT B § L QP EDPFA TYY CQQ YHGY PIT FGQ
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG TATCATGGTT ATCCTATTAC GTTIGGCCAA
I3

GGGACCAAGG TGGAAATCAA Accc — SEQ ID NO.: 414

DOM-145 - SEQ ID NO.: 300

1

101

D I QM TQS PSS L SAS VED RYVT I TCR ASQ TIVY TSLS
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GACGATTTAT ACTTCGTTAA
W YQ Q KP GX AP KLIL IHY G S VL Q886G VPS RFESEG § G 8
GTTGGTATCA GCAGAAACCA GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT GATCCATTAT GGTTCCOGTGT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
6 TD FTULT I 88 LQP EDSA TYY CQQ VHOQA PTT F G Q
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTCTG CTACGTACTA CTGTCAACAG GTTCATCAGG CTCCTACGAC GTTOGGCCAA
G T K V E I K R

GGGACCAAGG TGGRAATCAA Acac — SEQ ID NO.: 415

DOM-146 - SEQ ID NO.: 301

1

101

D I RM T Q@ 8§ P 8 8 L 8 AS V G D R I R Q G D 5 L A
GACATCCGGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA ccvmcncc ATCM'.'!TGCC GGGCAIGTCR Gm’m;es GATTCTTTAG
W ¥YQ Q KP G KATP K L L 1 Y G I 8 EL Q 8 G vV PSS RPFESE G 8 G 8
A CCA )CCC CTAAGCTCCT GATCTATGGT ATTTCCGAGT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC

G T D F TLT 1 B B L QP EDSA T Y Y cC QL s s S M P HT F G @Q
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301

TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTCTG CTACGTACTA CTGTCAACTG TCTAGTAGTA TGCCTCATAC GTTCGGCCAA
G T KV E I K R

GGGACCAAGG TGGAAATCAA Accc — SEQ ID NO.: 416

DOM-147 - SEQ ID NO.: 302

1

101

201

DI Q¥ T QS PSS L S8SAS VGGD RVYT I TCR ASQ EIE TUNILE
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CL‘GTC'I‘GCAT CTGTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCARGTCA GGAGATTGAG ACGAATTTAG
W Y Q Q KP G KAZP K L I YD 858 8 HL Q8 G VPSS RFSG 8 G S
AGTGGTACCA GCAGAAACCA GGGARAGCCC (.TAAGCI'CCI' GATCTATGAT TCGTCCCATT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
@ TDbDPD PTULT I 88 L QP EDVFA TYY CQQ YHQN PPT F GAQ
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG TATCATCAGA ATCCTCCGAC GTTCGGCCAA
G T K V E I K R

GGAACCAAGG TGGAAATCAA A — SEQ ID NO.: 417

DOM-149 - SEQ ID NO.: 303

3ol

DI QM T QS P 8 S L 8 A S vV G D R VT I T R A Q W Ie R Q L V
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACHG(X: GmCAAlﬂ'CA GTGGATTGGG AGGCAGTTAG

W Y Q Q K P G K A P K L L I YG A TE L Q 9 6¢ Vv P S R F 8 G s G §
TTTGGTACCA GCAGAAACCA GGGAARGCCC CTAAGCTCCT GA' GC TCA CGTTTTAGTG GCAGTGGATC
6 T D FTULT I § S L QP EDTF A T Y Y C Q Q@ Q@ S K G P L T F G H
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG CAGTCGAAGG GTCCTCTTAC GTTCGGCCAT
G T KV EI K R

GGGACCAAGG TGGAAATCAA Acoc — SEQ ID NO.: 418

DOM-150 - SEQ ID NO.: 304

1

101

DI QM TQS P B S L SAS VGD RVT I TCR ASQ GIG TDLN
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GGGGATTGGT ACTGATTTAA
W ¥Q Q K P GKAP KLL I YM 6S YL QBG VPSS RPSG 8 G 8§
ATTGGTATCA GCAGAARCCA GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATATG GGTTCCTATT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
G TD PTULT I S$S LQP EDVFA TYY CQQ I YSF PIT FGAQ
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG ATTTATICTT TTCCTATTAC GTTCGGCCAA
6 T XKV EIX R

GGGACCAAGG TGGARATCAA Accc — SEQ ID NO.: 419

DOM-154 - SEQ ID NO.: 305

1

101

201

301

DI QM TQS PSS L SABE VG6D RVT ITCR ASQ DIE EMLH
COGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GGATATTGAG GAGATGTTAC
W YQ ¢ KP G KAP KLUL IYVPF G685LUL Q8 G VPS8 RFSGEG SRS
ATTGGTATCA GCAGAAACCA GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATTTT GGTTCCCTGT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTAGATC
G TD PTILT I SS LQP EDVFATYY CQQ HHTQR PYT P GAQ
TGGGACAGAT 'I'I'CAC.I'CI'CA CQTUGUG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCARCAG CATCATACTC GTCCTTATAC GTTCGGCCAR
G T KV E

GGGACCAAGG TGGAAATCAA Acec — SEQ ID NO.: 420

177
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DOM-155 - SEQ ID NO.: 306

1

101

DI QM TQS PE S L SAS V6D RVT I TCR ASQ DIG M DILE
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA COGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GGATATTGGG ATGGATTTAG
W Y Q ¢ I P GKVU?P KLELL I YD ASYUL QSG VPSS RPSG §GS
AGTGGTACCA GCAGATACCA GGGAAAGTCC CTAAGCTCCT GATCTATGAT GCGTCCTATT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
6 TD FTULT I §$S8S L QP EDVFA TY Y CQOQ Y HKUL PAT F GOQ
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG TATCATAAGC TTCCTGOGAC GTTTGGCCAA
G T KV EI K R

GGGACCAAGG TeGaARTCAA Acse —~ SEQ ID NO.: 421

DOM-156 - SEQ ID NO.: 307

1

101

DI QM TQUE8& PSS L SAS V66D RVT ITUCR ASQ DIM DNILE
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GGATATTATG GATAATTTAG
¥ Y Q QK P GKAUP KLUIL I YA ASWUL QSG VPS5 RFSG 5 G 6B
AGTGGTATCA GCAGAAACCA GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATGOG GOGTCCTGGT TGCARAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
G TD FTULT I 88 L QP EDVFA TY Y CQQ YHKL PVT P GQ
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG TATCATAAGT TGCCTGTGAC GTTCGGCCAA
G T KV ETIXK R

GGGACCAAGG TGGAAATCAA Acoc — SEQ ID NO.: 422

DOM-157 - SEQ ID NO.: 308

1

10

201

301

DI QM TQS PSS L 8AS VGD RVT ITCR A S5 N 2! EDLE
CACATCCAGA TGACCCAWLIC ICCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACTTGCC GAGCAAGTCA GAATATTGGG GAGGATTTAG
W YO QKP GNAP KLUL I Y¥YS ASHL Q886G VPSS RFSG S G S
AGTGGTACCA GCAGAAACCA GGGAATGCCC CTAAGCTCCT GATCTATAGT GCGTCCCATT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
G TD FTLT I 88 LQP EDFA TYY CQQ Y S SY PVT F G OQ
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG TATTCTAGTT ATCCTGTTAC GTTCGGCCAA
G T K V E I K R

GGGACCAAGG TGGAAATCAA Acce — SEQ ID NO.: 423

DOM-158 - SEQ ID NO.: 309

301

DI QM TQS PSS L 8A S VGED RVT I TCR A SQ PID EDULE
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CCGTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GCCGATTGAT GAGGATTTAG
W YQ QKP GNAP KLUL I Y S ASYUL QS G VPS§S§ RFOBG B G S5
AGTGGTACCA GCAGAAACCA GGGAATGCCC CTAAGCTCCT GATCTATAGT GCGTCCTATT TGCAARGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
G TD PTLT I SR LOQP EDPFA TYY CQOQ YHLL PAT FGOQ
TGGRACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG ACTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG TATCATCTTC TGCCTGCTAC GTTCGGCCAA
G T KV B I K R

GGGACCAAGG TeGAARTCAA Acce = SEQ ID NO.: 424

DOM-159 - SEQ ID NO.: 310

178



DI QM I Q 8 P S § L 8 A S v RV T I T CR A 8 Q D I N E DL E
GACATCCAGA TGATCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT Cl’GTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GGATATTAAT GAGGATTTAG
W Y Q Q K P G K A P K L L I YN A S ML QS G VP S R F 8§ G $§ 6 S
AGTGGTATCA GCAGAAACCA GGGAAAGCCC CTARGCTCCT GATCTATAAT GCTTCCATGT TGCAAAGCGG CGTTTCAGTG GC C
G T D F TULT I 8 s L QP K D F A T Y Y caoaq Y H TN P TT F G Q
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT AAAGATTTIG CTA TA ATCCTACTAC GTTCGGCCAA
G T X V E I K R

GGGACCAAGG TGGAAATCAA Accc — SEQ ID NO.: 425

DOM-160 - SEQ ID NO.: 311

1

101

D I QM TQ®S8 PSS L S8SAS VGGD RVT I TCR ASQ DI E ADLE
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GGATATTGAG GOGGATTTAG

T D FTLT I 88 LQFP EDVFA TYY CQQ YHMS PVT F GOQ
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GARGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG TATCATATGT CGCCTGTGAC GTTCGGCCAA
G T X V E I X R

GGGACCAAGG TGGARATCAA AcsG — SEQ ID NO.: 426

DOM-161 - SEQ ID NO.: 312

D I QM TQS PBS L S$AS VGEGD RVT ITCR ASQ DID &DTILE
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA COGTGTCACC ATCAL‘!'KGE GmCAAGTCI GGATATTGAT AGTGATTTAG
W YQ Q0 KP GKAP MLL T Y S 8§6DL Q S RF 9 G § G S
AGTGGTACCA GCAGI\MCCA GGGMAGC(I CTATGCTCCT GATCTATTCT TCGTCCGATT 'l'GCAAAG‘I‘GG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
G T D F T § S L QP EDPA TY¥Y { CUOUWQW YHSUL PVT F G Q
1GASGACAGAT 'rtcacrcru\ CCIW TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG TATCATAGTC TGCCTGTTAC GTTCGGCCAA
G T K V E I K R

GGGACCAAGG TGGAAATCAA Acse — SEQ ID NO.: 427

DOM-162 - SEQ ID NO.: 313

1

101

201

301

DI @M TQS PSS L SAS VGD RVT I TCR ASQ DIS DDILE
GACATCCAGA TGRCCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCARGTCA GGATATTTCG GATGATTTAG
W YQ Q K P GKAP XKLL I YN B8B8PFUL QS8SG VPSS RFSG B G S
AGTGGTACCA GCAGAAACCA GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATAAT TCGTCCTTIT TGCAARAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
GAD FTLT I S8 L QP EDVFA TYY CQOQ L PV T P G Q
TGGGGCAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG TA'.I‘CATAGTI' TGCCTGTTAC GTTCGGCCAA
G T K V E I X R

GGGACCAAGG TGGAAARTCAA Accc — SEQ ID NO.: 428

DOM-163 - SEQ ID NO.: 314

1

€<

DI QM T QS P s 8 L § A S vV ¢ D R VT I T CR A Q DI E G NUL E
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA CCGTGTCACC A'I‘CAC!'I'GCC m GGATATTGAG GGTAATTTAG
w Y Q Q K P G K AP K L L 1 Y D 8§ 8§ QL Q s s R F B G 8 G B
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101

201

301

AGTG(?IAC(‘A GCAGAAACCA GGGAAAGCCC CI'AAGCA'CC!' GAT(.'.I‘ATGAT TCGTCCCAGT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGGTC

D FTLT I 8§ 8§ L Q Y ¥ ¢ QQ YHHUL PTT F G Q
TGGGACAGAT TTMC!'CI CCATQGCAG TCI‘G(‘AAC(.T GAAGI\T‘I'H’G CI'ACGTALTA CTGTCAACAG TATCATCATC TTCCTACGAC GTTCGGCCAA
6 T KV E

GGGACCARGG TGGAAATCAA Acce — SEQ ID NO.: 429

DOM-164 - SEQ ID NO.: 315

1

101

201

301

DI QM TQB PS5 LSAS V66D RVT ITCR ASEQ 81D TDULE
CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GAGTATTGAT ACGGATTTAG
W YQ Q K P GKAP XKLL I YD G & WUL QSG VPBE RFSG §GS
AGTGGTATCA GCAGAAACCA GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT GATﬂAmT GGGTCCTGGT TGCAAAGTGG GGTCC(JT('A CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
G TD P TULT I S S L QP A T Y Y CQQ Y W I PV T FGOQ
TGGGACAGAT TTTACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GMGA'ITH'G CTACGTACTA CTGTCAACAG TATC&STGGA TTCCTGTTAC GTTCGGCCAA
G T K V E I K R

GGGACCAAGG TGGAARTCAA Acce — SEQ ID NO.: 430

DOM-165 ~ SEQ ID NO.: 316

1

101

DI QM TQB PSS L SAS VD RVT ITCR ASQ 8IS TDILE
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GAGTATTAGT ACTGATTTAG
¥ Y0 Q0 KL G KAUP XL L I YD A SLTUL QSG VPSS RFSG 56 S
AGTGGTACCA GCAGAAACTA GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATGAT GCTTCCCTTT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
G TD FTULT I 8§88 L QP EDVPFA TVYY CQQ Y S S L PVT FGQ
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG TATTOGAGTC TGCCTGTTAC GTTCGGCCAA
G T K V E I K R

GeGaceaan ToaAanTcar acee — SEQ ID NO.: 431

DOM-166 -~ SEQ ID NO.: 317

1

101

201

301

D1 g TQS8 PSS L S A S VGEGD RVT ITCR ASQ PIT T SULE
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA COGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GCCTATTACG ACGTCTTTAG
W ¥YQ QKP GKAP XKLL I YD ASMUL QSG VPSS RFBSG §G S
AGTGGTACCA GCAGAAACCA GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATGAT GCGTCCATGT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
-.@ TD FTULT I 88 LQP EDVFA TYY CQQ YWVT PVT FGOQ
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG TATTGGGTTA CGCCTGTTAC GTTCGGCCAA
G T K V E I K R

GGGACCARGG TGGAAATCAA Acce — SEQ ID NO.: 432

DOM-167 - SEQ ID NO.: 318

1

101

201

P I QM T QS PBES LSAS VGD RVT ITTCR ASOQ NTIUE K TNJILE

GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC C AT C CC *C ATCACCTGCC GGGCAAGTCA GAATAHCAT AC&A'.I".H‘AG
W YQ Q K P GKAP XKLL I YD G S ML QS8SG VP S R

AGTGGTATCA GCAGAAACCA GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATGAT GGTTCCATGT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTHCAF.I‘G GCMTGGATC
G TD FTLT I 6 S LQ&P EDVFA TYY CQQ Y S8 AN PVT FG

TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG TATTCGGCTA ATCCTGTTAC GTTCGGCCAA
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G T K V G I X R
GGGACCARGG TGGGAATCAA Acce ~ SEQ ID NO.: 433

DOM-168 - SEQ ID NO.: 319

301

DI Q¥ T QS PSS L SAS V6D RVT I TCR ASQ WIH TDULE
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA COGTGTCACC ATCACTLGCC GGGCAAGTCA GTGGATTCAT ACGGATITAG
W ¥YQ Q KP GKAP KL UL I YD G S ML Q G V P S R PF S G § ]
AGTGGTATCA GCAGAAACCA GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATGAT GGTTCCATGT mcnntrms GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GGGTGGATC
6 TD FTULT I S8 L QP EDTFATYY CQQ Y SVS PVT P GAQ
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCITCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG TATAGTGTGT CGCCTGTTAC GTTCGGCCAA
G T KV E I K

GGGACCAAGG TGGAARTCAA Acce — SEQ ID NO.: 434

DOM-169 - SEQ ID NO.: 320

DI QM T QS P S S§ L SAS VGD RVT I TCR ASQ 88 1ID NNJILE
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA COGTGTCACC ATCACTTGCC GGGmG'.I‘CA GAGTATTGAT AATAATTTAG
¥ YQ Q K P GEAP KLUIL I YD GSBLL QSG VP R F § G S G S
AGTGGTACCA GCAGAAACCA GGGGAAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATGAT GGGTCCCTTT TGCAAAGTGG (XH'CCCM‘(‘A CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
G TD FTULT I S S LQP EDTVFATYY CQQ YHLHE PVT FGOQ
‘TGGGACAGAT TTCACTCTTA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG TATCATCTTC ATCCTGTTAC GTTCGGCCAA
GG T KV E I K R

GGGACCAAGG TGGAAATCAA Accs — SEQ ID NO.: 435

DOM-170 - SEQ ID NO.: 321

1

101

201

301

DI QM T QS P S 9 L 8§ A S vV G D R V T I T CR A S Q D I D T N L E
GACATCCAGA TGACCCAGTC > AT C C C ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GGATATTGAT ACGAATTTAG

W YQ Q K P GEATP K L L I YD R S TL Q S G VvV PB RVPF S G 8 G 8
AGTGGTATCAR GCAGAAACCA GGGGAAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATGAT CGTTCCACGT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
G T D FTULT I § 8 L Q P EDPFA TYY CQQ YDSY P VT F G Q
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG TATGATTCTT ATCCTGTGAC GTTCGGCCAA
G T KV EI X R

GGGACCAAGG TGGAAATCAA Acce — SEQ ID NO.: 436

DOM-171 - SEQ ID NO.: 322

DI Q¥ T QS8 PSS L A8 VGD RVT R Q E S N L E
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA CCGTGTCACC Ara\cmcc GGGCANH'G GT(.TA‘I'(’GIG TCTAATTTAG

W ¥YQ Q KP GKAP XLL I YN ASEL Q886G VPS RPFSG 8 G 8
AGTGGTACCA GCAGAAACCA GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATAAT GOGTCCGAGT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
¢ TD FTULT I S S LRP EDVFATYY CQQ YDQW PTT F GQ
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCGACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG TATGATCAGT GGCCTACGAC GTTCGGCCRA
G T X V E I K R

GGGACCAAGG TGGAAATCAA Acce — SEQ ID NO.: 437
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DOM-172 - SEQ ID NO.: 323

DI QM TQS P S S L SAS VGEGD RVT ITCR ASQ AIG NTLR
1 GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA COGTGTCACT ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GGCTATTGGT AATACTTTAC
W Y Q Q K P G KAP XKLL I YL B8 SRL QSG VPSS RPFSG 8 G 8
101 GGTGGTACCA GCAGAAACCA GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATCTT AGTTCCAGGT TGCARAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
G TD PTULT I 8§88 L QP EDFA TVYY CQQ L KKP PYT FGAQ
201 TGGGACAGAT TTTACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG CTGAAGAAGC CTCCTTATAC GTTCGGCCAR

G T K V E I X R

301 GGGACCAAGG TGGAAATCAA accs — SEQ ID NO.: 438

DOM-173 - SEQ ID NO.: 324
DI QM TQS8 P S S L SAS VGD RVT ITCR ASQ KIZK NRILA
1 GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGAGA CCGTGTCACC ATCACTTGCC GGGCAAGTCA GAAGATTAAG AATCGGTTAG
W Y Q Q XK P C X AP XKLL I YE VS HL QSG VPS RPSG S aS
101 CGTGGTACCA GCAGAAACCA GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATGAG GTTTCCCATT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC
G TD FPTLT I GS L QP EDVPA TVYY CQQ RRQS PYT FGOQ
201 TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCGGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAARCAG AGGAGGCAGT CGCCTTATAC GTTCGGCCAA
6 T K V E I K R

301 GGGACCAAGG TGGAAATCAA Acsc — SEQ ID NO.: 439

DOM-174 - SEQ ID NO.: 325

DI QM TQS PSS L SAS VGD RVT ITCR ASE DIG EETLTF

1 GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCN (TRTCTGCAT CTGTMCCACA COGTGTCACC ATTACTIGNC GUGLLAAGTGA GGATATTGGG GAGGAGTTAT
W YQ Q KP G KAP KLL I Y¥YS ASTL QSE VPSS RPFSG 8GS
101 TT \CCA ICCC CTAAG TCG GOGTCCACGT TGCAAAGTGA GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC

G TD FTLT I SS& LQH EDVFA TYY CQQ VYEW PYT F GQ
201 TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACAT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG GTTTATGAGT GGCCTTATAC GTTCGGCCAA
G T K Vv E I K R

301 GGGACCAAGG TGGAAATCAA Accé — SEQ ID NO.: 440

DOM-175 - SEQ ID NO.: 326

DI Q™M T QS P B S L S AS V GOD R V T I T CR A S Q P I § G G L R

TCC CTGTCTGCAT °C ATCACTTGCC 'CA GCCTATTTCT GGGGGTTTAA

W Y Q QK P G K AP K L L I Y 8 T S M L Q 8 G V P S R P S G s @ 8

101 GGTGGTACCA GCAGAAACCA GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATTCT ACTTCCATGT TGCAAAGTGG GGTCCCATCA CGTTTCAGTG GCAGTGGATC

G TD FTULT I 68 8§ L QP E D F A T Y Y CQOQ L Y S A P Y T F G Q

201 TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG TCTGCAACCT GAAGATTTTG CTACGTACTA CTGTCAACAG CTTTATTCTG CTCCTTATAC GTTCGGCCAA
G T KV E1I1 K R

301 GGGACCAAGG TGGAMATCAA Accc — SEQ ID NO.: 441

DOM-176 - SEQ ID NO.: 327

EVQL LES 6GG LVQP GGS LRL 8 CAAR SGF TFD AYEM
1 GAGGTGCAGC TGT TTGGTACAGC CCTGOGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTGAT GCOGTATGAGA

182



G WV ROQOA PGKG LEW VSI IDWD GNS TYY ADSV KGR

101 TWT COGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCAATT ATTGATTGGG ATGGTAATTC TACATACTAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCG

1 8 R DN S KN TLY LQMN~N SLR AED TAVY Y CA KPG

201 G'ﬂ.‘CAOCATC TCCCGCOGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCARATGA ACAGCCTGG} TGCCGAGGAT ACOGCGGTAT ATTACTGTGC GAAACCTGGG
1 F D Y W G QG T L vV TV S

301 GATAATGTTG GTATTTTTGA CTACTGGGGT CAGGGAACCC TGGTCACCGT cresace — SEQ ID NO.: 442

DOM-177 - SEQ ID NO.: 328

EV QL L E B G G G L V. Q P G G 8 L R L 8 C A A 8§ G F T F 8 N Y Y M

1 GAGGTGCAGC TGT TTGGTACAGC CCTGOGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTAGT AATTATTATA
VWV RQA PG KG L EW Vv S A 1 DEW GFA T YY ADSV K G R

101 GGTCTCAGCG AT GGGG! C GCAGACTCCU TGAAGGGCOG
F T I § R DN § KN T L Y L QM N S LR AED T AVY Y CA K HEW

201 GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCG ACCGCGGTAT AT GAAACATTGG

A TGC
E F T S8 DT S8 R F D Y WG Q G T L v TV s S8
301 GAGTTTACGT CTGATACGTC GCGTTTTGAC TACTGGGGTC AGGGAACCCT QGTCACCGTC Tcgace — SEQ ID NO.: 443

DOM-178 - SEQ ID NO.: 329

BVQL LES 666G LVQP GGS5 L RL 858CAA BGF TVFE DVFDM

T

A WY RQA PG KG L EW VvV SS INDOQ GSL TYY ADSV KGR

101 TGGCTTGGGT CC T GGTCTCATCT ATTAATGATC AGGGTTCTCT GACATACTAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCG

F TI 8 RDN S KN TLY LQMN SLR AED TAVY Y CA KTPD

201 GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGOG TGCCGAGGAC ACCGOGGTAT ATTACTGTGC GAAACTGGAT
Q F ¥ D Y w C QcT L VTV 38 »

301 CAGTTTTTTG ACTACTGGGG TCAGGGAACC CTGGTCACCG Tcrccacc — SEQ ID NO.: 444

DOM-179 - SEQ ID NO.: 330

BVQLLEHGGGLVQPGGSLRLSCAASGPTPSAYDM

1 GAGGTGCAGC TGT TC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTAGT GCTTATGATA
H'VRQAPGKELEHVSIISPQGQRTYYADSVKGI
101 TGATAGTGGGT CCACCAGGCT CC GTC GGTH ATTAGTCCTC AGGGTCAGCG GACATACTAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCH
FTI S RDN 88 KN TLY L QMN SLR AED TAVY Y CA KTIHR

201 GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGOG TGCCGAGGAC ACCGOGGTAT ATTACTGTGC GAAAATTCGT
G Q SR I PM RFD Y WGQ G6GTUL V

301 GGGCAGTCGC GGATTCCTAT GAGGTTTGAC TACTGGGGTC Acgamaccct corc — SEQ ID NO.: 445

DOM-180 - SEQ ID NO.: 331

EVQL L E S 6 G G L VQP GG S L R L 5§ CAA S GF TFT DY ENM

TGT T C CCTGCGTCTC TCCTGTGCAG CCTCOGGATT CACCTTTACG GATTATGAGA

G W Vv R QA PG K G L EW VvV 8 T I TsL G ES TYY ADSVYVY KGR

101 T ATTACTAGTT TACATACTAC b e X

P TI S RDN 8 KN TLY L QCMN S LR AEDTAVY Y CA KPG
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201

301

GTTCACCATC TCCOGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CI'GCAAATGA ACAGCCTGCG TGCCGAGGAC ACCGOGGTAT ATTACTGTGC GAAACCTGGT
R I FD Y W G QG T L VTV s

CGTATTTTTG ACTACTGGGG TCAGGGAACC CTGGTCACCG Tcrcaace — SEQ ID NO.: 446

DOM-181 - SEQ ID NO.: 332

3ol

E VQL LES 666G LVQP GG6GS8S LRL SCAA SG

F T 1 8§ R DN 8 KN T L Y L QM N S LR AETD vV Y Y CA EGN
GTTCACCATC T A ATTCCAAGAA CTGCAAATGR ACAGCCTGOG TGCOGAGGAC ACG?G.‘-GTAT ATTACTGTGC GGAAGGTAAT
Y G § 8 Y T M G VvV F D YWG QG T L VT V 8§ 8

TATGGGAGTT CGTATACTAT GGGGGTTTTT GACTACTGGG GTCAGGGAAC CCTGGTCACC Grerceasc — SEQ ID NO.: 447

DOM-182 - SEQ ID NO.: 333

a0l

E V QL L E S G GG L VOQP GG § L R L 8 CAA 8 GPF TFD EVYPM
T T C CCTGOGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTGAT GAGTATCCGA
Y W Vv R QA P G K G L E W Vv s 8§ I G PS GPN TYY ADS YV K G R

TGTATTGGGT G AT TT CTGGTCCGAA TACATACTAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCG
F T I 8 R DN S KN T L Y L QM N 8§ L R A ED TAVY Y CA KSOS&P
GTTCACCATC A ATTCCAAGAA CTGCAAATGA AT ‘GAAATCTCCG

Y FDV I PS YFD YH®WGQ GTL VTV §8
TATTTTGATG TTATTCCTAG TTATTTTGAC TACTGGGGTC AGGGAACCCT GGTCACceTe Tcehee— SEQ ID NO.: 448

DOM-183 -~ SEQ ID NO.: 334

201

301

EVQL LES GGG L VQP GBS LRL SCAA SGF TVFA DYGM

T T
G WV RQA PG KG L EW VSS 1 QS S GLR TYY ADZSVYV KGR

FT1 8 N S KN T LY L QMVN 8 LR AED TAVY Y CA KRA
GTTCACCATC TCCNGIICA ATTCCAAGAA CIG;CH?!‘AT cnxwu\m A.CAGCmG; TGCOGAGGAT ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GARACGGGCT
N S R R G D ¥ W e @ L v

AATTCTCGTA GGGGTTTTGA cceT — SEQ ID NO.: 449

DOM-184 - SEQ ID NO.: 335

EVQL LES 666G L VQP GG6GS5 LRL §CAA SGPF TFS DYEM

TACAGC C CCTGOGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTTCT GATTATGAGA
- MWV RQA PGKG L EW VB8S§ I TIBSH GGS8§ TVYY ADSV XK GR
TGATGTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCATCT ATTACTAGTC A'I'GGWC TACATACI'AC GCIGACIC& ‘TGAAGGGCCG
FTI S R DN S KN T LY L QMN S L R A Y Y A K P D
GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTACG mcmmm‘r mmmu ATTACI’GNC GRAACCTGAT
K D F D Y W G Q 6T L VTV s B

ARGGATTITG ACTACTGGGG TCAGGGAACC CTGGTCACCS Tcrcaase — SEQ ID NO.: 450
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DOM-185 - SEQ ID NO.: 336
EVQL LES GGG LV QP GGB8 LRL 8CAA SGF TFA HYUPM
1 GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGOGTCTC TCCTGTGCAG CCTCOGGATT CACCTTTGCG CATTATCCGA
8 WV RQA PG KG L EW VvV 8§8S IGRL GNR TVYY ADZSBVYV KGR
101 TGTCGTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCATCG ATTGGTAGGC TGGGTAATCG TACATACTAC GCAGACTCCS TGAAGGGCCG
FTI S RDN S KN TLY LOQMN SLR AED TAVY Y CA KTRHA
201 GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTAOG TGCCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GAAACGTGCT
T PV P I KG L FD YWGGQ GTUL VTV §S

301 ACGCCTGTGC CGATTAAGGG TTTGTTTGAC TACTGGGGTC AGGGAACCCT GGTCACCGTC Teoace — SEQ ID NO.: 451

DOM-186 - SEQ ID NO.: 337
EVQL LES GGG LVQP GGS LRL SCAABGL TFG P YEM

TGT T TC @ CACCTTTGGG AGGTATGAGA

A W V R Q A PG KG L EW VS S I DSD G WV T Y Y A DSV K G R

101 TGGOGTGGGT CCGCCAGGCT CC GTC AGT ATTGATTCGG ATGGTTGGGT AC {nc] X
FTTI § RDN 8§ KN TL Y L QMVN 8§ 1L R A ED T AV Y Y CA Q P D

201 GTTCACCATC TCCOGCOGACA ATTCCAAGAAR CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCG AC AT T

S LFD YWG QGT LVTV 85
301 TCGTTGTTTG ACTACTGGGG TCAGGGAACC CTGGTCACcG Tercsace — SEQ ID NO.: 452

DOM-187 -~ SEQ ID NO.: 338

B v¥YQ¢L LES §6G6 L VYg?¥Y &S LRL 8CAA 8GF TVPFS 8 Y SM

TGT T cc AG CCTCCGGATT CACCTTTTCT AGTTATTCTA
VWYV RQA PGEKG LEW VBEG INRG GTR TYY ADSV KGR
101  TGGTGTGGGT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG CAGGT ATTAATCGGG GTGGTACTCG TACATACTAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCG
-F T 1 B RDN S L NN A ¥ A K G W
201 GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCARATGA ACAGCCTGOG TGCOGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GAAAGGTTGG
RRG F ¥ 6 TLVT VSEB
301 o c—- SEQ ID NO.: 453

DOM-188 - SEQ ID NO.: 339

EVQL LES 6GG LVQP G666 LRL BCAA S8GF TVPFT RYZRM

1 GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC T C C CCTGCGTCTC TCCTGTGCAG CCI'C(!JGATT CACCHTACG CGTTATAGGA
8 WV RQA PG KG L EW V886G I SRD G YR T s KGR
101 TGTCTIGGGT COGCCAGGCT ATTTCGAGGG ATGGTTATCG ]
FTI 8§ R DN 8 N T L Y L Q M N § L R A ED T A V Y Y € A KGH

201 mcurcrccmmamnﬂm CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TGCCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GAAAGGTATG
T A S F DYW 6QG TLVT V s 8

301 ACTGCGTOGT TTGACTACTG GGGTCAGGGA ACCCTGGTCA ccarcrcaac ¢ — SEQ ID NO.: 454

DOM-189 - SEQ ID NO.: 340
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EVQL LES 666G LVQP G6GG6S LRL 8CAA 8GPF TPFOQ MYUPHM

TGT T C cc TCC T CACCTTTCAG ATGTATCCGA
G W V R Q@ A P G K G L EW" VS M 1 EP A GDL T Y Y A DSV KGR
101 C GT AT Ti

F T I B R DN 8 K N T L Y L @ MN 8 LR ABD TAUV Y ¥ ¢ A K Y
201 GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGOG TGCCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GAAATATCAG
E Q P W F D Y W G Q G T L V T V B s

301 GAGCAGCCTT GGTTTGACTA CTGGGGTCAG GGAACCCTGG Teaccerere aace — SEQ ID NO.: 455

DOM-190 - SEQ ID NO.: 341
EVOQL LES GGG LVQP 6GS LRL SCAASGFPF TFS MYDHM

1 TGT TTGGTACAGC ( CC AG C T CACCTTTAGT ATGTATGATA
H W V R Q A P G K G L EW VST I L 8D GTD TY Y ADSV KGR
101 TGCATTGGGT T GGTCTCARCG ATTTTGTCTG ATGGTACGGA TACATACTAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCG

FPTI S RDN 6 KN TLY L QMN SLR ATCD TAVY Y CA KYG
201 GTTCACCATC TCCCGCOGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT cmu\um ACAGCCTGCG TGCCGAGGAC ACCGOGGTAT ATTACTGTGC GAAATATGGG
A M FD Y WG QGT L VTV
456

301 T7G AC C cce Tereeace — SEQ ID NO.

DOM-191 - SEQ ID NO.: 342
EVQL LES GGG LVQP 669 LRL SCAASGF TFEK LYGPHM

1 TGT ‘TTGGTACAGC ( CCTGCGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTAAG TTGTATCCGA
T WV RQA PG KG L EMW V§S8 IDAG GHE TY Y ADSV KGR

101 TGACGTGGGT ( T CC GTC GGTCTCATCT ATTGATGMGR GRARTCATRA GACATACTAC GCAGACTCCG TCRACCCOCC
F TI 8 RDN K N TLY LQMN S8 LR AED TAVY Y CA KDW

201 G'rrcmu'rc 'rccccm Aﬂm CACGCTGTAT CI'GCAM‘.I'GA ACIGCCIGCG TGCCGAGGAT ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GAAAGATTGG
Y W G Q 6 TLV T

301 TGGGATTATC TGTTTGACTA CTGGGGICAG GGAACCCTOG Tcaccetere cace — SEQ ID NO.: 457

DOM-192 - SEQ ID NO.: 343

EVQL LES 666G LVQP 6GB LRL BCAA 8GVF TFS RYZPM

TGT T C CCTGCGTCTC TCCIGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTTCG CGGTATCCGA
8 WV RQA PGKG LEW VS8 INRSB GMR TY Y ADSVYV KGR
101 CC cC GTC GGTCTCATCT ATTAATCGTT CGGGTATGCG GACATACTAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCG

F TI 8§ RDN 8 KN TLY LQMN SLR AED TAVY Y CA EGH

A
QAPF DYW GQG TLVT VS8 S8
301 CAGGCGCCGT TTGACTACTG GGGTCAGGGA ACCCTGGTCA ceorcrcaas ¢ — SEQ ID NO.: 458

DOM-193 - SEQ ID NO.: 344

EVQL LES 6GG L VQP G668 LRL S$CAA SGPF TFPFT GYAM

1 GAGGTGCAGC TGT T CCI‘GCT-TC'A‘C 'rccrmcm CCTCCGGATT CACCTTTACG GGGTATGCTA
S WV RQA PG KOG L EW VST I N R T Y Y A DSV KGR

%23



101

201

301

TGTCTTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCAACT ATTAATGCGA ATGGTATTCG GACATACTAC GCCGACTCCG TGAAGGGCCG

F TI 8 RDPDN § KN TLY LQMPE GLR AEDTAVY Y CA K GG
GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACGGCCTGCG TGCCGAGGAC ACCGOGGTAT ATTACTGTGC GAAAGGGGGG
VW RW 6TG KEKPF DY WG QGT L VT Vs S

GTTTGGAGGT GGGGGACTGG GCATAAGTTT GACTACTGGG GTCASGGAAC CCTGGTCACC orcrcaace — SEQ ID NO.: 459

DOM-194 - SEQ ID NO.: 345

101

201

301

E V QL L E S 6 666G LV QP GG S L RIL 8 CA A S GF TVF K QYDM
TGT TTGGTACAGC ( CAG CC T CACCTTTAAG CAGTATGATA
R WV RQA P G KG L EW V ST I S QN G TK T YY A DSV KGR
‘TGOGGTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCAACG ATTTCGCAGA ATGGTACTAA GACATACTAC GCAGACTCCG TGARGGGCCG
FTTI 8§ R DN S KN T L Y LQMN 8 LR AED TAVY ¥ CA K SR
(;'IT('ACCATC TCC&CGlﬂ ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TGCOGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GAAATCGAGG
b 4 W 6 Q 6T LV TV 8 s

ACTGGTAGGT ATTTTGACTA CTGGGGTCAG GGAACCCTGG Tcaccsrerc cace ~ SEQ ID NO.: 460

DOM-195 ~ SEQ ID NO.: 346

1

0

201

301

E VoL L E S G G G L VQP GG 8 LRL S CAR 8 GF T FG T Y D M-
GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGCGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTGGG ACTTATGATA
G W v R Q A P G K G L E W vV 8 R I N W Q G D R T Y Y A D SV K G R

F T I 8 R DN X N T L Y LQMN 8§ LR AED TAVY Y CA K AG
GTTCACCATC TCCCOGCGACA ATTCm CACGCTGTAT CTGCAARATGA ACAGCCTGOG TGCOGAGGAC ACCGOGGTAT ATTACTGTGC GAAAGCGAGG
¥ @ H XY VU G L F U IYINuE QG1T LV v 8 b

TTTGGTCATT ATGTTGATGG TCTTGGGTTT GACTACTGGG GTCAGGGAAC CCTGGTCACC Grerceace — SEQ ID NO.: 461

DOM-~-196 - SEQ ID NO.: 347

1

201

301

E V QL L E § G G G L VoP GG 8 L L A § G F T F S G Y EH
TGT TTGGTACAGC CTGGGGGGTC ccmccm:rc TDCPGTGCAG CCTCOGGATT CACCTTTAGT GGATATGAGA
A WYV RQRA P G XK G L EW V 8 8 1 T DM GGDS8S T Y Y ADSV K GR-
T AT’ (sec)
FTI 9§ R DN 8 KN TL Y L Q M N S LR AZETD T A V Y ¥ CA K P G
GTTCACCATC TCCCOGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACH X ATTACTGTGC GAAACCTGGG
T A F D Y W G P GT L VTV 8§ 8

TTG ACT! creereaccs Tercaace — SEQ ID NO.: 462

DOM-197 - SEQ ID NO.: 348

1

101

E V QL L E 8 G G G L VP GG S L R L 8 CAA 8 GF TFA K YXM
‘GAGGTGCAGC TGT' TTGGTACAGC C C CmCG'N.TC TC(.'I'GTGGG CCTCCGGATT cncm'n'cu: METATMGA
L R Q A P G K G L EW V 8§ § I X 8 T Y Y AD v

GTTCACCATC TCCCGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TGCCGAGGAT ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GAAAAGGCCG
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M T PP DY W GQG TLVT V S5 8§
301  ATGACTCCGT TTGACTACTG GGGTCAGGGA ACCCTGGTCA coercrcanc ¢ — SEQ ID NO.: 463

DOM-198 - SEQ ID NO.: 349
EVQL LES 6GG LVQP GGS LRL SCAAR SGF TFPE RYNM
1 TGT T C c CCTCCOGATT CACCTTTGAG COGTATAATA

101 TGTCTTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCATCT ATTCGGCOGC GGGGTGGGAA GACATACTAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCG
S K T L Y M L AV

201 GTTCACCATC TCCOGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TGCCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GAAATGGCGG
R EGY TGS KFD YWGQ 6TUL VTV S§S

301  CGGGAGGGGT ATACTGGTTC TAAGTTTGAC TAC AGGGAACCCT roeaee — SEQ ID NO.: 464

DOM-199 - SEQ ID NO.: 350
EVQL LES GGG LV QP GGB LRL SCAASGF TFE RYGNM

101 TGACTTGGGT COGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTGGAGTG GGTCTCAAGT ATTTGGCCGA GGGGTCAGAA GACATACTAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCG
L

301 AGTCGGTATG TTTTTGACTA CTGGGGTCAG GGAACCCTGG TCACoGTerc acc — SEQ ID NO.: 465

DOM-200 - SEQ ID NO.: 351
E VQL L ES GGG L V QP 66698 LRL SCAA 39 GF TFT N Y SM
1 TIGGTACAGC CTGGGGGGTC CCTGOGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCOAATT CACCTTTACT AATTATAGTA
G WV RQA PG KOG L EW VST I RPN GTXK T Y Y ADSV KGR
101 TOGOTTOOGT CCOCCHOGCT CCAGGAAAGS GTCTAGAGTG GITCTCAACT ATTOGTCCTA ATGTACTAR GACATACTAC GCAGACTCOD TOAAGOGCCS

P T I & R DN 8 N T L Y L Q M N 8§ L R A ED T AV Y Y C A K R §
201 GTTCACCATC TCCCGNACR 'rrccum CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGOG TGCOGAGGAT ACCGOGGTAT ATTACTGTGC GAAACGGTCG
S A HL Q F DY W G6Q GT L VT V &8 S

301  TCTGCGCATC TTCAGAGGTT TGACTACTGG GGTCAGGGAA CCCTGGTCAC cotcrcaace — SEQ ID NO.: 466

DOM-201 - SEQ ID NO.: 352
EVQL L ES 666G L VgQgQP 6GS LRL 8CAA 8GF TPFG NYSM
1 TGT TTGGTACAGC C CCTGCGTCTC TCCTGTGCAG CCTCCGGATT CACCTTTGGT AATTATTCGA
GWVRQAPGRGLBNVSSIGRHGGITYYADSVXGR
101 TGGGTTGGET CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCATCG ATTGGTCGTC
F T I 8§ R DN § KN T L Y L QXN S LR AETD Y X G
201 GTTCACCATC TCCCGOGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT mmmmmcmu Aﬂmm
S T Y P R FD YWG6 QGTUL VTV 8 8

301  AGTACTTATC CTAGGTTTGA CTACTGGGGT CAGGGAACCC TGTcacceT crceacc — SEQ ID NO.: 467

188

)



DOM-202 - SEQ ID NO.: 353
EVQL LES 6GG LVQP G6G6S LRL §CTA SGF TFS HYEHM
1  GAGGTGCAGC TGT TTGGTACAGC e TCCTGTACAG CCTCCGGATT CACCTTTTCG CATTATGAGA
G ¥V RQA PGKG LEW V8§ 1 PF GGG T YY ADSY KGR
101 TGGAGTGGGT CCGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCAAGT ATTGAGCCTT T h ¢
FTI SRDN S KN TLY LOQM LR AED TAVY YCA KUV Y
201 GTTCACCATC TCCCGCOGACA ATTCCAAGAA CA( CTGCAAATGA TGC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GAAAGTGTAT
PQGS FDY WGQ GTLV TVS §
301  CCTCAGGGTT CTTTTGACTA CTGGGGTCAG GGAACCCTGG Tcaccerere caac — SEQ ID NO.: 468
DOM-203 - SEQ ID NO.: 354
EVvVQL LES GGG LVQFP 6GGS LRL §CAABSGF TFS NYTM
1 AGC TGT c TT CACCTTTAGT AATTATACTA
G WV RQA PGKG LEW VES IRPD G6GKI TYY ADSVYV KGR
101 [ T CC GGTCTCATCT ATTCGGCCTG TACATACTAC CCG TGAAGGGCCG
FTI SRDN S§KN TLY LQMN SLR AEDTAVY YCAEVY
201  GTTCACCATC TCCCGOGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAARTGA TGCCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GGARGTTTAT
s 9 CA NCT PLL FPDYW GQG TLV TVSE
301  TCTTCGTGTG CGATGTGTAC TCCGCTTTTG TTTGACTACT GGGGTCAGGG ARCCCTGGTC Accercrcah oc — SEQ ID NO.: 469
DOM-204 - SEQ ID NO.: 355
E VQL L 838 66 LVYQP RAS8 LRL $CAA SGF TFX RY B M
1 TGT T [ o TCCTGYGCAG CCTCOGGA1L LACCTTTAAS CGGTATTCCM
A WV RQA P GKG L EW V SD I GPR GPFBS T VYJY ADSVYV KGR
101  TGGCGTGGGT COGCCAGGCT AGAGTG GGTCTCAGAT ATTGGGCCGA GGGGTTTTTC oo X
-FTI 9 RDN SKN TLY LOQMN 81LR ED TAVY YCA XKV G
201  GTTCACCATC TCCOGCGACA ATTCCARGAA CACGCTGTAT CTGCAARTGA ACAGCCTGCG AC AT
RGQR DTS QPF DYWG QGT LVT VSS
301  CGTGGICAGC GTGATACTAG TCAGCCGTTT GACTACTGGG GTCAGGGAAC CCTGGTCAce crcrecace — SEQ ID NO.: 470
DOM-205 - SEQ ID NO.: 356
EVQL LES GGG LVQP GGB LRL 8CAA SGF TFA SYQ M-
1 TGT T TC TCC TT CACCTTTGCT TCTTATCAGA
AWY RQA PGXKG LEW VSEG ITSBG GLS TYY ADSV KGR
101 TGACTTGEGT T ATTACTTCGG GTGGTCTTAG TACGTACTAC GCAGACTCCG TGAAGGGCOG
PT! SRDN SKN TLY LQMNN SLR AED TAVY YCA KPG
201 GTTCACCATC TCCOGOGACA ATTCCAAGAA ATTACTGTGC GAAACCGGGG
RGFD YWG6 QGT LVTV §8
301 AGGGGTTTTG ACTACTGGGG TCAGGGAACC CTGATCACCG Tcrcaace — SEQ ID NO.: 471
DOM-206 - SEQ ID NO.: 357
EVQL LES GGG LVQP GGS LRL §8CAASGF TFA SYEHM
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1 GAGGTGCAGC TGTTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CTGGTGGGTC CCTGCGTCTC TCCTGTGCAG CCTCOGGATT CACCTTTGCT TCTTATGAGA
T WV RQA PG KG L EW V8 G I S S8SD GLS T YY ADUSVYVY KGR
101 TGACTTGGGT COGCCAGGCT CCAGGGAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCAGGG ATTTCTICTG ATGGTCTGTC TACATACTAC GCAGACTCCG TGAAGGGCCG
F T I § RDN S8 KN TLY LQMN SLR AED TAVY Y CA KUPG
201 GTTCACCATC TCCCGOGACA ATTCCAAGAAR CACGCTGTAT CI'GMTGA ACAGCCTGCG TGCCGAGGAC ACCGCGGTAT ATTACTGTGC GAAACCGGGG
vV L P D Y W G QG T L VTV S
472

301 GTGTTGTTIG ACTACTGGGG TCAGGGAACC CTGGTCACes Terecsace — SEQ ID NO.

DOM-207 - SEQ ID NO.: 358

EVOQOL LES 666G LVQP G688 LRL S CAA 8SGPF TVPFD K VYTULM

1 AGC TGT T AGC CCTGCGTCTC TCCTGTGCAG CCTCTGGATT CACCTTTGAT AAGTATTTGA
- S WV RQA PGKG L EW VSG I EPL GDV T YY ADSV KGHR
101 TGTCGTGGET T GTC GGTCTCAGGT ATTGAGCCTC TGGGTGATGT TACATACTAC GCAGACTCCG TGAAGGGCOG
«FP T I 8 RDN 8 KN TLY LQMN S LR AED TAVY YCA KEHA

201 GTTCACCATC TCCOGCGACA ATTCCAAGAA CACGCTGTAT CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TGCCGAGGAC ACCGOGGTAT ATTACTGTGC GAAAGAGGCT
$ GDF DY W G6QG TVL VT VS 8§

301  TCGGGGGATT TTGACTACTG GGGTCAGGGA ACCCTGGTCA coerercaac ¢ — SEQ ID NO.: 473

DOM-208 - SEQ ID NO.: 359
E VvV QL LEBES 660G LVQP 668 LRL S CARARA 8GP TFT EVYEM
1 GAGGTGCAGC TGT TTGGTACAGC [ TCCTGTGCAG CCTCCGGGTT CACCTTTACT GAGTATGAGA
$ WV RQA PG KG L EW VS8 IDNV GSE TYY ADSEV KGR
101 TGTCTTGGGT CCGCCAGGCT CCAG!GAAGG GTCTAGAGTG GGTCTCAAGT ATTGATAATG TGGGTAGTAG TACATACTAC GCAGACTCCG

N
201 GTTCACCATC TCCCGOGACA ATTCCMGM CACGCTGTAT CTGCAMTGA ACAGCCTGOG TGCOGAGGAT ACCGOGGTAT ATTACTUTGL GAAACCIGSS
X L F D Y W a Q 6T L VTV

301 AAGCTTTTTG ACTACTGGGG TCAGGGAACC CTGGTCACCS Tcrccace — SEQ ID NO.: 474

DOM-209 - SEQ ID NO.: 360
EVOoOL LES GGG LVQP GGB6 LRL §CAA SGP TPA DYEHM
1 AGC TGT TTGGTACAGC C TCCTGTGCAG CCTCCAGATT CACCTTTGCT GATTATGAGA
W WV ROAPGEKG LEW VSA ISRQ GPFA TVYY ADSV KGR
101 TGTUGTGOGT CUICCAGOCT CCAGGIAAGG GICTAGAGTA GOTCICASCO MTTTCTAGIC AGUGTTTTOC TACATACTAC GCAGACTCOD TGRRNOGCUS
FTI SRDN § LY LQMN SLR AED TAVY YCRA KDL
201 GTTCACCATC TCCCGCGACA Arrcmmn cnmcm-m-r CTGCAAATGA ACAGCCTGCG TGCCGAGGAC AT
ERDD FDY WGQ 6TULV TV S 8

301  GAGCGGGATG ATTTTGACTA CTGGGGTCAG GGAACCCTGG Tcaccererc aace — SEQ ID NO.: 475
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Entre los clones de DOM descritos, se ha hecho un nimero de

observaciones con respecto a la homologla entre los clones, y propiedades de

los aminoacidos predichos en posiciones particulares en el dAbs anti-CD40L.

Estas se muestran en las Tablas 9 y 10 siguientes:

Tabla 9. Prediccion'es para clones CD40L anti-VH: (utilizando el cédigo

estindar de aminoécido de una sola letra)

Numero Numeracion | Aminoacido | Propiedades Aminoacidos
predicho de | Kabat simulado en | de frecuentemente
aminoacido | predicha esta posicion | aminoacidos encontrados en
relativo a la frecuentemente | la posicion
secuencia encontradas en | designada en
simulada la posicion | dAbs anti-
designada en | CD40L
dAbs anti-
CD40L
30 30 S Acido; D,E,A G
pequeno
33 33 A mezcla Q,EPG
35 35 S mezcla AMGT
50 50 A nucleofilico; o (S, T,G,W
G W il
52 52 S hidrofilico; 0 G, [T, S,G,D, N
D,N
53 53 G mezcla P,R,S,D
54 54 S Acido;oL,1,Q [D,E,L |, Q
9g* 95 S hidrofébico; o [P,F,V, L
P,G
100 96 Y mezcla G,D,R,L

* 8i el aminoacido en la posicion 99 (simulada) es P entonces G o D se

encuentra frecuentemente en la posicion 100.
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Tabla 10. Predicciones para clones CD40L anti-VK:

NUumero Numeracién | Aminoacido | Propiedades Aminoacidos

predicho de | de Kabat | simulado en | de frecuentemente

aminoacido | predicha esta posiciéon | aminoacidos encontrados en

relativo a la frecuentemente | la posicion

secuencia encontradas en | designada en

simulada la posicion | anti-CD40L
disefiada en | dAbs
anti-CD40L
dAbs

28* 28 S mezcla A,D,W,P

30 30 S Acido; 0 G G,D,E

32 32 Y mezcla R,S,D,N

34* 34 N Acido o basico |R,E

50 50 A mezcla H.DG,S

51 51 A mezcla S,G,R

53 53 S hidrofébico, p|l,L.M, K, E,W
K, E

91 91 S mezcla Y.R,V

92 92 Y basico;o S,W [H,S,W,R

96 96 N mezcla Y.V,.A T

*Si el aminoacido en la posicion 28 (simulada) es D entonces E se encuentra
frecuentemente en la posicion 34.

**Si el aminoacido en la posicion 34 (simulada) es E entonces Y se encuentra
frecuentemente en la posicion 91 y H o D en la Posicion 92.

Ejemplo 8: PEGilacién de DOM8-24

La PEGilacién de maleimida de sitio especifico de DOM8-24 requiere
una cisteina accesible solvente para ser proporcionada en la superficie de la
proteina, en este ejemplo, en el C terminal. El residuo de cistelna, una vez
reducida para proporcionar el tiol libre, puede ser posteriormente utilizado para
acoplar especificamente la proteina a PEG via un amplio rango de quimicos
tales como maleimida u otro tiol para proporcionar un disulfuro. Un amplio
rango de PEGs quimicos modificados de diferentes tamafios y formatos
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ramificados estan disponibles de Nektar (formalmente conocido como
Shearwater Corp). Esto permite que el monomero béasico dAb-cys sea
formateado en una vanedad de formas por ejemplo como un monémero,
dimero, trimero, tetramero, etc. PEGilado. El tamafio de los PEGs esta dado en
kDa pero también puede referirse como K (esto es, "40K PEG" = 40 kDa PEG).

Construccién por PCR de DOMB8-24cvs

El sitio de unién para el PEG puede ser ubicado en cualquier lugar de la
superficie del dAb en la medida que el aminoacido marcado es solvente
accesible y la proteina PEGilada resultante ain mantiene el enlace de
antigeno. Por lo tanto también es posible disefiar la cys dentro de cualquiera de
los marcos 1-4 del dAb para PEGilacién y sigue manteniendo algo de enlace de
antigeno. Los siguientes oligonucledtidos se utilizaron para especificamente
PCR DOMB8-24 con unos sitios Sall y BamHI para clonacién y también para
introducir un reiduo de cisteina C terminal.

Sall

P Fog Py P Pr

Ala Ser Thr Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu
Val

1 GCG TCG ACG GAG GTG CAG CTG TTG GAG TCT GGG GGA GGC TTG

GTA
CGC AGC TGC CTC CAC GTC GAC AAC CTC AGA CCC CCT CCG AAC

CAT

Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly

Phe
46 CAG CCT GGG GGG TCC CTG CGT CTC TCC TGT GCA GCC TCC GGA

TTC
GTC GGA CCC CCC AGG GAC GCA GAG AGG ACA CGT CGG AGG CCT

Thr Phe Ser Asn Tyr Gln Mecr Ala Trp Val Arg Gln Ala Pro

Gly
91 ACC TTT AGT AAT TAT CAG ATG GCG TGG GTC CGC CAG GCT CCA

GGG
TGG AAA TCA TTA ATA GTC TAC CGC ACC CAG GCG GTIC CGA GGT

CcCC
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181

226

271

316

361

Lys
Ser
AAG
TCG
TTC
AGC

Thr
Arg
ACA
CGC
TGT
GCG

Asp
Arg
GAC
CGT
CTG
GCA

Ala
Asn
GCC
AAT
CGG
TTA

Phe
d kR

TTT
TAA

ATT

% & %

TAA
ATT

Gly
GGT

CCA

Tyr
TAC

ATG

Asn

TTA

Glu
GAG

CTC

Asp
GAC

CTG

o Pr T P

Gly

Leu
CTA

GAT

Tyr
TAC

ATG

Ser
TCC

AGG

Asp
GAC

CTG

Tyr
TAC

ATG

Ser

GGA TCC
CCT AGG

Glu
GAG

CTC

Ala
GCA

CGT

Lys

TTC

Thr
ACC

TGG

Trp Gly Gln
TGG GGT CAG

ACC CCA GTC

{(SEQ ID NI:
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:

Trp
TGG

ACC

Asp
GAC

CTG

Asn

TTG

Ala
GCG

cGC

Val

GTC

CAG

Ser

TCC

AGG

Thr

ACA

TGT

Val

GTA

CAT

Ser
TCA

AGT

Val
GTG

CAC

Leu
CTG

GAC

Tyr
TAT

ATA

Ser
AGT

TCA

Lys

TTC

Tyr
TAT

ATA

Tyr
TAC

ATG

Ile
ATT

TAA

Gly
GGC

CcCG

Leu
CTG

GAC

Cys
TGT

ACA

Thr
ACT

TGA

Arg
CGG

GCC

Gln
CAR

GTT

Ala
GCG

CGC

Ser
AGT

TCA

Phe

TTC

Met
ATG

TAC

Lys

TTT

Glu

GAG

CTC

Thr

ACC

TGG

Asn

TTG

Pro

CCG

GGC

Gly
GGT

cca

Ile
ATC

TAG

Ser
AGC

TCG

Gly
GGT

CcCa

2 Dl

Gly
GGT

CCA

Ser
TCC

AGG

Leu
CTG

GAC

Lys

TTC

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Cys

GGA ACC CTG GTC ACC GTC TCG TGC

CCT TGG GAC CAG TGG CAG AGC ACG

85)
83)
84)

La secuencia de ADN de los cebadores de PCR utilizados para
amplificar el dAb disefiado se muestra a continuacién.
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Cebador directo

5-AGTGCGTCGACGGAGGTGCAGCTGTTGGAGTCT-3' (SEQ ID NO:
86)

Cebador inverso

5-AAAGGATCCTTATTAGCACGAGACGGTGACCAGGGTTCCCTG-3'
(SEQ ID NO 87)

Se monté la reaccion de la PCR (volumen 50 plL) tal como sigue: 200pM
de dNTP, 0.4uM de cada cebador, 5§ pL de 10x PfuTurbo solucion
amortiguadora (Stratagene), 100 ng de plasmido molde (DOMB8-24), 1uL de
enzima PfuTurbo (Stratagene) y se ajustd el volumen hasta 50uL utilizando
agua estéril. Se utilizaron las siguientes condiciones de PCR: paso de
desnaturalizacion inicial 94 °C durante 2 mins, posteriormente 25 ciclos de 94
°C durante 30 segs, 64 °C durante 30 seg y 72 °C durante 30 seg. También se
incluyé un paso final de extensién de 72 °C durante 5 mins. El producto de la
PCR se purificd y se sometié a digestidn con Safl y BamH| y se uni6 dentro del
vector (pDOMS5) el cual también habla sido cortado con las mismas enzimas de
restriccion Se verificaron los clones correctos por medio de secuenciamiento
de ADN.

Expresion y purificacion de DOM8-24

El vector DOM8-24 se transformé dentro de las células electro-
competentes HB2151. Se seleccionaron las células que portan el plasmido de
dAb para utilizacién de carbenicilina 100 pg/mL. Los cultivos se montaron en
frascos divididos de 2L que contienen 500 mL de medio de cultivo terrific broth
(Sigma-Aldrich) y carbenicilina 100 pg/mL. Los cultivos crecieron a 30 °C a 200
rpm hasta un O.D.600 de 1-1.5 y posteriormente se indujeron coniPTG 1mM
(isopropil-beta-D-tiogalactopiranésido, de Melford Laboratories). Se permitié
que continuara la expresion del dAb durante 12-16 hrs a 30 °C. Se encontrd
que la mayoria del dAb estaba presente en el medio de cultivo. Por lo tanto, las
células se separaron del medio mediante centrifugacion (8,000Xg durante 30
mins), y el sobrenadante se utilizd para purificar el dAb. Por litro de
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sobrenadante, se adicionaron 10 mL de Linea de Flujo de Proteina A
(Amersham Biosciences) y se pemiti6 que el dAb se uniera al lote con
agitacion durante 3 horas a temperaiura ambiente, o durante la noche a 4 °C.
Se permitid que la resina se asentara bajo accién de la gravedad durante una
hora antes de que se removiera el scbrenadante. Posteriormente se empacd la
agarosa dentro de una columna XK 16 (Amersham Pharmacia) y se lavé con
10 volumenes de columna de 2xPBS. Se eluyé el dAb enlazado con glicina 100
mM pH 3.0 y posteriormente se neutralizaron las fracciones que contienen
proteina mediante la adicién de 1/5 de volumen de Tris 1 M pH 8.0.

PEGilacién de DOM8-24cyvs utilizando PEG MAL activado

PEGilacién de Mon6émero

E! residuo de cistelna que ha sido disefiado sobre la superficie del dAb
VH se modificd especificamente con un PEG-MAL simple lineal o ramificado
para dar una formatos de proteina mPEG-MAL monomérica modificada que
pueden utilizarse para PEGilar un dAb VH o Vk monomérico. Los PEGs pueden
ser de PM desde 500 hasta 60,000 (por ejemplo, desde 2,000 hasta 40,000) de
tamanio.

==

i —Q -E—P«tl-l

mPEG — N ICFHI

S
mPEG—O—Cuttt” —Nn—m—mj-mm-

¢
\

mPEG-MAL mPEG2-MAI,

Se redujeron 2.5 ml de DOM8-24cys 500 UM con de ditiotreitol 5 mM y
se dej0 a temperatura ambiente durante 20 minutos. Posteriormente se
intercambi6 la solucion amortiguadora de la muestra utilizando una columna
PD-10 (Amersham Pharmacia). La columna ha sido pre-equilibrada con EDTA
5 mM, fosfato de sodio 20 mM pH 6.5, glicerol 10%, y la muestra se aplico y
eluyd siguiendo las pautas del fabricante. La muestra eluida (3.5 ml de dAb
~360 uM) se coloco sobre hielo hasta que se requirid. Se pes6 un exceso molar
de cuatro veces 30K PEG-MAL o 40K PEG2-MAL (Nektar) y se adicioné
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directamente a la solucién de dAb reducido y se mezclé suavemente hasta que
el polimero se disolvi6. Se dejé proceder la reacciéon a temperatura ambiente
durante 3 horas.

Purificacién del monémero DOM8-24cvs 30K v 40K PEGilado

Se purificd el dAb PEGilado utilizando cromatografia de intercambio
catiénico ya que el punto isoeléctrico (pi) de la proteina es ~8. Se adicionaron
40 uL de acido acético glacial 40% por mL de reaccién de DOM8-24cys 30K o
40K PEG para reducir el pH hasta ~4. Posteriormente se aplicd la muestra a
una columna de intercambio catidnico Resource S de 1mL (Amersham
Pharmacia), la cual a sido pre-equilibrada con acetato de sodio 50 mM pH 4.0.
Se separ6 el material PEGilado del dAb no modificado mediante la corrida de
un gradiente de cloruro de sodio lineal desde 0 hasta 500 mM durante 20
volimenes de columna. Las fracciones que contienen el dAb PEGilado se
identificaron anicamente utilizando SDS-PAGE y posteriormente se reunieron y
se incremento el pH hasta 8 mediante la adicién de 1/5 de volumen de Tris 1M
pH 8.0

Ensavo de enlace funcional In vifro: ensavo de! receptor de liaando
CD40 (CD40L RBA)

Se utilizd el ensayo de CD40L para medir el enlace de CD40L a CD40 y
la capacidad de las entidades enlazantes (incluyendo fragmentos de anticuerpo
monovalente tal como un dAbs) para bloquear esta interaccion, tal como se
muestra en la Figura 7.

Se recubrié una placa de ensayo de 96 pozos Nunc Maxisorp durante la
noche a 4°C con 100 ul por pozo de CD40/Fc recombinante humana (R&D
Systems) a 0.5 pg/ml en solucién amortiguadora de carbonato. La placa se lavo
3 veces con 300 pl de Tween/PBS 0.05% y 3 veces con 300 pl de PBS
utilizando un lavador de placa Tecan. Los pozos se bloquearon utilizando 200
pl de PBS que contienen BSA 2% (p/v) y se incubaron durante un minimo de 1
h a temperatura ambiente. Los pozos se lavaron como anteriormente,
posteriormente se afiadieron 50 pl de proteina dAb purificada a cada pozo.
También se adicionaron a cada pozo 50 pl de CD40L, a 6 ng/ml en diluyente
(para una concentracién final de 3 ng/ml), y la placa se incub6 durante 1 hr a
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temperatura ambiente. La placa se lavé tal como se describid previamente y se
adicionaron 100 pl de anticuerpo anti-CD40L biotinilado, 0.5 ug/ml en diluyente,
y se incubd durante 1 hr a temperatura ambiente. La placa se lavé tal como se
describié anteriormente, posteriormente se adicionaron 100 pl de anticuerpo
anti-biotina HRP conjugado (1:5000 dilucién en diluyente) a cada pozo y la
placa se incubé durante 1 hr a temperatura ambiente. La placa se lavo
nuevamente tal como se describié previamente utilizando un lavador de placa
Tecan y se desarrolld el ensayo utilizando 100 pl de solucion SureBlue 1-
Component TMB MicroWell Peroxidase (la placa se dej6 a temperatura
ambiente por hasta 20 min). Se detuvo la reaccion mediante la adicion de 100
ul de acido clorhidrico 1 M. Se ensayd el ODysonm de la placa dentro de los 30
minutos de la adicién del acido. El ODg4sonm €5 proporcional a la cantidad de
conjugado estreptavidina-HRP enlazado, por lo tanto entre mayor sea el grado
de inhibicion de dAb menor es el ODysonm de |a sefial resultante. Se incluyeron
los siguientes controles' 0 ng/ml CD40L (solamente diluyente), 3 ng/ml CD40L
y 3 ng/ml CD40L con 1 pg/ml anticuerpo anti-CD40L

Los resultados del CD40L RBA se muestran en la Fig. 9. Se puede ver
que el DOMB8-24cys PEGilado tiene una afinidad similar para CD40L como la
proteina no modificada. El tamafio cdel polimero unido (bien sea 30 o 40K) no
parece afectar significativamente el IC 50 de ~1 nM.

Ejemplo 9: Generacién y Expresién de un Dimero de dAb Especifico Dual
(DOM7h-26— DOM-24)

Se construyb un dimero de dAb especifico dual tal como se describe en
WO02004/003019 y como se describe a continuacion.

Se gener6 un fragmento de PCR introduciendo los sitios de restriccion '
Notl y 3' EcoRI dentro de la secuencia de ADN DOM-24 utilizando los
cebadores VH-5'-Notl (5'-
GTATGTCTGGCGGCCGCAGAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCT
TG-3, SEQ ID NO: 90) y VH-NO-Xhol (5'-
TAGAATTCTTATTAGCTGGAGACGGTGACCAGGGT-3'; SEQ ID NO: 91). E
producto de la PCR se someti6 a electroforesis sobre un gel de agarosa 1% y
se retird la banda apropiada y se limpié el gel utilizando el Kit de Extraccion
Qiagen Gel. El ADN purificado se someti6 a digestién con Notl y EcoRI durante
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1 hora a 37°C y posteriormente se purificé el fragmento de ADN sometido a
digestion utilizando el Kit de Limpieza Qiagen PCR. El producto de la PCR
sometido a digestiéon se unid utilizando T4 ADN ligasa dentro del vector pCH3,
derivado de pPICz-alfa (Invitrogen Ltd, Paisley, UK), el cual ha sido sometido
previamente a digestién con Noti y EcoRl, facilitando de este modo la ligacion
de la secuencia 3' ADN DOM-24 relativa a la secuencia de ADN dAb de
albumina de suero ant-humana (DOM7h-26). Se utilizd un microlitro de la
mezcia de ligacién para electroporar 50 pl de E. coli TOP10F' (cubetas de
didmetro 0.2 mm; uFD 25; 200Q; 2.500 kV) utilizando un Biorad Genepulser |
con modulo controlador de pulso. Las células electroporadas se
resuspendieron inmediatamente en ‘i ml de medio LB bajo en sal (10 g/l de
triptona; 5 g/l de extracto de levadura; 5 g/l de NaCl; pH hasta 7.5 con NaOH 4
M; posteriormente se sometié a autoclave a 121°C durante 15 min) y se
plaquearon 100 il de la suspensién celular sobre placas de agar L.B bajas en
sal (10 g/l de triptona; 5 g/l de extracto de levadura; 5 gfl de NaCl; pH hasta 7.5
con NaOH 4 M; agar 15 g/l; posteriormente se someti6 a autoclave a 121°C
durante 15 min) complementado con 25 pg/ml de zeocina (Invitrogen Ltd,
Paisley, UK) y crecieron a 37°C durante la noche.

Se analizaron diversos clones individuales de la placa de crecimiento
durante la noche mediante secuenciamiento de ADN utilizando el cebador de
secuenciacion del factor alfa (5-TACTATTGCCAGCATTGCTGC-3', SEQ ID
NO: 92) y el cebador 3' AOX1 inverso (5-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3",
SEQ ID NO: 93). Se hizo una preparaciéon de plasmido derivado de un clon
sencillo que contiene la secuencia de ADN deseada mediante la inoculacion de
100 ml de medio LB bajo en sal complementado con 25 pg/ml de zeocina y
crecié6 durante la noche a 37°C con agitacién a 250 rpm, seguido por la
purificacion del plasmido de ADN utilizando un Kit Qiagen Plasmid Midi Prep
(Qiagen).

Se determiné la concentracion y pureza del ADN mediante la medicion
de la absorbancia a 280 nm y 260 nm. Se sometieron a digestién entre 10 y 50
pg de ADN con las enzimas de restriccion Pmel, Sad o BstXl y se confirmé la
digestién del ADN mediante analisis sobre un gel de agarosa al 0.8%. Se
purificd el ADN sometido a digestion utilizando el Kit Qiagen Qiaex Il (Qiagen) y
se eluyd el ADN en 10 pl de agua purificada por 20 pl de resina Qiaex [l.
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Se prepararon células de levadura competentes rayando la cepa X33 de
Pichia pastoris nativa sobre una placa de agar YPD (para 1 litro de medio: 20 g
de peptona de carne tipo 1; 10 g de extracto de levadura; 20 g de agar disuelto
en 900 ml de agua y esterilizado mediante autoclave a 121°C durante 15
minutos; seguido por la adicion aséptica de 100ml de dextrosa al 20% vy la
cantidad deseada de zeocina una vez el medio se ha enfriado por debajo de
50°C) y crecieron a 30°C durante 36-48 h hasta que aparecieron las colonias.
Se inoculd una colonia sencilla en 5 ml de medio YPD (en cuanto al agar YPD,
sin la adicién de 20 g de agar) y creci6é durante la noche en un frasco dividido
de 50 ml a 30°C con agitacion a 250 rpm. Se inocularon quinientos mililitros de
medio YPD en un frasco dividido de 2| con 0.1-0.5 ml del cultivo de durante la
noche y crecieron a 30°C con agitacién a 250 rpm durante la noche hasta un
OD600 de aproximadamente 1.3-1.5. Se enfri6 el cultivo sobre hielo
posteriormente se recogi6 la Pichia mediante centrifugacién a 1500 g durante 5
min a 4°C. Se desechd el sobrenadante y se resuspendio el sedimento en 500
mi de agua ultra pura enfriada con hielo. Se recuperé nuevamente la Pichia
mediante centrifugacion a 1500 g durante 5 min a 4°C. Se resuspendio el
sedimento y se centrifugd por otras tres veces adicionales, la primera vez en
250 ml de agua ultra pura enfriada con hielo, posteriormente dos veces en 20
ml de sorbitol 1M enfriado con hielo. Se mantuvo la Pichia competente sobre
hielo por hasta 6 horas antes de su uso.

Para transformar la Pichia mediante electroporacion, se mezclaron entre
10 hasta 20 ug de vector linealizado en 10 uyl de agua con 80 pli de Pichia
competente en un tubo de microfuga preenfriado y se incubaron en hielo
durante 5 min. Posteriormente se transfirié la mezcla de Pichia a una cubeta de
electroporacién de abertura de 0.2 cm preenfriada, y electroporada: 25 uF,
juego de resistencia al infinito, 0.54 kV en un Biorad Genpulser Il con mddulo
controlador de pulso. Se adiciond inmediatamente 1 ml de sorbitot 1 M enfriado
con hielo a la cubeta de electroporacion y se transfirio la Pichia electroporada a
un tubo de polipropileno de 15 ml. Se incubé este cultivo a 30°C sin agitacion
durante 2 horas para permitir que las células se recuperaran. Posteriormente
se plaquearon las células sobr2 placas de agar YPDS (agar YPD
complementado con sorbitol 1 M) y se adiciond zeocina hasta las
concentraciones finales de 100 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml, y 2000 pg/ml. Se
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incubaron las placas a 30°C en la oscuridad durante 2-10 dias hasta que
aparecieron las colonias. Se recogieron varios clones de cada palca y se
rayaron nuevamente sobre placas de YPD complementadas con la misma
cantidad de zeocina con la que se seleccionaron originalmente en contra. No
se determiné el estado de Mut para cada clon X33 para la expresion de
agitacién de frasco a escala pequeiia a media .

Se utilizaron colonias rayadas nuevamente individuales para inocular 50
ml de medio BMGY (por 1 litro de medio: 20 g de peptona de came tipo 1, se
disolvieron10 g de extracto de levadura en 700 ml con agua y se esterilizd
mediante autoclave a 121°C durante 15 minutos; seguido de la adicion aséptica
de 100 ml de KPQ,4 1 M pH 6.0; 100 ml de glicerol al 10%; y 100 mi de YNB 10x
(Levadura Base de Nitrégeno), 2 ml de biotina 500x) en un frasco de 250 ml y
crecieron a 30°C con agitacién a 250 rpm hasta que se consiguié un OD600 de
2 hasta 6. Se recuperd la Pichia mediante centrifugacién a 1500 g durante 5
min a temperatura ambiente. Se resuspendié el sedimento resultante en 20 ml
de medio BMMH (como para el medio BMGY excepto que los 100 ml de
glicerol al 10% se reemplazaron con 100 ml de metanol al 5%), y se retorné a
un frasco dividido de 250 ml fresco y se incubé a 30°C con agitacion a 250 rpm
por hasta 5 dias post induccién. Se recuperaron, en intervalos de 24 h,
muestras de 0.5 ml y se determinarcn mediante analisis del sobrenadante por
medio de SDS-PAGE.

Se purificé el dimero de dAb a partir del sobrenadante de cultivo
utilizando una matriz Streamline protein-A (Amersham Biosciences). Después
del enlace del dimero de dAb, se transfirid la matriz a una columna de
cromatograffa de 20 ml vacia que contiene una frita y se pemitié que el
sobrenadante fluyera a través de la columna, reteniendo la matriz. Se lavé la
matriz con 10 veces el volumen de la matriz de una solucién amortiguadora de
contenido de sal alto (solucién amortiguadora de Fosfato 10 mM, KCI 2.7 mM,
NaCl 487 mM, pH 7.4). Se eluy6 la proteina enlazada con glicina 0.1 M pH 3
complementada con NaCl 0.15 M y se recolectaron fracciones de 0.8 ml que se
neutralizaron inmediatamente con la adicion de 0.2 ml de Tris-HCI 1 M pH 8.0.

201



229

Enlace de Antigeno Simultaneo del Dimero de dAb Especlfico Dual

Se desarrollo una ELISA de enlace de antigeno, para demostrar que el
dAb dimérico especifico dual era funcional y podia unirse a ambos antigenos
simultaneamente. Se recubrieron cincuenta microlitros por pozo de albimina de
suero humano a 100 ug/ml en PBS sobre una placa de ELISA Maxisorb (Nunc)
durante la noche a 4°C. Se lavo la placa 3 veces con 250 pl/pozo de PBS
complementado con Tween 20 al 0.1% (v/v) (Sigma). Posteriormente se
bloqueé la placa durante 1 h a temperatura ambiente con 200 ul por pozo de
PBSM (PBS complementado con 2% (p/v) leche en polvo baja en grasa). La
placa se lavé tal como anteriormente, posteriormente se adicionaron 50 ul por
pozo de diluciones dobles del dimero de dAb en PBSM y se incubaron durante
1 hora a temperatura ambiente. La placa se lavé tal como anteriormente
posteriormente se afiadieron 50 pl por pozo de una de solucién 5 nM de de
CD40L biotinilado en PBSM y se incubd durante 1 hora a temperatura
ambiente. La placa se lavé tal como anteriormente, posteriormente se
adicionaron 50 pl por pozo de estreptavidina-HRP (Amersham Biosciences)
diluida 1 en 4000 en PBSM y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente.
La placa se lavd 4 veces con 250 pl/pozo de PBS complementado con Tween
20 al 0.1% (viv), seguido de dos lavados con 250 pl/pozo de PBS. Se
desarroll6 la ELISA mediante la adicion de 50 pl por pozo de solucion SureBlue
1-Component TMB Micro Well Peroxidasa (KPL, Gaithersberg, MD) y se incub6
a temperatura ambiente durante varios minutos hasta que se obtuvo la
intensidad de color deseada. Se detuvo la reaccion mediante la adicion de 100
Hl de acido clorhidrico 1 M y se leyé a 450 nm (Figura 10).

Generacion v Expresién de un Fab Especifico Dual {(DOM7h-2:CK DOM-
24:CH)

Para producir un Fab dual especifico se utilizé esencialmente el mismo
método tal como se describié para el dimero de dAb dual especifico (DOM7h-
26-— DOM-24) excepto que el ADN para los dAbs DOM7h-2 y DOM-24 se
cloné dentro de vectores basados en pPICz-Alfa separados que contienen el
dominio CK humano o CH1 humano respectivamente. Se diseflaron cada uno
de los dos vectores para pemitir la expresiéon de un polipéptido sencillo que
consiste del dominio CH1 o CK fusionado en marco al extremo 3' del dAb
apropiado. Para obtener la expresion del fragmento de Fab completo, se
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contransformaron cepas X33 de Pichia pastoris competente con dos vectores
linealizados. La purificacion fue tal como se describié para el dimero de Fab.

Enlace de Antiaeno Simultaneo del Fab Especlfico Dual
Se llevo a cabo el enlace de antigeno simultaneo del Fab dual especifico
utilizando el mismo ensayo tal como se describié para el dimero dual especifico

de dAb anterior. Los resultados se muestran en la Figura 11.

Inhibicion de la requlacion ascendente de CD54 mediada por CD40
interrupcién de |a interaccién CD40 / CD40L en células L3055.

Se ensayaron las moléculas mcnoméricas de dAb por su capacidad para
interrumpir el enlace de CD40L a CD40 asociado celularmente. Esto se
determind mediante la medicién del nivel de inhibicion de la regulacién
ascendente de CD54 mediada por CD40 en el grupo 1 de la linea celular L3055
de linfoma de Burkitt mediante FACS. Se estimul6 la CD40 desplegada sobre
las células L3055 mediante el CD4CL expresado sobre la superficie de los
fibroblastos (tipicamente células L de ratdn) transfectados con el gen CD40L tal
como se describié previamente por Garrone et al., 1995 (Garrone P., Neidhardt
E. V., Garcia E., Galibert L., van Kooten C5 Banchereau J. (1995) J Exp Med
182, 1265-1273.)

Se pre-incubaron las muestras que contienen los dAbs con las células
de las células L durante 1 hora antes de la adicién de las células L3055. Se co-
cultivaron ambas lineas celulares durante 22 horas después de lo cual se
tifieron las células L para el andlisis de FACS, tal como fue descrito por Baker
et al., 1998 (Baker, M.P., Eliopouios, A.G., Young, L.S., Amitage, RJ., Gregory,
CD., Gordon, J. (1998) Blood, 92 (8), 2830-2843) y por Challa et al., 2002
(Challa, A., Eliopoulos, A.G., Holder, MJ., Burguete, A.S., Pound, J.D.,
Chamba, A., Grafton, G., Armitage, RJ., Gregory, C.D., Martinez- Valdez, H.,
Young, L. y Gordon, J. (2002) Blood, 99 (9), 3411-3418.

El andlisis de FACS de DOM-24 (forma monomérica) a una
concentracion de 12 ym mostré inhibicién.
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El analisis de FACS del DOM-116 de Vk a una concentracion de 9uM
mostré inhibicidbn comparada con un blanco de control de dAb y el trazo celular
estimulado (Figura 13).

Efecto de la terapia anti-CD40L sobre la respuesta inmune primaria a

inmunizacién con KLH.

Para mostrar el efecto de la terapia anti-CD40L sobre la respuesta
inmune primaria a inmunizacién con KLH se puede llevar a cabo un estudio
similar al descrito por Gobburu, J.V.S. et al., 1998 (Gobburu, J.V.S., Tenhoor,
C, Rogge, M.C., Frazier, D.E., Thomas, D., Benjamin, C, Hess, D.M., & Jusko,
WJ. (1998) JPET, 286, 925-930.

Un ejemplo de estudio puede ser tal como sigue: se inyectaron monos
Cynomolgus con un anticuerpo anti-CD40L o formato dAb a una dosificacion de
10mg/kg en los momentos Oh, 168h y 336h. A las 24h los animales recibieron
una inyecciéon intradérmica Gnica de 100 pg de hemocianina de lapa
californiana (KLH) altamente purificada. Se evalud el suero para una respuesta
a KLH antes del comienzo y después de la terminacién del estudio. Se permitié
que los animales se recuperaran durante un tiempo adecuado para asegurar
que la molécula de dAb ha despejado la circulacion, posteriormente se
inyectaron con KLH (sin dAb) para determinar si el animal puede elevar una
respuesta inmune contra KLH. Pueden utilizarse antigenos altemativos para el
estudio sI se detecta una respuesta temprana a KLH antes del comienzo del

estudio.

La respuesta inmune a la KLH podra medirse por medio de un ensayo
adecuado de ELISA, RIA o titulo de anticuerpo. Se
anticipdé que los resultados pueden mostrar que el DOM-
24 monomerico PEgilado puede suprimir la respuesta
inmune de los animales a la KLH. Esto podria verse en la
reduccién del titulo de anticuerpo comparado con un
control positivo. Los resultados pueden ser normalizados
de tal forma que se considere que el control positivo sea
100 y la reduccidn en la respuesta inmune después de la
administracién del dAbs pueda estar en el rango de 10 a
90% esto es, 90 a 10 unidades.
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Sequencia del DOM7h-26--- DOM-24

LEKREVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCTASGFTFDEYNMSWVRQAPGKGLEW
VSTILPHGDRTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKQD
PLYRFDYWGQGTLVTVSSAAAEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSN
YQMAWVRQAPGKGLEWVSSITSEGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKPGKNFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 88)

Sequencia del DQM7h-26

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQKIATYLNWYQQKPGKAPKLLIYRSSSL
QSAVPSRFSGSGSGTVFTLTISSLQPEDFATYYCQQTYAVPPTFGQGTKVEIK
R (SEQ ID NO: 89)

Todas las patentes, solicitudes de patente, y referencias publicadas aqul
citadas estan por lo tanto incorporadas por referencia en su totalidad. Si bien
esta invencion ha sido mostrada y descrita particularmente con referencias a
las realizaciones preferidas de la misma, se entendera por aquellos versados
en la materia que varios cambios en la forma y detalles pueden hacerse alli sin
apartarse del alcance de la invencién abarcada por las reivindicaciones
anexadas.
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Anexo 1; polipéptidos que mejoran vida media in vivo.

Glicoproteina Alfa-1 {Orosomucoide) (AAG)

Antiquimotripsina Alfa-1 (ACT)

Antitnpsina Alfa-1 (AAT)

Microglobulina Alfa-1 (Proteina HC) (AIM)

Macroglobulina Alfa-2 (A2M)

Antitrombina [1l (AT )

Apolipoproteina A-1 (Apo A-1)

Apoliproteina B (Apo B)

Beta-2-microglobulina (B2M)

Ceruloplasmina (Cp)

Componente Complemento (C3)

Componente Complemento (C4)

Inhibidor de Esterasa C1 (C1 INH)

Proteina C-Reactiva (CRP)

Cistatina C (Cys C)

Ferritina (FER)

Fibrinbgeno (FIB)
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Fibronectina (FN)

Haptoglobina (Hp)

Hemopexina {(HPX)

Inmunoglobulina A (IgA)

inmunoglobulina D (IgD)

Inmunoglobulina E (IgE)

Inmunoglobulina G (IgG)

Inmunoglobulina M (IgM)

Cadenas Ligeras de Inmunoglobulina (kapa/lambda)

Lipoproteina(a) (Lp(a)]

Proteina de unién a Manosa (MBP)

Mioglobina (Myo)

Fc Neonatal (FcRn)

Plasminégeno (PSM)

Prealbimina (Transtiretina) (PAL)

Proteina de unién a Retinol (RBP)

Factor Reumatoide (RF)

Suero Amiloide A (SAA)

Receptor de Transferrina Soluble (sTfR)

Transferrina (Tf)



Anexo 2

Apareamiento

Referencias terapéuticas relevantes

TNF ALFA/TGFpB

Cuando se inyectan TGF-b y TNF dentro de la
articulacion del tobillo del modelo de artritis
inducida por colageno mejoran significativamente
la inflamacién de la articulacién. No hubo efecto
en ratones de colageno no exigido.

TNF
ALFA/IL-1

TNF e IL-1 sinergizan en la patologia de uveltis
TNF e IL-1 sinergizan en la patologia de malaria
(hipoglicemia, NO)

TNF e IL-1 sinergizan en la induccion de la
migracién de células polimorfonucleares (PMN) en
inflamacion

IL-1 y TNF sinergizan para inducir la infiltracion de
PMN dentro del pertoneo

IL-1 y TNF sinergizan para inducir la secrecién de
IL-1 mediante las células endoteliales. Importante
en la inflamacidn

IL-1 o TNF inducen solos algo de infiltracién
celular dentro del sinovio de la rodilla. PMNs
inducidos por IL-1, TNF-monaocitos. Juntos
inducen una infiltracibn mas severa debido a los
PMNs incrementados

La sustancia depresora de la circulacién
miocardial (presente en la sepsis) es baja. Los
niveles de IL-1 y TNF actuan sinérgicamente

TNF
ALFA/IL-2

Mas relacionado con la activacion sinérgica de las
células T asesinas

TNF
ALFA/IL-3

Sinergia de interleucina 3 y el factor alfa de
necrosis de tumor en la estimulacion del
crecimiento clonal de blastos de leucemia
mielogena aguda es el resultado de la induccion
de citocinas hematopoyéticas secundarias por el
factor alfa de necrosis de tumor




e .

-

Cancer Res.1992 Apr 15;52(8):2197-201

TNF
ALFA/IL-4

IL-4 y TNF sinergizan para inducir la expresion de
VCAM en las células endoteliales. Implicado en
tener un papel en asma. Igual para sinovio —
implicado en RA.

TNF e IL-4 sinergizan para inducir la expresién de
IL-6 en queratinocitos

Sustained elevated levels of VCAM-1 in cultured
fibroblast-like synoviocytes can be achieved by
TNF-alpha in combination with either IL-4 or IL-3
through increased mRNA stability. Am J Pathol.
1999 Apr;154(4):1149-58

TNF
ALFA/L-5

Relationship between the tumor necrosis factor
system and the serum interleukin-4, interleukin-5.
interleukin-8 eosinophil cationic protein, and
immunoglobulin E levels in the bronchial
hyperreactivity of adults and their children Allergy
Asthma Proc. 2003 Mar-Apr;24(2):111-8

TNF
ALFA/IL-6

TNF and IL-6 are potent growth factors for OH-2, a
novel human myeloma cell line. Eur J
Haematol.1994 Jul;53(1):31-7

TNF
ALFA/IL-8

TNF e IL-8 sinergizan con PMNs para activar las
plaquetas. Implicados en el Sindrome de Dolor
Respiratorio Agudo.

Ver IL-5/TNF (asma). Synergism between
interleukin-8 and tumor necrosis factor-alpha for
neutrophil-mediated platelet activation Eur
Cytokine Netw. 1994 Sep-Oct;5(5):455-60.
(sindrome de dolor respiratorio adulto (ARDS))

TNF
ALFA/IL-9

TNF
ALFA/IL-10

IL-10 induce y sinergiza con TNF en la induccién
de la expresién de VIH en células T infectadas
cronicamente

TNF
ALFA/IL-11

Cytokines synergistically induce osteoclast
differentiation: support by immortalized or normal
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calvarial cells. Am J Physiol Cell Physiol. 2002
Sep;283(3):C679-87. (pérdida 4sea)

TNF
ALFA/L-12

—

TNF
ALFA/IL-13

Sustained elevated levels of VCAM-1 in cultured
fibroblast-like synoviocytes can be achieved by
TNF-alpha in combination with either IL-4 or IL-3
through increased mRNA stability. Am J Pathol.
1999 Apr;154(4):1149-58

Interdeukin-TS and tumour necrosis factor-alpha
synergislically induce eotaxin production in human
nasal fibroblast Clin Exp  Allergy.2000
Mar;30(3):348-55

Interleukin-TS and tumour necrosis factor-alpha
synergistically induce eotaxin production in human
nasal fiblroblast Ciin Exp  Allergy.2000
Mar;30(3):348-55 (inflamacién alérgica)

TNF
ALFA/IL-14

Effects of inhaled tumour necrosis factor alpha in
subjects with mild asthma. Thorax. 2002
Sep;57(9).774-8

TNF
ALFA/IL-15

Effects of inhaled tumour necrosis factor alpha in
subjects with mild asthma. Thorax. 2002
Sep;57(9).774-8

TNF
ALFA/IL-16

Tumor necrosis factor-alpha-induced synthesis of
interleukin-16 in airway epithelial cells: priming for
serotonin stimulation. Am J Respir Cell Mol Biol.
2003 Mar;28(3):354-62 (inflamacién de las vias
respiratorias)

Correlation of circulating intedeukin 16 with
proinflammatory cytokines in patients with
rheumatoid arthritis. Rheumatology (Oxford). 2001
Apr;40(4):474-5. Resumen no disponible.
Interleukin 16 is up-regulated in Crohn’s disease
and participates in TNBS colitis in mice.
Gastroenterology. 2000 Oct;119(4):972-82

TNF

nhibiton of intedeukin-17 prevents the
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ALFA/IL-17 development of arthritis in vaccinated mice
challenged with Borrelia burgdorferi. Infect Immun.
2003 Jun;71(6):3437-42

o Intereukin 17 synergises with tumour necrosis
factor alpha to induce cartilage destruction /n vitro.
Ann Rheum Dis. 2002 Oct;61(16):870-6

o A role of GM-CSF in the accumulation of
neutrophils in the airways caused by IL-17 and
TNF-alpha. Eur Respir J. 2003 Mar;21(3):387-93.
(inflamacién de las vias respiratorias)

o Resumen Intereukin-1, tumor necrosis factor
alpha, and interleukin-17 synergistically up-
regulate nitric oxide and prostaglandin E2
production in explants of human osteoarthritic
knee menisci.  Arthritis  Rheum. 2001

Sep;44(9).2078-83.
TNF o Association of interleukin-18 expression with
ALFA/IL-18 enhanced levels of both intereukin-1beta and

tumor necrosis factor alpha in knee synovial tissue
of patients with rheumatoid arthritis. Arthritis
Rheum. 2003 Feb;48(2):339-47.

o Resumen Elevated levels of interleukin-18 and
tumor necrosis factor-alpha in serum of patients
with type 2 diabetes mellitus: relationship with
diabetic = nephropathy.  Metabolism. 2003

May;52(5).605-8
TNF o Resumen IL-19 induces production of IL-6 and
ALFA/IL-19 TNF-alpha and results in cell apoptosis through
TNF-alpha. J Immunol. 2002 Oct 15;169(8).4288-
97
TNF o Resumen Cytokines: IL-20 - a new effector in skin
ALFA/IL-20 inflammation. Curr Biol. 2001 Jul 10;11(13):R531-
4
TNF . o Inflammation and Coagulation: implications for the
ALFA/Complemento septic patient. Clin Infect Dis. 2003 May

15;36(10):1259-65. Epup 2003 May 08. Revisién
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TNF
ALFA/IFN-y

induccion de MHC en el cerebro.

Sinergiza en la respuesta antiviral / Induccion de
IFN-B.

Activacion de neutréfilo/explosion respiratoria.
Activacion de célula endotelial.

Se notd toxicidad cuando los pacientes se trataron
con TNF/INF-y como terapia antiviral.

Expresion de fractalcina por astrositos humanos.
Muchos articulos sobre respuestas inflamatorias —
esto es LPS, también activacion de macréfago.
Anti-TNF y anti-IFN-y sinergizan para .proteger
ratones de endotoxemia letal

TGF-/IL-1

Sintesis de prostaglandina mediante osteoblastos.
Produccion de IL-6 mediante células epiteliales
(modelo de inflamacién)

Estimula IL-11 e IL-6 en fibroblastos de pulmén
(modelo de inflamacion)

Produccién de IL-6 e IL-8 en la retina.

TGF-p/IL-6

Proliferacidon de condrosarcoma.

IL-1/1L-2

Activacion de células-B.

Activacion de células LAK.

Activacién de células T.

IL-1 synergy with IL-2 in the generation of
lymphokine activated killer cells is mediated by
TNF-alpha and beta (lymphotoxin). Cytokine. 1992
Nov;4(6):479-87

IL-1/1L-3

IL-1/1L-4

Activacion de células-B.
IL-4 induce la expresion de IL-1 en la activacion
de células endoteliales.

IL-1/1L-5

IL-1/IL-6

Activacion de células B.
Activacion de células T (puede reemplazar células
accesorias).
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IL-1 induce la expresion de II-6.

Expresién de C3 y amiloide de suero (respuesta
de fase aguda).

Expresién de VIH.

Descomposicion del colageno del cartilago.

IL-1/IL-7

IL-7 is requiste for IL-1-induced thymocyte
proliferation. Involvement of IL-7 in the synergistic
effects of granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor or tumor necrosis factor with IL-
1. J Immunol. 1992 Jan 1;148(1).:99-105.

IL-1/1L-8

IL-1/1L-10

IL-1/1L-11

Cytokines synergistically induce osteoclast
differentiation: support by immortalized or normal
calvarial cells. Am J Physiol Cell Physiol. 2002
Sep;283(3).C679-87 (pérdida bsea).

IL-1/IL-16

Correlation of circulating interleukin 16 with
proinflammatory cytokines in patients with
rheumatoid arthritis. Rheumatology (Oxford). 2001
Apr;40(4):474-5. Resumen no disponible.

IL-1/IL-17

Inhibition of intedeukin-17 prevents the
development of arthritis in vaccinated mice
challenged with Borrelia burgdorferi. Infect Immun.
2003 Jun;71(6):343742

Contribution of interleukin 17 to human cartilage
degradation and synovial inflammation in
osteoarthritis. Osteoarthritis Cartilage.
2002;10(10).799-807.

Resumen [nterleukin-1, tumor necrosis factor
alpha, and interleukin-17 synergistically up-
requlate nitric oxide and prostaglandin E2
production in explants of human osteoarthritic
knee  menisci. Arthritis  Rheum. 2001
Sep;44(9):2078-83.

IL-1/1L-18

Association of interleukin-18 expression with
enhanced levels of both interleukin-1beta and
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tumor necrosis factor alpha in knee synovial tissue
of patients with rheumatoid arthritis. Arthritis
Rheum. 2003 Feb;48(2):339-47.

IL-1/IFN-g

IL-2/IL.-3

Proliferacion de células T.

Proliferacién de células B.

IL-2/IL-4

Proliferacién de células B.

Proliferaciéon de células T.

(selectively inducing activation of CD8 and NK
lymphocytes) IL-2R beta agonist P1-30 acts in
synergy with IL-2, IL-4, IL-9, and IL-15: biological
and molecular effects. J /mmunol. 2000 Oct
15;165(8).4312-8.

iL-2/1L-5

Proliferacién de células B/ secrecion de Ig.
IL-5 induce los receptores de IL-2 en células-B.

IL-2/IL-6

Desarrollo de células-T citotdxicas.

IL-2/IL-7

IL-2/IL-9

Ver IL-2/IL4 (células-NK).

IL-2/IL-10

Activacion de células-B.

iL-2/IL-12

IL-12 synergizes with IL-2 to induce lymphokine-
activated cytotoxicity and perforin and granzyme
gene expression in fresh human NK cells. Cell
Immunol. 1995 Oct 1;165(1):33-43. (activacion de
células T).

IL-2/IL-15

Ver IL-2/IL4 (células-NK).
(T cell activation and proliferation) IL-15 and IL-2:
a matter of life and death for T cells in vivo. Nat
Med. 2001 Jan;7(1):114-8.

IL-2/IL-16

Synergistic activation of CD 4+ T cells by IL-16
and IL-2 J Immunol. 1998 Marc 1;160(5):2115-20.

IL-2/IL-17

Evidence for the early involvement of interleukin
17 in human and experimental renal allograft
rejection. J Pathol. 2002 Jul;197(3):322-32.

IL-2/IL-18

Interleukin 18 (IL-18) in synergy with IL-2 induces
lethal lung injury in mice: a potential role for
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cytokines, chemokines, and natural killer cells in
the pathogenesis of interstitial pneumonia. Bilood.
2002 Feb 15;99(4):1289-98.

IL-2/TGF-B

Control of CD4 effector fate: transforming growth
factor beta 1 and intereukin 2 synergize to prevent
apoptosis and promote effector expansion. J Exp
Med. 1995 Sep 1;182(3):699-709.

IL-2/IFN-y

Secrecion de |lg mediante células-B.
IL-2 induce la expresion de IFN-y mediante
células-T.

IL-2/IFN-o/p

Ninguno.

IL-3/IL-4

Sinergiza en el crecimiento de mastocitos

Synergistic effects of IL-4 and Esther GM-CSF or
IL-3 on the induction of CD23 expression by
human monocytes: regulatory effects of IFN-alpha
and IFN-gamma. Cytokine. 1994 Jul;6(4):407-103.

IL-3/IL-5

IL-3/IL-6

IL-3/IFN-y

IL-4 and IFN-gamma synergistically increase total
polymeric IgA receptor levels in human intestinal
epithelial cells. Role of protein tyrosine kinases. J
Immuncl. 1996 Jun 15;156(12):4807-14.

IL-3/GM-CSF

Differential regulation of human eosinophil IL-3, IL-
5, and GM-CSF receptor alpha-chain expression
by cytokines: IL-3, IL-5, and GM-CSF down-
regulate IL-5 receptor alpha expression with loss
of IL-5 responsiveness, but up-regulate [L-3
receptor alpha expression. J Immunol. 2003 Jun
1;170(11):5359-66. (inflamacién alérgica).

IL-4/IL-2

IL-4 synergistically enhances both IL-2 and IL-12-
induced IFN-{gamma } expression in murine NK
cells. Blood. 2003 Mar 13 [Epub antes de

impression]

IL-4/IL-5

Secrecion mejorada de mastocitos histamina etc.
En respuesta a IgE.
A Th2-like cytokine response is involved in bullous
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pemphigoid, the role of IL4 and IL-5 in the
pathogenesis of the disease. Int J Immunopathol
Pharmacol. 1999 May-Aug;12(2):55-61.

IL-4/IL-6

IL-4/IL-10

IL-4/IL-11

Synergistic interactions between interleukin-11
and interdeukin-4 in support of proliferation of
primitive hematopoietic progenitors of mice. Blood.
1991 Sep 15;78(6):1448-51.

IL-4/IL-12

Synergistic effects of IL-4 and IL-18 on IL-12-
dependent IFN-gamma production by dendritic
cells. J Immunol. 2000 Jan1;164(1):64-71.
(incrementa la diferenciaciéon de Th1/Th2).

IL-4 synergistically enhances both IL-2 and IL-12-
induced IFN-{gamma } expression in murine NK
cells. Blood. 2003 Mar 13 [Epub antes de

impression]

IL-4/IL-13

Resumen Interleukin4 and interleukin-13 signaling
connections maps. Science. 2003 Jun
6;300(5625):1527-8. (alergia, asma).

Inhibition of the IL-4/ IL-13 receptor system
prevents allergic sensitization without affecting
established allergy in a mouse model for allergic
asthma. J Allergy Ciin Immunol. 2003 Jun;
111(6):1361-1369.

IL-4/iL-16

(asthma) Interleukin (IL)}4/ IL-9 and exogenous IL-
16 induce IL-16 production by BEAS-2B cells, a
bronchial epithelial cell line. Cell Immunol. 2001
Feb 1;207(2):75-80.

IL-4/IL-17

interleukin  (IL}4 and IL-17 synergistically
stimulate IL-6 secretion in human colonic
myofibroblasts. /nt J Mol Med. 2002
Nov;10(5):631-4. (Inflamacién de tripa).

IL-4/IL-24

IL-24 is expressed by rat and human
macrophages. /mmunobiology. 2002 Jul;205(3)-
:321-34.
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IL-4/IL-25

Resumen New IL-17 family members promote Th1
or Th2 responses in the lung: in vivo function of
the novel cytokine IL-25. J Immunol. 2002 Jul
1;169(1):443-53 (inflamacion alérgica).

Resumen Mast cells produce interleukin-25 upon
Fcepsilon Rl-mediated activation. Blood. 2003
May 1;101(9):3594-6. Epub 2003 Jan 02.
(inflamacion alérgica).

IL-4/IFN-y

Resumen Interleukin 4 induces intereukin 6
production by endothehial cells: synergy with
interferon-gamma. Eur J Immunol. 1999
Jan;21(1):97-101.

IL-4/SCF

Regulation of human intestinal mast cells by sten
cell factor and IL4. /mmunol Rev. 2001
Feb;179:57-60. Revision.

IL-5/1L-3

Differential regulation of human eosinophil IL-3, IL-
5, and GM-CSF receptor alpha-chain expression
by cytokines: IL-3, IL-5, and GM-CSF down-
regulate IL-5 receptor alpha expression with loss
of IL-5 responsiveness, but up-regulate IL-3
receptor alpha expression. J Immunol. 2003 Jun
1;170(11):5359-66. (inflamacion alérgica ver
resumen).

IL-5/IL-6

IL-5/IL-13

Inhibition of allergic airways inflammation and
airway hyperresponsiveness in  mice by
dexamethasone: role of eosinophils, IL-5, eotaxin,
and IL-3. J Allergy Clin Immunol. 2003
May;111({5):1049-61.

IL-5/IL-17

Interleukin-17 orchestrates the granuiocyte influx
into airways after allergen inhalation in a mouse
model of allergic asthma. Am J Respir Cell Mol
Biol. 2003 Jan;28(1):42-50.

IL-5/IL-25

Resumen New IL-17 family members promote Th1
or Th2 responses in the lung: in vivo function of
the novel cytokine IL-25. J Immunol. 2002 Jul
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1;169(1):443-53 (inflamacion alérgica).

Resumen Mast cells produce interleukin-25 upon
Fcepsilon RlI-mediated activation. Blood. 2003
May 1;101(9):3594-6. Epub 2003 Jan 02
(inflamacion alérgica).

IL-5/IFN-y

IL-6/GM-CSF

Differential regulation of human eosinophil IL-3, IL-
5, and GM-CSF receptor alpha-chain expression
by cytokines: IL-3, IL-5, and GM-CSF down-
regulate IL-5 receptor alpha expression with loss
of IL-5 responsiveness, but up-regulate IL-3
receptor alpha expression. J Immunol. 2003 Jun
1;170(11):5359-66. (Inflamacion alérgica).

IL-6/IL-10

IL-6/1L-11

IL-6/IL-16

Interleukin-16 stimulates the expression and
production of pro-inflammatory cytokines by
human monocytes. Immunology. 200
May;100(1):63-9.

IL-6/IL-17

Stimulation of airway mucin gene expression by
interleukin {IL)-17 through IL-6 paracrine/autocrine
loop. J Biol Chem. 2003 May 9;278(19):17036-43,
Epub 2003 Mar 06. {inflamacion de las vias
respiratorias, asma).

IL-6/IL-19

Resumen IL-19 induces production of IL-6 and
TNF-alpha and results in cell apoptosis through
TNF-alpha. J Immunol. 2002 Oct 15;169(8):4288-
97

IL-6/IFN-g

IL-7/1L-2

Interleukin 7 worsens graft-versus-host disease.
Blood 2002 Oct 1;100(7):2642-9.

IL-7/IL-12

Synergislic effects of IL-7 and IL-12 on human T
cell activation. J Immunol. 1995 May
15;154(10):5093-102.

IL-7/IL-15

Interleukin-7 and interleukin-15 regulate the
expression of the bcl-2 and c-myb genes in
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cutaneous T-cell lymphoma cells. Biood. 2001 Nov
1,98(9):2778-83. (factor de crecimiento).

IL-8/IL-11

Abnommal production of interleukin (IL)-11 and IL-8
in polycythaemia vera. Cylokine. 2002 Nov
21,20(4):178-83.

IL-8/IL-17

The Role of IL-17 in Joint Destruction. Drugs News
Parspect. 2002 Jan;15(1):17-23. (arthritis).
Resumen Interleukin-17 stimulates the expression
of Interleukin-8, growth-related oncogene-alpha,
and granulocyte-colony-stimulating factor by
human airway epithelial cells. Am J Respir Cell
Mol Biol. 2002 Jun;26(6):748-53 (inflamacién de
las vias respiratorias).

IL-8/GSF

Interleukin-8: an aurocrine/paracrine growth factor
for human hematopoietic progenitors acting in
synergy with colony stimulating factor-1 to promote
monogyle-macrophage growth and differentiation.
Exp Hematol. 1999 Jan;27(1):28-36.

IL-8/VGEF

Intracavitary VEGF, bFGF, IL-8, IL-12 levels in .

primary and recurrent malignant glioma. J
Nsurooncol. 2003 May;62(3).297-303.

IL-9/I1L-4

Anti-interleukin-9 antibody treatment inhibits
airway inflammation and hyperreactivity in mouse
asthma model. Am J Respir Crit Care Med. 2002
Aug 1;166(3):409-16.

IL-9/IL-5

Pulmonary overexpression of IL-8 induces Th2
cytokine expression, leading to immune pathology.
J Clin Invest. 2002 Jan;109(1):29-39.

Th2 cytokines and asthma. Intereukin-9 as a
therapeutic target for asthma. Respir Res.
2001;2(2):80-4. Epub 2001 Feb 15. Revision.
Resumen Intereukin-9 enhances Interleukin-5
receptor expression differentiation, and survival of
human eosinophils. Blood. Sep 15;96(6):2163-71
(asma).

IL-9/IL-13

Anti-interleukin-9 antibody treatment inhibits




airway inflammation and hyperrreactivity in mouse
asthma model. Am J Respir Crit Care Med. 2002
Aug 1;166(3):409-16.

Direct effects of interleukin-13 on epithelial cells
cause airway hyperrreactivity and mucus
overproduction in asthma. Nat Med. 2002
Aug;8(8):885-9.

IL-9/IL-16

Ver IL-4/IL-6

iL-10/1L-2

The interplay of intedeukin-10 (IL-10) and
interleukin-2 (IL-2) in humoral immune responses:
IL-10 synergizes with IL-2 to enhance responses
of human B lymphocytes in a mechanism which is
different form upregulation of CD25expression.
Cell Immunol. 1994 Sep;157(2):478-88.

IL-10/1L-12

IL-10/TGF-p

IL-10 and TGF-beta cooperate in the regulatory T
cell response to mucosal allergens in normal
immunity and specific immunotherapy. Eur J
Immunol. 2003 May;33(5):1205-14.

IL-10/IFN-y

IL-11/IL-6

Interdeukin-6 and interleukin-11 support human
osteoclast formation by a RANKL-independent
mechanism. Bone. 2003 Jan;32(1):1-7. (resorcion
ésea en inflamacién).

IL-11AL-17

Polarized in vivo expression of IL-11 and IL-17
between acute and chronic skin lesions. J Allergy
Clin Immunol. 2003 Apr;111{4).875-81. (dermatitis
alérgica).

IL-17 promotes bone erosion in murine collagen-
induced arthritis through loss of the receptor
activator of NK-kappa B ligand/osteoprotegerin
balance. J Immunol. 2003 Mar 1;170(5):2655-62.

IL-11/TGF-B

Polarized in vivo expression of IL-11 and IL-17
between acute and chronic skin lesions. J Allergy
Clin Immunol. 2003 Apr;111(4):875-81. (dematitis
alérgica).
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IL-12/1L-13 o Relationships of Interleukin 12 and Interieukin 13
imbalance with class-specific rheumatoid factors
and anticardiolipin antibodies in systemic lupus
erythematosus. Clin Rheumatol. 2003
May;22(2):107-11.

IL-12/1L-17 o Upregulation of interleukin-12 and -17 in active
inflammatory bowel disease. Scand J
Gastroenterol. 2003 Feb;38(2):180-5.

IL-12/IL-18 o Synergistic proliferation and activation of natural
kiler cells by intefleukin 12 and interleukin 18.
Cytokine. 1999 Nov;11(11):822-30.

o Inflammatory Liver Steatosis Caused by IL-12 and
IL-18. J Interferon Cytokine Res. 2003
Mar;23(3).155-62.

IL-12/IL-23 o Interleukin-23 rather than interleukin-12 is the
critical cytokine for autoimmune inflammation of
the brain. Nature. 2003 Feb 13;421(6924):744-8.

o Resumen A unique role for IL-23 in promoting
celiular immunity. J Leukoc Biol. 2003
Jan;73(1):49-56. Revision.

IL-12/IL-27 o Resumen [L-27, a heterodimeric cytokine
composed of EBI3 and p28 protein, induces
proliferation of naive CD4(+) T cells. Immunity.
2002 Jun;18(6).779-90.

IL-12/IFN-y o |L-12 induce la expresion de IFN-y mediante las
células B y T como parte de la estimulacién
inmune.

IL-13/IL-5 o Ver|L-5/IL-13

IL-13/IL-25 o Resumen New IL-17 family members promote Th1

or Th2 responses in the lung: in vivo function of
the novel cytokine IL-25. J Immunol. 2002 Jul
1;169(1):443-53 (inflamacién alérgica).

o Resumen Mast cells produce interleukin-25 upon
Fcepsilon RI-mediated activation. Blood. 2003
May 1;101(9):3594-6. Epub 2003 Jan 02.
(inflamacion alérgica).
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IL-15/IL-13 o Differential expression of interleukins (IL}-13 and
IL-15 in ectopic and eutopic endometrium of
women with endometriosis and normal fertile
women. Am J Reprod Immunol. 2003
Feb;49(2):75-83.

IL-15/IL-16 o |L-15 and IL-16 overexpression in cutaneous T-cell
lymphomas; stage-dependent increase in mycosis
fungoides progression. Exp Dermatol. 2000
Aug;9(4):248-51.

IL-18/IL-17 o Resumen IL-17, produced by lymphocytes and
neutrophils, is necessary for lipopolysaccharide-
induced airway neutrophilia: IL-15 as a possible
trigger. ./ Immunol. 2003 Feb 15; 170(4):2106-12.

(inflamacion de las vias respiratorias)

IL-15/1L-21 o |L-21 in synergy with IL-15 or IL-18 Enhances [FN-
gamma Production in Human NK and T Cells. J
Immunol. 2003 Jun 1;170(11):5464-9.

IL-17/IL-23 o Interleukin-23 promotes a distinct CD4 T cell
activation state characterized by the production of
interleukin-17. J Biol Chem. 2003 Jan
17;278(3):1910-4. Epub 2002 Nov 03.

IL-17/TGF-p o Polarized in vivo expression of IL-11 and IL-17
between acute and chronic skin lesions. J Allergy
Clin Immunol. 2003 Apr;111(4): 875-81. (dermatitis
alérgica).

IL-18/1L-12 o Synergistic proliferation and activation of natural
killer cells by interleukin 12 and interleukin 18.
Cytokine. 1999 Nov;11(11):822-30.

o Resumen Inhibition of in vitro immunoglobulin
production by IL-12 in murnine chronic graft-vs-host
disease: synergism with IL-18. Eur J Immunol.
1998 Jun;28(6):2017-24.

IL-18/1L-21 o IL-12 in Synergy with IL-15 or IL-18 Enhances
' IFN-gamma Production in Human NK and T Cells.
J immunol. 2003 Jun 1;170(11):5464-9.

IL-18/TGF-B o Interleukin 18 and transforming growth factor




betat in the serum of patients with Grave's
ophtalmopathy treated with corticosteroids. Int
Immunopharmacol. 2003 Apr;3(4).549-52

IL-18/IFN-y

Anti-TNF ALFA/ant-
CD4

Efecto lerapéutico sinérgico en ratones artriticos
DBA/M.
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Anexo 3: Combinaciones de oncologia

Objetivo Enfermedad Par con
CD89= Uso como un reclutador | Todo
celular citotéxico.
CD19 Linfomas de célula B HLA-DR
CD5
HLA-DR Linfomas de célula B CD89
CD1¢
CD5
CD38 Mieloma multiple CD138
CD56
HLA-DR
CD138 Mieloma multiple CD138
CD56
HLA-DR
CD138 Cancer de pulmén CD56
CEA
CD33 Linfoma mieloode | CD34
agudo HLA-DR
CD56 Cancer de pulmén CD138
CEA
CEA Carcinoma pan Receptor MET
VEGF Carcinoma pan Receptor MET
receptor VEGF Carcinoma pan Receptor MET
IL-13 Asma/inflamacién L4
pulmonar IL-5
Eotoxina(s)
MDC
TARC
TNFa
IL-9
EGFER
CD40L
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IL-25
MCP-1
TGFp

iL4

Asma

IL-13
IL-5
Eotoxina(s)
MDC
TARC
TNFa
IL-9
EGFR
CD40L
IL-25
MCP-1
TGFp

Eotaxina

Asma

IL-5
Eotaxina-2
Eotaxina-3

EGFR

Cancer

HER2/neu
HER3
HER4

HER2

Cancer

HER3
HER4

TNFR1

RA/Enfermedad
Crohn

de

IL-1R
IL-6R
IL-18R

TNFa

RA/Enfermedad
Crohn

de

IL-1a/B
IL-6
IL-18
ICAM-1
IL-15
IL-17

IL-1R

RA/Enfermedad
Crohn

de

IL-6R
IL-18R

IL-18R

RA/Enfermedad
Crohn

de

IL-6R

225



REIVINDICACIONES

1. Uso de un polipéptido de anticuerpo que comprende un polipéptido de
dominio vanable sencillo en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento o prevencion de un sintoma de enfermedad autoinmune, en donde
dicho polipéptido de dominio variable sencillo antagoniza la actividad de CD40
o CD40L o ambos.

2. El uso de acuerdo con la Rewvindicacion 1, en donde dicha enfermedad
autoinmune es una enfermedad seleccionada del grupo que consiste de lupus
eritematoso sistémico, esclerosis multiple, artntis reumatoide, Diabetes,
rechazo de aloinjerto, rechazo de transplante de xenoinjerto y enfermedad de
injerto v. hospedero.

3. El uso de acuerdo con la Rewindicacion 1 o 2, en donde el polipéptido
de anticuerpo es monovalente para el enlace a CD40L (gp39).

4. El uso de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 3, en
donde dicho polipéptido de anticuerpo inhibe el enlace de CD40L a CD40.

5. El uso de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 4, en
donde el polipéptido de anticuerpo consiste del polipéptido de dominio variable
sencillo.

6. El uso de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 5, en
donde el polipéptido de dominio variable sencillo es un polipéptido de dominio

variable sencillo de anticuerpo humano.

7. El uso de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 6, en
donde dicho polipéptido de dominio variable sencillo es un dominio V4 0 VL.

8 El uso de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 7, en
donde dicho polipéptido de anticuerpo comprende un amino acido seleccionado
del grupo que consiste de SEQ ID Nos 7-82 y SEQ 1D Nos 246-360.
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9. El uso de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 8, en
donde dicho polipéptido de anticuerpo tiene una secuencia de amino acido que
es al menos 80% homéloga a la SEQ ID NO: 26.

10.  El uso de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 9, en
donde dicho polipéptido de anticuerpo tiene una secuencia de amino acido que
es idéntica a la SEQ. ID. NO: 26.

11. El uso de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 10, en
donde el enlace de dicho polipéptido de anticuerpo a CD40L no agoniza
sustancialmente la actividad de CD40 y/o CD40L.

12. El uso de acuerdo con una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 11, en
donde la presencia de dicho polipéptido de anticuerpo en un ensayo de
agregacion de plaquetas estandar no produce la agregacion de mas del 25%
sobre la agregacion observada en un ensayo de control negativo.

13. Un polipéptido de anticuerpo que es monovalente para el enlace a
CD40L (gp39), en donde el enlace de dicho polipéptido de anticuerpo a CD40L
no agoniza sustancialmente la actividad de CD40 y/o CD40L

14,  Un polipéptido de anticuerpo que tiene una secuencia de amino acido al
menos 85% idéntica a una secuencia seleccionada del grupo que consiste de
SEQ ID NOS 7-82, y SEQ ID NOs: 246-360, cuyo polipéptido de anticuerpo se
enlaza especificamente y monovalentemente a CD40L.

15. El polipéptido de la reivindicacion 14, que comprende un dominio
variable sencillo de anticuerpo que se enlaza especificamente vy
monovalentemente a CD40L, en donde dicho polipéptido nhibe
sustancialmente el enlace de CD40L a CD40.

16.  El polipéptido de anticuerpo de la reivindicacién 13 o 14, en donde dicho

polipéptido de anticuerpo inhibe el enlace de CD40 a CD40L, y no agoniza
sustancialmente la sefializaciéon por CD40.
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17. El polipéptido de anticuerpo de la reivindicacién 13 o 14, en donde el
enlace de dicho polipéptido de anticuerpo a CD40L no induce sustancialmente
la fosforilacién JNK en las células T Jurkat.

18. El polipéptido de anticuerpo de la reivindicacién 13 o 14, en donde el
enlace de dicho polipéptido de anticuerpo a CD40L no induce sustancialmente
la secrecion IFN-y por células T Jurkat co-estimuladas con anticuerpo anti-CD3.

19. El polipéptido de anticuerpo de la reivindicacién 13 o 14, en donde la
presencia de dicho polipéptido de anticuerpo en un ensayo de agregacion de
plaqueta estandar no produce la agregacién de mas del 25% sobre Ia
agregacion observada en un ensayo de control negativo.

20. El polipéptido de anticuerpo de la reivindicacion 13 o 14, en el cual dicho
polipéptido de anticuerpo se selecciona del grupo que consiste de un
polipéptido de dominio variable sencillo, dAb, FAb, un scFv, un Fv, o un Fv

enlazado a disulfuro.

21. Un polipéptido de anticuerpo de la reivindicacién 13 o 14, que es
monovalente para el enlace a CD40L (gp 39), en donde la presencia de dicho
polipéptido de anticuerpo en un ensayo de agregacion de plaqueta estandar no
produce la agregacion de mas del 25% sobre la agregacién observada en un
ensayo de control negativo.

22 El polipéptido de anticuerpo de la reivindicacion 34, en donde el
polipéptido esta enlazado a PEG.

23. El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacion 22, que
tiene un tamafio hidrodindmico de al menos 24 kD.

24. El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacion 22, en
donde dicho PEG esta enlazado a dicho anticuerpo en un residuo de cisteina o

lisina.

25. El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacion 22, en
donde el tamafio total del PEG es de 20 a 60 kD, inclusive.
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26. El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacién 22, que
tiene un tamario hidrodinamico de al menos 200 kD.

27. El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacion 22, que
tiene una vida media in vivo aumentada con relacién a la misma composicién
de polipéptido que no tiene polietilenglicol enlazado.

28. El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacion 27, en
donde la vida media ta. de la composicion de polipéptido es aumentada en 10%

0 mas

29. El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacion 27, en
donde la vida media to. de la composicién de polipéptido esta en el rango de

0.25 minutos a 12 horas.

30. El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacion 27, en
donde la vida media tp de la composicion de polipéptido es aumentada en 10%
O mas.

31. El polipéptido de anticuerpo enlazado a PEG de la reivindicacion 27, en
donde la vida media tp esta en el rango de 12 a 48 horas.

32. El polipéptido de anticuerpo de: la reivindicacién 13 o 14 que comprende
una secuencia de amino acido seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID
NOs 7-82 y 246-360.

33. El polipéptido de anticuerpo de la rewvindicacion 13 o 14, que esta libre
de un dominio Fc.

34. El| polipéptido de anticuerpo de la reivindicacion 33, en donde la
presencia de dicho polipéptido de anticuerpo en un ensayo de agregacion de
plaqueta estdndar no produce la agregacion de mas del 25% sobre la
agregacion observada en un ensayo de control negativo.

35 El polipéptido de anticuerpo de la reivindicaciéon 13 o 14 que inhibe el
enlace de CD40L a CD40 con un ICsp en el rango de 20 pM a 1.5 uM, inclusive.
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36 El polipéptido que se enlaza a antigeno de la rewvindicacion 13 o 15 que
inhibe el enlace de CD40L a CD40 con un ICs en el rango de 20 pM a 1.5 uM,

inclusive.

37. Un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13
a 15, en donde el polipéptido de anticuerpo comprende una o mas regiones de
marco que comprenden una secuencia de amino acido que es la misma
secuencia de amino acido de una regién de marco correspondiente codificada
por un segmento de gen de anticuerpo de linea germinal, o la secuencia de
amino acido de una o mas de dichas regiones de marco que comprenden
colectivamente hasta 5 diferencias de amino acido con relacién a la secuencia
de amino acido de dicha regibn de marco correspondiente codificada por un
segmento de gen de anticuerpo de linea germinal.

38. Un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13
a 15, en donde las secuencias de amino acido de FW1, FW2, FW3 y FW4 del
polipéptido de anticuerpo son las mismas que las secuencias de aminoacido de
regiones de marco correspondientes codificadas por un segmento de gen de
anticuerpo de linea germinal, o las secuencias de amino acido de FW1, FW2,
FW3 y FW4 colectivamente contienen hasta 10 diferencias de amino acido con
relacion a las secuencias de amino &acido de las regiones de marco
correspondientes codificadas por dicho segmento de gen de anticuerpo de
linea germinal.

39. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 38, en donde las
secuencias de amino acido de dichos FW1, FW2 y FW3 del polipéptido de
anticuerpo son las mismas que las secuencias de amino acido de regiones de
marco correspondientes codificadas por segmentos de gen de anticuerpo de

linea germinal humana.

40. EI! polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 38, en donde dicho
segmento de gen de anticuerpo de linea germinal humana se selecciona del
grupo que consiste de DP47, DP45, DP48 y DPKS.

41. Un polipéptido de anticuerpo de la rewindicacion 13 o t4, dicho
polipéptido comprende un dominio varnable de inmunoglobulina sencillo que se

230

2B~



enlaza especificamente y monovalentemente a CD40L, y que comprende una
secuencia de amino acido seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NOs
7-82, y SEQ ID NOs 246-360.

42  El polipéptido de anticuerpo de [fa reivindicacién 41 que antagoniza el
enlace de CD40L.

43. Un polipéptido de anticuerpo de la reivindicacion 13 o 14, en donde el
polipéptido de dominio vanable sencillo que se enlaza a CD40L comprende la
secuencia de SEQ ID NO. 26.

44. Un polipéptido de anticuerpo de la rewvindicacién 13 o 14, en donde el
polipéptido de dominio variable sencillo qu se enlaza a CD40L tiene una
secuencia de amino acido que es idéntica a la secuencia de amino 4cido de la
SEQ ID NO: 26, o difiere de 1a secuencia de amino acido de SEQ ID NO: 26 en
no mas de 25 posiciones de amino 4cido, y tiene una secuencia que es al
menos 80% homdloga a la secuencia de SEQ ID NO: 26.

45. Un polipéptido de anticuerpo de la reivindicacién 13 o 14, en donde el
polipéptido de dominio vanable sencillo que se enlaza a CD40L tiene una
secuencia de amino acido que es idéntica a la secuencia de amino &cido de la
SEQ ID NO: 26, o difiere de la secuencia de amino acido de SEQ ID NO: 26 en
no mas de 25 posiciones de amino acido, y tiene una secuencia de CDR1 que
es al menos 50% homdloga a la secuencia de CDR1 de SEQ ID NO. 26.

46. Un polipéptido de anticuerpo de las reivindicaciones 13 o 15, en donde el
polipéptido de dominio variable sencillo que se enlaza a CD40L tiene una
secuencia de amino acido que es idéntica a la secuencia de amino 4cido de la
SEQ ID NO: 26, o difiere de la secuencia de amino acido de SEQ ID NO: 26 en
no mas de 25 posiciones de amino acido, y tiene una secuencia de CDR2 que
es al menos 50% homologa a la secuencia de CDR2 de SEQ ID NO: 26.

47. Un polipéptido de anticuerpo de la reivindicacién 13 o 14, en donde el
polipéptido de dominio variable sencillo que se enlaza a CD40L tiene una
secuencia de amino acido que es idéntica a la secuencia de amino acido de la
SEQ ID NO: 26, o difiere de la secuencia de amino acido de SEQ ID NO: 26 en
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no mas de 25 posiciones de amino acido, y tiene una secuencia de CDR3 que
es al menos 50% homologa a la secuencia de CDR3 de SEQ ID NO: 26.

48. Un polipéptido de anticuerpo de la reivindicacion 13 o 14, en donde el
polipéptido de dominio variable sencillo que se enlaza a CD40L tiene una
secuencia de amino acido que es idéntica a la secuencia de amino acido de la
SEQ ID NO: 26, o difiere de la secuencia de amino acido de SEQ ID NO: 26 en
no mas de 25 posiciones de amino acido, y tiene una secuencia de COR1 que
es al menos 50% homadloga a la secuencia de CDR1 de SEQ ID NO: 26, y tiene
una secuencia de CDR2 que es al menos 50% homdloga a la secuencia de
CDR2 de la SEQ ID NO: 26.

49. Un polipéptido de anticuerpo de la reivindicacion 13 o 14 en donde el
polipéptido de dominio variable sencillo que se enlaza a CD40L tiene una
secuencia de amino acido que es idéntica a la secuencia de amino acido de la
SEQ ID NO* 26, o difiere de la secuencia de amino acido de SEQ ID NO: 26 en
no mas de 25 posiciones de amino &cido, y tiene una secuencia de CDR2 que
es al menos 50% homoéloga a la secuencia de CDR2 de SEQ ID NO: 26, y tiene
una secuencia de CDR3 que es al menos 50% homdéloga a la secuencia de
CDR3 de la SEQ ID NO: 26.

50. Un polipéptido de anticuerpo de la reivindicacion 13 o 14, en donde el
polipéptido de dominio variable sencillo que se enlaza a CD40L tiene una
secuencia de amino acido que es idéntica a la secuencia de amino acido de la
SEQ ID NO: 26, o difiere de la secuencia de amino acido de SEQ ID NO: 26 en
no mas de 25 posiciones de amino acido, y tiene una secuencia de CDR1 que
es al menos 50% homologa a la secuencia de CDR1 de SEQ ID NO: 26, y tiene
una secuencia de CDR3 que es al menos 50% homdloga a la secuencia de
CDR3 de la SEQ ID NO: 26.

51. Un polipéptido de anticuerpo de la reivindicacién 13 o 14, en donde el
polipéptido de dominio variable sencillo que se enlaza a CD40L tiene una
secuencia de amino acido que es idéntica a la secuencia de amino acido de la
SEQ ID NO: 26, o difiere de la secuencia de amino acido de SEQ ID NO: 26 en
no mas de 25 posiciones de amino acido, y tiene una secuencia de CDR1 que
es al menos 50% homéloga a la secuencia de CDR1 de SEQ ID NO* 26, y tiene
una secuencia de CDR2 que es al menos 50% homéloga a la secuencia de
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CDR2 de la SEQ ID NO: 26 y tiene una secuencia de CDR3 que es al menos
50% homdloga a la secuencia de CDR3 de la SEQ ID NO: 26.

52. El polipéptido de la reivindicacion 13 o 14 que comprende la secuencia
de CDR1, CDR2 y CDR3 de SEQ ID NO: 26.

53. El polipéptido de la reivindicacion 13 o 14 que comprende la secuencia
de CDR1, CDR2, y CDR3 de un polipéptido de dominio variable sencillo de
anticuerpo, que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste
de las SEQ ID NOs: 7-82 y 246-360.

54  Un antagonista de CD40L que tiene una secuencia de CDR1 que es al
menos 50% homologa a la secuencia de CDR1 de SEQ ID NO: 26, y/o una
secuencia de CDR2 que es al menos 50% homologa a la secuencia de CDR2
de la SEQ ID NO: 26, y/o una secuencia de CDR3 que es al menos 50%
homdloga a la secuencia de CDR3 de la SEQ ID NO: 26.

55. Un antagonista de CD40L de la reivindicacién 54, que tiene una
secuencia de CDR1 que es al menos 50% homéloga a la secuencia de CDR1
de SEQ ID NO: 26, y una secuencia de CDR2 que es al menos 50% homdloga
a la secuencia de CDR2 de la SEQ ID NO: 26.

56. Un antagonista de CD40L de la reivindicacién 54, que tiene una
secuencia de CDR2 que es al menos 50% homoéloga a la secuencia de CDR2
de SEQ ID NO: 26, y una secuencia de CDR3 que es al menos 50% homéloga
a la secuencia de CDR3 de la SEQ ID NO: 26.

57. Un antagonista de CD40L de la reivindicacion 54, que tiene una
secuencia de CDR1 que es al menos 50% homdloga a la secuencia de CDR1
de SEQ ID NO: 26, y una secuencia de CDR3 que es al menos 50% homologa
a la secuencia de CDR3 de la SEQ ID NO: 26.

58. Un antagonista de CD40L de la reivindicaciéon 54, que tiene una
secuencia de CDR1 que es al menos 50% homoéloga a la secuencia de CDR1
de SEQ ID NO: 26, y una secuencia de CDR2 que es al menos 50% homologa
a la secuencia de CDR2 de la SEQ ID NO- 26, y una secuencia de CDR3 que
es al menos 50% homologa a la secuencia de CDR3 de la SEQ ID NO: 26.
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59. El antagonista de CD40L de la rewindicacion 58, en donde dicho
antagonista es un polipéptidoc de dominio variable sencillo de anticuerpo
seleccionado del grupo que consiste de un polipéptido de dominio variable
sencillo de anticuerpo, dAb, FAD, un scFv, un Fv o un Fv enlazado a disulfuro.

60  Un polipéptido de anticuerpo que inhibe el enlace de un dominio variable
sencillo que comprende la secuencia de amino acido de la SEQ ID NO: 26, a
CDA40L.

61. El polipéptido de la reivindicacién 60, que se enlaza al mismo epitopo de
CD40L unido mediante un dominio variable sencillo de anticuerpo que

comprende la secuencia de amino acido de la SEQ ID NO: 26.

62. El polipéptido de la reivindicacién 61 que se enlaza al mismo epitopo de
CD40L unido mediante un polipéptido de dominio variable sencillo, que
comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste de las SEQ D
NOs: 7-82 y 246-360, en donde el polipéptido de anticuerpo comprende o
consiste de un polipéptido de dominio variable sencillo.

63. El uso del polipéptido de anticuerpo de la reivindicacion 60 en la
preparacién de un medicamento para el tratamiento o prevencion de un
sintoma de enfermedad autocinmune en un individuo.

64. Una composicién que comprende el polipéptido de anticuerpo de la
reivindicacién 13 o 14, y un segundo polipéptido de anticuerpo que se enlaza a
un ligando diferente de CD40L, en donde dicho polipéptido de anticuerpo que
se enlaza a un ligando diferente de CD40L, se enlaza a un ligando
seleccionado del grupo que consiste de HSA, TNFa, IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8,
IL-12, IL-18, IFN-y, CD2, CD4, CD8, LFA1, LFA3, VLA4, CD80, B7-1, CD28,
CD86, B7-2, CTLA-4, CD28, molécula co-estimuladora inducible (ICOS), CD27,
CD30, OX40, CD45, CD69, CD3, CD70, ligando de molécula co-estimuladora
inducible (ICOSL), OXL40, HVEM (Mediador de la Entrada del Virus del
Herpes), LIGHT.

65. Una formulacién farmacéutica de liberacion prolongada que comprende
un polipéptido de anticuerpo anti-CD40L monovalente de la reivindicacion 13 o
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14, en donde el polipéptido de anticuerpo comprende o consiste de un
polipéptido de dominio variable sencillo de anticuerpo.

66. La formulacion farmacéutica de liberacion prolongada de |la
reivindicacién 65, en donde dicho polipéptido de anticuerpo se selecciona del
grupo que consiste de un dAb, Fab, scFv, Fv, o un Fv enlazado a disulfuro.

67. La formulacién de la reivindicacion 65, en donde dicho polipéptido de
anticuerpo anti-CD40L monovalente comprende un dominio variable de

anticuerpo sencillo que se enlaza a CD40L.

68. Un ligando especifico dual que comprende un primer dominio variable
sencillo de anticuerpo que tiene una especificidad de enlace a un primer
antigeno y un segundo dominio variable sencillo que tiene una actividad de
enlace a un segundo antigeno, en donde el primer antigeno es CD40L y el
segundo dominio variable sencillo es un antigeno de superficie de Célula que
Presenta Antigeno, o un antigeno de superficie de célula T

69. Un ligando de acuerdo con la reivindicacién 68, en donde el antigeno de
superficie de Célula que Presenta Antigeno se selecciona de uno del grupo que
consiste de antigenos de superficie de macrégafo activado, antigenos de
superficie de célula B activados, antigenos de superficie de la ruta se
sefializacién co-estimuladora, y MHC.

70. Un hgando de acuerdo con la reivindicacién 69, en donde el MHC es
clase Il.

71.  Un ligando de acuerdo con la reivindicacion 70, en donde el MHC clase

Il es alfa.

72. Un ligando de acuerdo con la reivindicacién 70, en donde el MHC clase
Il es beta.

73.  Un ligando de acuerdo con la reivindicacién 69, en donde el antigeno de
superficie de Célula que Presenta Antigeno se selecciona de uno del grupo que
consiste de CD28, molécula co-estimuladora inducible (ICOS), CD27, CD30,
0OX40, CD45, CD69, CD3, CD70, ligando de molécula co-estimuladora
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inducible (ICOSL), OXL40, CD80, CD86, HVEM (Mediador de la Entrada del
Virus del Herpes) y LIGHT.

74. Un ligando de acuerdo con la reivindicacion 69, en donde el antigeno de
superficie de Célula que Presenta Antigeno se selecciona de uno del grupo que
consiste de CD28, molécula co-estimuladora inducible (ICOS), CD27, CD30,
0X40, CD45, CD69 y CD3.

75. Un ligando de acuerdo con la reivindicacién 69, en donde el antigeno de
superficie es un antigeno de superficie del gen B7.

76.  Un ligando de acuerdo con la reivindicacién 75, en donde el antigeno de
superficie del gen B7 es B7-2, o B7-1.

236



379

1/14

Figura 1b

Figura 1a

Figura 1



/14

e ——

DOM RBA

100 -
80 —+—DOMB-10
S5 o0 —o— DOMB-20
© 70 -0—DOMB-27
g 80 DOMB-30
= ——
£ %0 —o— DOMB-31
o ;g' —+—-DOMB-82
* 2. —— DOMB-77
10 %
0 . — . :
go1 010 100 1000 10000 1000.00
[dAb] nM
Figura 2



Inhibicidn (%)

3/14

Respuesta a Dosis RBA

120

180

LR

1y

Concentracion (nM)

Figura 3



Inhibicién %

A0

80+
80«
704
80
604
40+
30+
20+
104

04

414

Curva de respuesta a concentracién para
DOM8-24

ECs5=417pM

log{dAb] nM

Figura 4



5/14

[ ]
<
.+ ]
[ o
e
5]
n
11
«
]
[
<
=]
-]
Q
@

TTG GG IGCT G536 GRA GGC TTG GTA CiG CCT GGG GGG

(¥}

GhG G1G CRG

CIG
CIC CAC GTC GAC AN. CTC RER CCC CCF CCG AART CAT GTC GGA CLC CCC

L] 1 P L & ¢ B A &5 G F T F 5 8§ X

19 ToU CTG CGT CTC TCC TGT GCA GCC TCC GSA TTC ACC TTT AGC AGC TAT
I0G GAC GCA GAG AGG ACR CGYT CGG AGE CCT ARG TGG AARR TOUS TC5 ATA
" weom1

n v

™

A M 5 x ¥ R & A P G K G L
57 3CC ATG RGC TGG GTC OGC CAG 5CT CUR GGG ARG GGT STA GAG TGG GTC

C%G TAC TOG ACC CAG GCG GTC CGA GGT' CCC TTC CCA GRT CTC ACC CAG

& 39 T ¥ Y A D S v

«©
or
1]

s A I 5

TCA GOT ATT AGT GGT RGT GGT 65T AGC ACA TAC TAC GCA GRC TCC GTS

[
e
w

ACT CGR TRE TCA CCA TCA CCA CLUCA JCG TGT ATS WTG CET CTG AGG CAC

HCDA2
K & B F 1 I 5 R | I -] K R T L Y
- X1 ARG GGC CGG 1TC ACC ATC TCC CGT GAS ART TCC MAG AAC ACG CTG TAT

RS CCG GCC ARG 166G TAG AGG GCA CTG TTR AGG T?C TTG 76C GAC AThR

L ¢ ¥ ¥ & L AR P E D T Aa Vv ¥ Y C
241 CTG ChA ATG AAC AGC TG CST GCC GRS GAC ACC GCG GTA TAT ThC TGT

BAC 5TT TAC ~TG TOG GAC GCA C5G LTC CTG TGG CGC CAT ATA ATG ACR

Figura 5



6/14

A E 8 ¥ 6 R F b Y W & ¢ 6 T L ¥

285 GCG ARA AGT TAT GGT GCT TTT GAC TRC TGG GGC ChG GSA RCC CTG GTC

CGC TET TCA ATA CCA G4 AMR CT5 ATG ACC COG GTC CCT TGG GAC Chi

#CDR3
T VvV § 5
337 ACC GTC TCG BGC

TGG ChG AGC TCR

Figura 5 (Cont.)



49

193

a1

283

GAC CGT

n

-

TTA AAT

ART TTA

Y A

TAT GCT

ATA CGR

Q
CAG ATG
STC TRC

GIC ACC

CAG TGG

TGS ThC

RCC AT

GUA 20

CGT A6

RTC

TAG

CAG

GTC

i |

TCA

ACT

TGR

TCT

AGR

TGC

ACE

CCh

=GT

TCZ TCC €16 TCT

files

GCR

CGT

AGG

AGT

TCR

GAC AGR

CAG AGC

&TC TCG

GCa TCT

CGT AGA

ATT AGC

TAR TCG

GTA

CAT

TCG

GGR

CCT

TAT

ATA

CCA

G&T

(4]

AGT

TCh

a ]

RET GGA

TCA CCT

Ghh GAT

CTT CTR

ACG TIC

TGC AAG

LCDRT

TCT CGG

RGA CCC

F A

TTT &CT

ARA CCA

GGC Cha

CC6 671

»y

ACG

TGT

GGG

cec

GAT

LTA

1

TRC

ATG

ACC

656

TTC

TAC

ATG

X

RAG

TTC

ACT

TGR

TET

ACR

GG

ccc

cTC

GRG

GTT

LCDR}

ARA

TTT

GTC

CAG

ACC

TGG

CTC

GCT CCT

CGS GG

CCA TCA

GGT AGT

ATC AGT

TAG TCG

AGT TAC

TCh RTG

RAG CTC

TIC GAG

R F

€T TTC

GCR ARG

AGT CTG

TCA GAC

AGT ACC

TCA TGG

CIG

GTT

cCcT

ATC

ThG

CCE

GGR

E

sRA

2TT

L]

RIC

TRG

Figura 6

AAR CGG

TTT GCC

33°



8/14

Sustrato
Cromogeénico

Ab anti-CD40L Blotlmladof Ab-HRP anti-blotina de raton

CD40/Fe

Figura 7



M3 14 - 20 20 A0 50 66
GASW (1) ATGTTGTTTARRICCOTTTCARMGT TAGCRACCGCEGCTGOT T I TTTGCN >
« coli lider BAZ) m@grqrrrmgpmqggaﬁcrpccgpccsccucmmﬂmmcsmo@r.ccscc
AThderGag (D A ~TTAAN CATTATCAARATTAGCERCCGCAGCARCATT TTTTECAGGCETCGCARCRICS
Figura 8

387



10/14

% de
inhibicién

{dAb] nM

Figura 9

333

—+— Mondmero DOM-24

-+— MAL PEG 30K DE DOMB-24
—— MAL PEG 2 30K DE DOMB-24



OD450

172

11/14

14 1/8 1116 1732

dilucién de Dimere

Figura 10

389



on4s0

12/14

1/8

diluciéon de Fab.

Figura 11

132

1164



13/14

[4)]
I~

Eventos
L i
N 0o
R A e A

-
[#}]

1 10 100 1000 10000

Figura 12

C2



Eventos

14/14

100
Leg FL1

Figura 13

10000

381



