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Comprobante de pago de la tasa de presentacién de |a solicitud
D Documento que acredita la existencla y represantacién legal cuando el solictante sea persona juridica

D Documento de Representacion Legal

D Documento de cesién del inventor al solicitante 0 a su causante
D Declaraciones

D Copia de la solicitud intemacional (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
E Traduecién de la solicitud internacional al castellano (Resumen, descripcidn reivindicaciones, dibujos)
|:| Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Intemacional de Examen

Preliminar (IPEA)
Traduccitn del examen praliminar intemacional efectuado por la IPEA.

D De ser el caso copla del contrato de acceso

[:l De ser el caso, documento que acredite la licencia o autonzacidn de uso de conocimientos tradiclonales
de las comunidades indigenas

Arte Final 12X12 .

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular 0 su causante relacionados parcial o totaimente con la invencidn de esta solicitud

[C] De ser el caso, modtficaciones efectuadas a la solictud intemacional

E Otros reporte de busqueda intemnacional con su traduccidn, publicacidn con su traduccidn y opinién
escrita de la autoridad de busqueda Intemacional con su traduccién
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un sujeto en donde dicho ligando no une o sito active de dicho compuesto objetivo endégeno o substancialmente Inhibe la
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Un ligando que une un compuesio objetivo endégeno teniendo actividad adecuada para fratar una enfermedad en un sujeto. en donde
dicho ligando no une el sitio activo de dicho compuesto objetivo enddgeno o substancialmente inhibe la actvidad de dicho compuesto objetivo
andbgeno para uso on terapia de una enfermedad apta para tratamiento con dicho compuesta objetivo endégeno.
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, Solicitud Internacional No
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/GB2005/004319 6

Casilla II Observaciones donde clertas reivindicaciones fueron inescrutables (Continuacién del (tem 2 de
la primera boja)

Este Reporte de Bisqueda Intemnacional no ha sido establecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo el
Articulo 17(2)(a) por las siguientes mzones

1 [X] Remmndicaciones Nos

porque se relacionan con un asunto que no es necesano que csta Autondad busque, a saber-
Aunque la revindicacién 98 esti dingida a un método de tratamuento del cuerpo
humano/animal, 1a busqueda ha sido llevada a cabo y basada en los cfectos alegados del
compuesto/composicién

2 [ Rewindicaciones Nos 33-58
porque se relacionan con partes de la Solicitud Internacionel que no cumplen con los requisitos

prescntos hasta tal grado que no se puede llevar a cabo una bisqueda internecional sigmificativa,
especificamente

ver INFORMACION ADICIONAL hoja PCT/ISA/210

3 [} Rewindicaciones Nos

porque son reivindicaciones dependhentes y no estin discfladas de acuerdo con la segunda y tercera
oracién de la Regla 6 4(a)

Casilla Il Observaciones donde falta unidad de invenciéo (Continuacléo del ftem 3 de In primera hoja)

Esta Autoridad de Biisqueda Internacional encontrd invenciones muiltiples en esta sohcitud internacional, asf

1 I:I Puesto que todos los derechos de bisqueda adicionales requendos fueron pagados oportunamente por
el solicitante, este informe de busqueda internacional cubre todas 1as reivindicaciones mvestgables.

2 D Puesto que todas las reivindicaciones investgables pudieron investigarse sin esfuerzo que jushfique
derechos adicionales, esta Autondad no solicité pago de derechos adicionales.

3 D Puesto que s6lo algunos de los derechos de bisqueda adicionales fueron pagados oportunamente por el
solicitante, este informe de bisqueda internacional cubre dmcamente aquellas reivindicaciones para
las cuales se pagaron derechos, especificamente 1as reivindicaciones Nos

4 |:| El solicitante no pegé oportunamente los derechos de bisqueda adicionales requeridos Por|
consiguicnte, este informe de hisqueda internacional se restnnge & la primera invencién mencionada
en las reivindicaciones, esté cubierto por las reivindicaciones Nos

Comentarlo sobre Protesta D Los derechos de isqueda adicionales estuvieron acompailados por la protesta
del solicitante.

I:l El pago de log derechos de bisqueda adicionales no estuvo acompailado por
una protesta.

Yorma PCT/ISA/210 (contmuscidn de ls pnmers hoje (2)) (Encro 2004)
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Solicitud Internacional No PCT/GB2005/004319

INFORMACION ADICIONAL CONTINUACION DE  PCT/ISA/210 }

Continuaci6n de la Casilia IT 1

Aunque la reivindicaci6n 98 esté dingida a un método de tratamiento del cuerpo humano/animal,
la busqueda ha sido llevada a cabo y basada en los efectos alegados del compuesto/composicién

Continuacion de la Casilla I1 2
Reivindicaciones Nos.  33-58

La reivindicacién 33 y las reivindicaciones que son dependientes de ella (retvindicaciones 34-58)
no son claras (Articulo 6 PCT) porque la reivindicacién mdependiente 33 exige que el hgando
aumente la actividad del objehvo enddgeno Esta caracteristica esté en contradiccién directa con
la reivindicacién 35, que es dependiente de la reivindicacién 33 y que afirma que el hgando
inhibe 1a actividad del compuesto objetivo endégeno en no més de 10% Por lo tanto, ¢l alcance
de la reivindicacién independiente 33 y las rervindicaciones dependientes 34-58 es tan confuso
que no podria ser sujeto de una busqueda sigmificativa.

Se atrac la atencidn del sohicitante al hecho de que las reiwvindicaciones relacionadas con
invenciones respecto de las cuales no se ha establecido ningun reporte de bisqueda intemacional
no es necesano que sean el objeto de un examen prehminar intemacional (Regla 66 1(e) PCT)
Se le notifica al sohcitante que la politica de la EPO al actuar como una Autonidad de Examen
Preliminar Internacional normalmente es no llevar a cabo un examen preliminar sobre asuntos
que no se¢ han buscado Este es el caso prescindiendo de s: las reivindicaciones se han
modificado o no después del recibo del reporte de busqueda o durante un procedimiento del
Capitulo II St la solicitud procede a la fase regional ante la EPO, se le recuerda al solicitante
que puede llevarse a cabo una busqueda durante el examen ante la EPO (ver Lineamento C-VI,
8 5 de la EPO), s1 se superan los problemas que llevaron a la declaracién del Articulo 17(2)




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/GB2005/004319

g

A CLASIFICACION DE MATERIA ORJETO
INV  A61K39/395
ADD CO7K1624 CO7K16/26

B. CAMPOS BUSCADOS

| Segin la Clasificacidn de Patente intermacional (IPC) o scgim La clagiflcacidn aacional y i IPC

CO7K

Documentacidn minims buscada (sisterna de clasificacidn seguido de aimboloa de clasificacion)

Documemtacién buscada fuera de documentacién minirma hasta donde dichos documentos se mcluyan en los canpos buscados

EPO-Internacional, WPI Dato, PAJ, EMBASE, BIOSIS

Base de datos elcctrdnica consuliada durunte la bisqueds intemacional (nambre de ln basc de datns y donde sea prictico, buscar tirmminos usados)

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categueia *

Citacién de documento, con indicasidn, donde sea apropisdo. de los texios relevantes

Relevante a la reivindicacién No.

PX BASE DE DATOS WPI

Seccién Ch, Semana 200574

Clase B04, AN 2005-725413
XP002380847

13 de Octubre de 2005 (2005-10-13)
rCSumen

8 de Enero de 2004 (2004-01-08)
ejemplo 12

K, EDGE, ALBERT)
31 de Diciembre de 2003 (2003-12-31)
pagna 3, reivindicacién 24

Derwent Publicahons Ltd , Londres, GB,

& WO 2005/094881 Al (TAKEDA PHARM CO LTD)

A WO 2004/003019 A (DOMANTIS LIMITED, WINTER, GREG,
TOMLINSON, IAN, IGNATOVICH, OLGA, HOLT)

A WO 2004/001064 A (DYAX CORPORATION, SATO, AARON,

1-98

17-20

1-93

-

E En ¢l recuadro C se enumeran mis documentos.

En el anexo se enumeran miembros de la familis de patentes.

° Categorias especmles de documentos citados:

A documento que define ¢l cstado general de i téonics el cual no s
considers de relevancia particular

F documento anterior pero pubhicado en o despuds de la fechs de
preseniacidn micnacional

L documento que puede armojer dudas sobre reivindicaciones de
priondad o que se cits para establecer 1a fecha de publicacién de otra
citlacidn u oira rardn especial {(segun ec especifica)

O documento que se reficre s una revelacion oral uso, exhibicidn v
otros medios

' docwnnento publicado antes de Ia fecha de presentacidn internacional
de lo fecha de pnondad rervindicada

T documento posterior publicado después de la fecha de presentacidn
intermacional o fecha de prioridad y que no esti en conflicto con Ia
solicitud pero citado pars entender el prncipio o Leoria que sustenta
I invencidn

X documento de relevancia particular ta invencidn reivmdicada no
puede considerurse nueva o no pucde considerarse que comprende
um paso mventivo cuando el documento ss tova solo

'Y" doraomentn de relevancia particular la invencidn reivindicada no
pusde considerarae que comprende un paso mventive cuando ef
documanto se combina con uno o mils documentoa, siendo dicha
combinacidn obvia pars una persona experts en la téenica

& documeto miembroe de Ia misma familia de patentes

Fecha de s terminacidn real de Is bisqueda interacional

15 de Mayo de 2006

“Fecha de envio por carmeo del reporte de biisqueds intemacional
29/05/2006

Nomiwre y direccidn de correo de la ISA/
Oficina de Patentes Europes. P B. 5818 Patentlasn 2
NL 2280 HV Rijswijk
Tel (+31 70) 340-2040 Tx. 31 651 eponl
Fax (+31 70) 340-3016

Funcionano autcrimdo

Wagner, R

Forma PCT/ISA/210 (segunds hoje) (Abrnil 2003)

pégina 1 de 2




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacionsl No
PCT/GB2005/004319 ﬂ

C (Continuacidn) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categorla °

Citacién de documento, con indicacién. donde sea apropiado, de los textos relevanics

Relevante a In reivindicacion No.

A

EP 0 467 416 A (HYBRITECH INCORPORATED)
22 de Enero de 1992 (1992-01-22)
el documento completo

EP 0 298 654 A (HYBRISENS LTD)
11 de Enero de 1989 (1989-01-11)
¢l documento completo

EP 0 339 505 A (E1 DU PONT DE NEMOURS AND
COMPANY)

2 de Noviembre de 1989 (1989-11-02)

¢l documento completo

1-98

1-98

198

Forma PCT/ 1SA /210 (continuacidn de ta scgumdas hoja) (Abril 2005)

phgmna 2 de 2




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No. p
Informacién sobre nuembros de farmha de patentes PCT/GB2005/004319
Docurmnento de patente citado o

prplavn ::m :;h en Fecha de publicacién Mlembm(;). :en:‘ familia de Fecha de publicacidn

W0 2005094881 Al  12-10-2005 NINGUNO

W0 2004003019 A 08-01-2004 CA 2492092 Al 08-01-2004
CN 1678634 A 05-10-2005
EP 1517921 A2 30-03-2005

W0 2004001064 A 31-12-2003 AU 2003245664 Al 06-01-2004
CA 2490009 Al 31-12-2003
EP 1576172 A2 21-09-2005
JP 2006512050 T 13-04-2006

EP 0467416 A 22-01-1992 NINGUNO

EP 0298654 A 11-01-1989 AT 106250 T 15~-06~1994
Al 1865288 A 12-01-1969
DE 3889783 D1 07-07-1994
DE 3889783 T2 08-09-1994
DX 376188 A 08-01-1989
€S 2056108 T3 01-10-1994
JP 1138461 A 31-05-1989

EP 0339505 A 02-11-19689 AU 3332389 A 02-11-1989
DK 166489 A 27-10~-1989
FI 891966 A 27-10-1989
JP 2013395 A 17-01-1990
NO 891713 A 27-10~-1989
PT 90364 A 10-11-1989
Us 62256540 A 06-07-1993
ZA 89503088 A 28-12-1990

Forma PCT/ ISA/ 210 (anexo familia de patentes) (Abri] 2005)

AD



mmatons appicetion
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PC1/682006/004319

Baox i Obssrvations wiware certain taine wers found unsearcheble (Contimmtion of Hem 2 of first sheet)

This interastional Bearch Report has nal bes established in respect of cartain clalme under Ardicle 17{2)(n) for the following masons:

! m—%ww-MMrmmnh-wwmmw
Although claim 98 1s directed to a4 method of treatment of the human/animal
body, the search has been carried out and based on the alleged effects of the
compound/composition

2 m m%mun?;igmmmu not comply with e proscitbed racuiremants 1o suth
an sxtent that no meaningful insernadional Saarch esn be cartied out, speclicaly

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

3 D Claima Noa.
becaum they are dapandent ciaimas and e not drafad in acoordance wilh the sscond and third aantencae of Fude 8.4(a).

8ax M Obeorvations whare unity of imvention is iacking (Continustion of ftem 3 of first shest)

This internalional Searahing Authorfly found nustipio imvendans in this imernational applastion, as talowe:

1 D As all requived ackitional ssarch fsss wers Smaly paid by the appicant, this Internalions? Seerch Raport covers i
ssarchable clsims.

i D As ol ssarchable ciaims coukd be esarchad without efiart Jusifying en addtional fee. Bis Authorlly <k not vite payment
of any additional fee.

Femark og Protest D Tha ackdiionsl ssarch fpey ware ascompaniad by the apploant's projeet.
D No rotew sccompaniag the paymant of addifional eparch feee.

Form PCTASA10 (coniinualion of Bret sheet () (anusry 2004)

\

M



Intemmtional Appiication No. PCT/682005 /04319

PURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA/ 210

Continuation of Box II 1

Although claim 98 1s directed to a method of treatment of the
hunan/animal body, the search has been carried out and based on the
alleged effects of the compound/composition

Continuation of Box II 2
Claims Nos 33-58

Claia 33 and the claies which are dependent thereon (claims 34-58) are
not clear (Article 6 PCT) because independent claim 33 requires that the
1igand sust increase the activity of the endogenous target This feature
1s in direct contradiction with claim 35, which is dependent on claim 33
and which states that the 11gand inhibits the activity of the endogenous
target compound by no more than 10X Therefore the scope of independent
claim 33 and dependent claims 34-58 15 so0 unclear that it could not be
subject to a meaningful search

The applicant's attention is drawn tao the fact that claims relating to
inventions in respect of which no iIntarnatfonal search report has been
establ{shed need not be the subject of an international preliminary
examination (Rule 86 1(e) PCT) The applicant {s advised that the EPO
policy when acting as an International Preliminary Examining Authority 1s
normally not to carry out a preliminary examination on matter which has
not been searched This 1s the case irrespective of whether or not the
claims are amended following receipt of the search report or during any
Chapter II procedure If the application proceeds into the regional phase
before the EPO, the applicant 1s reminded that a search may be carried
out during examination before the EPO (see EPO Guideline C-VI, 8 5),
should the problems which led to the Article 17(2) declaration be
overcome

12
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EPO-Internal, WPI Data, PAJ, EMBASE, BIOSIS
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P.X DATABASE WPI 1-98
Saction Ch, Weaek 200574
Derwent Publicetions Ltd , London, @B,
Class BO4, AN 2005-725413
IP002380847
& WO 2005/094881 Al (TAKEDA PHARM CO LTD)
13 October 2005 (2005-10-13)
abstract
A W0 20047003019 A (DOMANTIS LIMITED, 17-20
WINTER, GREG, TOMLINSON, IAN, IGNATOYICH,
OLGA, HOLT) 8 January 2004 (2004-01-08)
example 12
A WO 2004/001064 A (DYAX CORPORATION, SATO, 1-93
AARON, K, EDRE, ALBERT)
31 December 2003 (2003-12-31)
page 3, claim 24
iy -
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

sional application No
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1  Esta opinién contiene indicaciones relacionadas con los siguientes ftems.

Bases de la opinién
Priondad
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OPINION ESCRITA DE LA Sohcitud Internacional No
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/GB2005/004319

Casilla No.I Bases de la opinién

1 Respecto al idioma, esta opimén ha sido establecida sobre las bases de
X 1a solicstud internacional en el idioma en el cual se presents

[] una traduccién de la solicitud internacional en . el cual es el 1dioma de una traduccién proporcionada
para los propésitos de busqueda internacional (Reglas 12 3(a) y 23 1(b))

2 Respecto a cualquier nucleétido y/o secuencia aminoicida revelada en la solicitud internacional y necesaria
para la invenci6n reivindicada, esta opinién se ha establecido segtin

a tipo de material

D<) un bistado de secuencia
] tabla(s) relacionada con el listndo de secuencia

b formato de material

P4 en formato escrito
en formato legible por computador

¢ tiempo de presentacién/suministro

[[] contenido en la solicitud internacional segiin se registré.
[[] registrada punto con la sohcitud internacional en formato legible por computador
B4 proporcionada subsyuientemente a csta Autoridad para la basqueda

3 [X] 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 proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacidn en las
copias subsiguientes o adicionales es 1déntica a aquella en la solicitud segiin se presentd o no va mds alld
de la solicitud segun se registré segun lo apropiado, fueron suministradas.

4 Comentarios adicionales.

Casilla No. I Prioridad

1 [0 La validez de la reivindicacén de prioridad no ha sido considerada ya que la Autoridad de Bisqueda
Internacional no henc a su disposicién una copia de la solicitud anterior cuya prioridad ha sido
reivindicada o, donde sea necesario, una traduccién de la solicitud anterior Sin embargo, esta optnién
ha sido establecida bajo la suposicién que Ia fecha relevante (Reglas 43151 y 641) es la fecha de

priondad reivindicada

2.9 Esta opiruén ha sido establecida como sino se hubiera reclamado prioridad debido a que la relvindicacitn
de priondad ha sido encontrada invdlida (Reglas 4351y 64.1) De esta manera, para los propésitos de
esta opinidn, la fecha de presentacién mnternacional indicada arnba es considerada la fecha relevante

3 Observaciones adicionales de ser necesario

ver hoja separada

Forma PCT/ISA/237 (Abril 2005)
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OPINION ESCRITADELA Solicttud Internacionai No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/GB2005/004319

Castilla No. IIl No establectmiento de opinién respecto a novedad, nivel mventivo y aplicabilidad industrial

Las preguntas de s la invencién retvindicada parece ser novedosa, comprender un nivel inventivo (ser no obvia) o ser
aplicable industrialmente no se han examinado respecto a

([ toda la solicitud internacional,
B retvindicaciones Nos 33-58, 93(1A)

porque’

B dicha solicitud mternacional, o dichas reivindicaciones Nos 93(respecto a 1A) se refieren a la sigutente materia
objeto la cual no requiere un examen preliminar tnternacional (especifique)

ver hoja separada

[J 1a descripadn, rewvindicaciones o dibujos (indique los elementos particulares a continuacién) de dichas
rervindicaciones Nos son tan poco claros que no se podria formar una opmidn significativa (especifique)

[] les rervindicactones, o dichas rervindicaciones Nos son sustentadas tan inadecuadamente por la descripaén
que no se podria formar una opinién significativa

BJ no se ha establecido ningin reporte de busqueda internacional para toda la sobcitud o para dichas
reivindicaciones Nos 33-58

[J no pudo establecerse una opinién significahiva sin el listado de secuencia, el solicitante, dentro del Itmite de
tiempo prescrito, no
[0 suministré un listado de secuencias en papel para cumplir con el estiindar para ello provisto en el Anexo C

de las Instrucciones Administrativas, y dicho hstado no estuvo dusponible para la Autondad Internacional
de Examen Preliminar de forma y manera aceptable para ésta

[J summistré un listado de secuencias en formato electréruco para cumplir en el estindar para ello provisto en
el Anexo C de las Instrucciones Administrativas y tal listado no estuvo disponible para la Autonidad
Internacional de Examen Preliminar de forma y manera aceptable para ésta

[0 pagd Ia tarifa de suministro tardio para el summnistro de un listado de secuencia en respuests a una
invitacién de acuerdo con las Reglas 13fer 1(a) o (b)

[] no pudo establecerse una opmién significativa sin las tablas relacionadas con los listados de secuencias, el
sohcitante, dentro del limite de tiempo prescrito, no suminisiré dichas tablas en formato electrénico para
cumplir con los requisitos técnicos para cllo provistos en el Anexo C-irs de las Instrucciones Administrativas y
dichas tablas no estuvieron disporubles para la Autondad Internacional de Examen Preliminar de forma y
manera aceptable para ésta

O 1as tablas que se relacionan con el listado de secuencias de aminoéaidos y/o nuclestidos, s1 estin solamente en
formato electrénico, no cumplen con los requisitos técrucos para ello provistos en el Anexo C-fis de las
Instrucciones Administrativas.

Ver Casilla Suplementaria para detalies adicionales

Forma PCT/ISA/237 {Abril 2005)



2l

OPINION ESCRITA DE LA Solicitud Internacional No
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/GB2005/004319

Casilla No V Afirmacién razonada bajo la Regla 43b18.1(a)(i) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad
indusinal, ataciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1 Declaracién

Novedad (N) St Reivindicaciones 14, 16-25, 62-65, 67-80, 93-95, 97, 98
No Reivindicaciones 1-13, 15, 26, 31, 32, 59-61, 66, 81-92, 96
Nivel Inventivo (IS) 51 Reivindicaciones
No Reivindicaciones 1-32, 59-93
Aplicabilidad Industrial (IA} Si  Retvindicaciones 1-32, 59-92

No Reivindicaciones

2 Citaciones y explicaciones

ver hoja separada

Forma PCT/ISA /237 (Abril 2005)



OPINION ESCRITA DE LA

AUTORIDAD DE BfJSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Intemmacional No
(HOJA SEPARADA) PCT/GB2005/004319
Re ftem 1

Base del reporte

El listado de secuencias presentado el 02 03 2006 no es parte de la solicitud segtin se present6

Re ftem I
Priondad
1 El documento de prioridad no revela el concepto de “compuesto objetivo endégenc”

muestra ninguna preferencia por los ligandos no inlubitorios  El documento de priondad
atribuye trcamente una importancia igual a hgandos agomstas y a ligandos antagornustas
En el documento de prioridad no se revela una clase de “no inhibitorios”, que incluyen
higandos agonstas y ligandos que no tienen un efecto sobre la actividad

Por lo tanto, la fecha de prioridad de todas las presentes rewvindicaciones, que usan un
ligando no inhibitorio contra objetivos andrégenos, no es vdlidamente reivindicada y la
fecha de presentacién 10 11 2005 es considerada como la primera fecha de presentaci6n.

Re ftem III
No establecimiento de opini6n respecto a novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial

1

La reivindicaci6n 33 y las rervindicaciones dependientes de ella (retvindicaciones 34-58) no
son claras (Articulo 6 PCT) porque la retvindicacién independiente 33 exage que el hgando
incremente {a achvidad del objetivo endégeno Esta caracterfstica estd en contradicci6n
directa con la revandicacién 35, que es dependiente de la reivindicacion 33 y que afirma
que el hgando inhibe la actividad del compuesto objetivo end6geno en no més de 10% Por
lo tanto, el alcance de la reivindicacibn independiente 33 y las reivindicaciones
dependientes 34-58 es tan confuso que no podria ser sujeto de una bisqueda significativa y
por lo tanto la matena objeto tampoco sera examinada

La rervindicacién 98 se relaciona con la materia objeto que esta Autoridad considera que
estd cubrerta por las disposiciones de la Regla 67 1(iv) PCT Por consigwente, no se
formulard mnguna opiru6n respecto a la aplicabihdad industnal de la materia objeto de
esta retvindicaci6n (Articulo 34(4)(a)(I) PCT)

Forma PCT/ISA/237 (Hoja Separads) (Hoja 1) (EPO-Abril 2005)



OPINION ESCRITA DE LA

AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
(HOJA SEPARADA) PCT/GB2005/004319
Re ftem V

AfirmaciOn razonada respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial, citaciones
y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1

D1

Se hace referencia al sigutente documento
WO02005094881

El resumen en Inglés de D1, que est4 en japonés, revela el uso médico de un ligando, que
puede ser un anticuerpo, que une un objettvo endégeno sin neutralizar sustancialmente la
actividad del objetivo y por lo tanto aumentando la vida media del objetivo endégeno y
aumentando la concentraci6n del objetivo endégeno en la sangre Por lo tanto, D1 anticipa
la matena objeto de las reivindicaciones independientes 1-4, 59, 81, 87, 96 y de las
reivindicaciones dependientes 11, 82-86, 88-92 Articulo 33(2) PCT D1 también antcipada
la reavindicaci6n independiente 5 y las rezvindicaciones depenchentes 12, 13, 15, 60, 61, 66
porque un anticuerpo tiene dos sibos higantes

Las caracterfsticas adicionales de las rewindicaciones dependientes 5-10, 26, 62, 77
representan resultados que deben ser logrados, que no son sustentados experimentalmente
por la presente solicitud y que parecen ser inherentes a los anticuerpos que unen a los
ligandos endégenos Los rangos de afirudad propuestos por las caracterfsticas de las
rewvindicaciones 31, 32, 79, 80 son comunes para anticuerpos y puede considerarse que los
anticuerpos de D2 tienen las afimdades deseadas Por lo tanto, D1 también antcipa la
matena objeto de las reivindicaciones 31, 32, 79, 80 (Articulo 33(2) PCT)

Las caracterfshcas adicionales de las reiwvindicaciones dependientes 14, 16-18, 67-69
descnben higandos alternativos, que son bien conocidos en el campo y que no confieren un
ruvel inventivo sobre el uso (Articulo 33(3) PCT)

Forma PCT/ISA/237 (Hoja Separada) (Hoja 2) (EPO-Abril 2005)



OPINION ESCRITADELA
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No
(HOJA SEPARADA) PCT/GB2005/004319

Las caracterfshcas adicionales de las reivindicaciones dependientes 19-25, 70-76
representan estrategias bien conocidas para aumentar mas la vida media de los ligandos y
por lo tanto no confieren un ruvel inventivo sobre la materia objeto de dichas
rewvindicaciones (Articulo 33(3) PCT)

El uso de una formulaci6n de depé6sito (reivindicaci6n 27), un dispositivo de liberaci6n de
farmacos (rewvindicaci6n 93-95) y la escogencia de posibles objetivos endégenos
(rervindicaciones 28-30, 63, 64, 97) no confieren un ruvel inventivo sobre el uso

3 El uso de la reivindicaci6n 98 es nuevo (Articulo 33(2) PCT), pero la escogencia de un
miembro de la superfamiha del receptor TNF como objetivo no confiere un ruvel inventivo
sobre el uso (Articulo 33(3) PCT) Ademis, la presente sohaitud no ha proporcionado
ninguna prueba experimental de que la hodisponibiidad, o achvidad del miembro de la
superfanmulia del receptor TNF fue preservado en vivo después de estar urudo al higando
Por lo tanto, falta el efecto técruco sobre el cual podria basarse la evaluacidn de la presencia
o0 ausencia de un mivel inventivo

4 Para la evaluaci6n de la presente rervindicacién 98 sobre la pregunta de s1 son aplicables
industnalmente, no existen criterios unuficados en los Estados Contratantes del PCT La
patentabilidad también puede depender de la formulact6n de la reivindicacién La EPO,
por ejemplo, no reconoce como aplicable industrialmente la materia objeto de las
reivindicaciones en cuanto al uso de un compuesto en el tratarmiento médico, pero puede
permutir, sin embargo, rervindicaciones a un compuesto conocido para primer uso en el
tratanuento médico y el uso de dicho compuesto para la elaboracién de un medicamento
para un nuevo tratarmiento médico

Forma PCT/ISA/ 237 (Hoja Separada) (Hoja 3) (EPC-Abril 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE Inlomationdl apghcation Mo,
INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/GB2005102319

Baltem!
Basis of the report

The sequencn fisting filed on 02.03 2008 Ia not past of the nppiication as Kled.

Balom it
Priority

1 Tho pronty document doos not disclose the concept of “axiaocaous target
compound” nor does It show any preterence for non inhibhiory igands The prionty
documant altributes enly an equal Importance o agonist ligands and Lo antagonist
Sganas. A ciass of noa-nhiditory”, which mclutie agonist Sgands and Egands wiweh
do nol have an afigct on the activity is not disciosod in the prorily document
Therofore tho piority date of all the proseni ciaims, which uso a pan-iohibitoty Sgand

against antogendus taronls, is not vaidly claimed and 1he fling date ol 10 11.2005 is
consicered as the frst Alng daie

Be.item.lil
Non-gstablishment of apinion with ragard to novelty, inventive stop and industvial
opplicablilty

1 Claim 33 and the claims which are dapendant theroon (Ciaums 34-58) are not clear
{Articie 6 PCT) bacause indepcndent ¢ialm 33 requires thal the ligand must incrense
the acihvity of tho endoganous target. This Jeature s in direct contradiction with claim
35 which is dependent on cialm 33 and wiuch statos that tho figand inhibits tho
activity ol tho ondogenous Larget compound by no more than 10%. Theraforo the
scope of independant clalm 33 and dependent clalms 34-58 1 50 unclear thol it could
0ot bo subject (o @ meaningful search and thus the subject-martor wit giso not be
oxamined.

2. Claims 98 rafawes lo subject-mmalier considered by this Authomty 10 be covered by the
povisions ol Rute 67 1(v) PCT Consoquently no opinion will bo lermulated with
rospect 10 the industrial appicability of the subject-matter of this claim {Articio
Ja{d)(a){l) PCT)

Fémm PCIREAZIY (Depmane Stived) (Dham 1) (EPOVpal 2005
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WRITTEN OPINION OF THE Vreaenaiional agiication NO.
INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCTAB2005/004319
Baltem ¥

Roeasonad statement with segord 1o novelty, invenlive step or indusixtal appiicabllity,
cliations and explanafions supporting such statement

t  Relorenco is made 1o the loflowing document,

D1 WO2006094681

2. The Englsh abstract o D1, which isin Japaneso, dischuses the medical use of a
Bgand, which can be an anubody binding an endogenous target without substantially
neuirabaing the sctivity of the target and therely increasing the hallfo of the
andogonous larget and incroasing tho concantration ol the ondogonous lacget in the
tlood. Thus D1 anticipates tho subject-malier of independent claims 1-4.59 81,
817,08 and dapendent caims 11, 82-86, 88-92 {Anlicle 33(2) PCT). Independent claim
5 and depondont claims 12,13,15, 60, 61, 68 a0 a%so anticipased by D1 tocause an
antibody has two bindkng sies.

The additional ieaturas of dopondont claims § 10, 26, 82, 77 reprosant tesulls Lo be
achiovod, which gre not hurihor experimenially sutistantialed by tho prosent
application and which appaat (o be inherent (o aniibodies binding the ondogenous
igands. Tho aifinlty ranges proposad by the fealures of ctaims 31, 32, 79, 80 are
common for sniibocies and the antibocies of 01 can bo considered 10 havo the
desised affinitles. Thus tho subject-mater of ciaims 31 32, 79, 60 Is also anticipated
by 01 (Aniclo 33(2) PCT).

The addilional toatures of dopondant clalms 14, 16-18, 87 69 descrido aliornative
figangs which are wall known In the field and which do not confer an inventive step
on the uso {Article 33(3) PCTL.

fon PCTIOATI? (Sacarsie Divel) (Crest H{EPO-APS 2005)



WRITTEN OPINION OF THE Tnisraasional appfication No.
INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY {(SEPARATE SHEET) PCYA382005/004319

Tho addidonal leanres of depentiont claims 10-25, 70-76 represent well known
stratogics for luhes increasing tho hatl-Ee of the tgands and do Meretoze not conder
an invonive step on the subject-maiter of seid claims {Asticle 33(3) PCT)

The use of a depol formulation (chalm 27), a drug delivery device (claims 93-85) and
the chojoe of possible entogencus largets {ciaims 23-30 63,64,97) does nat conler
an Inventive stop on tha use

3. Theuse of cioim S8 15 now (Arsicio 33(2) PCT) but the choice of a mamber of the
TNF tecepter supedamily as a 1asgot doos nol confer an inventive step on the uco
{Articie 33(3) PCT) in aodition tho prosent applicaton has not provided any
exparimental proof that the bioavaiabllity, or activity of the membos of the TNF
recophor superfamiy was preservod in viwvo ator being bound to the Egand. Thus the
technical offact on which the evaluation of tho presence or abysenco of an inventive
stap could bo based is misging.

4 Forthe assessmont ol 10 preseni claim 98 on the quesiion whethor it ks Industnally
applicable, no unified eftorla edst In the PCT Contracling States. Tho patoniability
can 8isd be depandent upon tho fomuiation of the claim The EPO, lor example
does not recognize as ingustiially applicable the subject-matter of ciaims 1o the use of
a compound in mocical trontment, but may alow, sowevor, ciaims to a knewn com
pound for flrst use in medical treatmont and tho uss of such a compound (or tho
manuiacture ol & macicament fo¢ @ new madical eaiment.

Foon PCTRINTI? (Sepirmie Shast) (Trent 3) (EAO Apr 2003)
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LIGANDOS QUE MEJORAN COMPUESTOS ENDOGENOS

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La invencién se refiere a ligandos que comprenden una porcién
{por ejemplo, un dAb) que tiene un sitio de unién con especificidad de
unién para un compuesto objetivo endégeno pero no inhiben
substancialmente la actividad de dicho compuesto objetivo andégeno
Preferentemente, el ligando no se une al sitio activo de un compuesto
objetivo endégeno La invenciéon se refiere al uso de tal ligando para
la fabricacibn de un medicamento para incrementar la vida media,
blodisponibihidad, actividad o cantidad de un compuesto objetivo

endégenao al cual el ligando se une

3Z
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LIGAND S QUE MEJORAN COMPUEST S ENDOGENOS

Solicltudes relacionadas

Esta solicitud es una continuacién en parte de la Solicitud de
Patente de EE UU No 10/985,847, presentada el 10 de Noviembre
de 2004, las ensefianzas totales de la cual se incorporan en la

presente para referencia

Antecedentes de |la Invenclén

Animales, incluyendo mamiferos, y humanos producen una
variedad de compuestos enddégenos que tienen actividades que
ayudan a mantener la salud normal y fisiologfa del animal Tales
compuestos se incluyen en muchos procesos fisioloégicos tales
como hemostasis, funcién inmune, metabolismo, regulacién de
proliferacion celular y diferenciaciéon y lo similar Muchos
compuestos endogenos se han aislado y formas sintéticas o
recombinantes pueden hacerse y administrarse a pacientes para
combatir la enfermedad Planteamientos terapéuticos actuales con
frecuencia incluyen administrar formas exdégenas o producidas de
manera exdgena de compuestos enddégenos a pacientes Tales
planteamientos terapéuticos pueden producir efectos indeseables
debido a las altas dosis que se administran normaimente, y ciertos
agentes terapéuticos, tales como formas recombinantes de
protelnas humanas generaimente deben producirse por expresién

en células mamliferas que es costosa y produce producciones
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inferiores que la expresion en sistomas de levadura o bacterianos
Estos problemas podrian superarse por el desarrollo de
agentes terapéuticos y métodos que pueden fortalecer y explotar
las actividades benéficas de compuestos endégenos para producir
efectos terapéuticos Existe una necesidad de tales agentes

terapéuticos y métodos

Breve Descripcién de la Invencién

La invencién se refiere al uso de un ligando comprendiendo
una porcién que tiene un sitio de unién para un compuesto objetivo
endoégeno en donde dicho ligando une dicho compuesto objetivo
endégeno y no inhibe substancialmente la actividad de dicho
compuesto objetivo endégeno, para la fabricacibn de un
medicamento  Preferentemente, el ligando no se une al sitio
activo del compuesto objetivo endégeno

El medicamento puede ser para incrementar la cantidad de
un compuesto objetivo endégeno en un sujeto, para incrementar la
biodisponibilidad de un compuesto objetivo endégeno en un sujeto,
para incrementar la vida media in vivo de un compuesto objetivo
endégeno El medicamento también puede ser para incrementar la
actividad (por ejemplo, actividad de unlén) de un compuesto
objetivo endégeno EI medicamento puede ser para suministro
local o sistémico

En algunas modalidades, la cantidad de ligando objetivo

endégeno en el sujeto aproximadamente 4 horas después de la

34
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administracién de! medicamento se incrementa por al menos 15
veces, en relacién a la cantidad antes de la administracién del
medicamento En algunas modalidades, la vida media /in vivo del
compuesto objetivo endégenc se incrementa por al menos 15
veces después de la administraciéon del medicamento

Generalmente, el ligando inhibe la actividad de dicho
compuesto objetlvo enddégeno por no méas de aproximadamente
10%, o tiene una concentracién inhibidora 50 (IC50) de al menos 1
micromolar

El ligando puede comprender dos o mas copias de dicha
porcidén que tiene un sitio de unlén para un objetivo endégeno
Por ejemplo, el ligando puede ser un dimero de una porcién que
tiene un sitio de unién para un objetivo endégeno, tal como un
dimero dAb

La porcidon que tiene un sitio de unién para un compuesto
objetivo enddgeno puede ser un aficuerpo, un dominio SpA, un
dominio clase A del receptor LDL, un dominio EGF, un avimaero,
anticuerpo o un fragmento de anticuerpo (por ejemplo, un
fragmento Fv, un fragmento Fv de cadena sencilla, un fragmento
Fv unido a disulfuro, un fragmento Fab, un fragmento Fab'’, un
fragmento F(ab’);, un diacuerpo, un dominio variable sencillo de
inmunoglobulina (por ejemplo, un Vy humano, y un V. humano, un
V)

Si se desea, el ligando puede comprender ademéas una

porcidbn que extiende la vida media como se describe en la
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presente Por ejemplo, el ligando puede comprender una porcién
que extiende la vida media seleccionada del grupo consistiendo de
una porcidbn de glicol de polialquileno, albumina de suero o un
fragmento de la misma, receptor de transferrina o una porcién de
unidén a transferrina del mismo, o una porcidon comprendiendo un
sitio de unién para un polipéptido que mejora la vida media in vivo
De manera adecuada una porcién comprendiendo un sitio de unién
para un polipétido que mejora la vida media /n vivo incluye un
aficuerpo, un dominio SpA, un dominio de clase A del receptor
LDL, un dominio EGF, un avimero, un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo, tales como un fragmento Fv, un fragmento Fv de
cadena sencilla, un fragmento Fv unido a disulfuro, un fragmento
Fab, un fragmento Fab’, un fragmento F(ab')z, un diacuerpo, y un
dominio variable sencillo de inmunoglobulina (por ejemplo, Vy
humano, V. humano, Vun)

Los medicamentos y ligandos de la invencién son
substancialmente no inmunogénicos En algunas modalidades, el
medicamento es una formulacién de depédsito En algunas
modalidades, el compuesto objetivo endbdgeno es un agonista
soluble (por ejemplo, citoquinas, factores de crecimiento,
hormonas), receptor soluble (por ejemplo, receptores de citoquina
solubles, tales como TNFR1 soluble, TNFR2 soluble receptor IL-1
soluble, receptor IL-4 soluble, receptor IL-13 soluble), antagonista
de receptor enddgeno (por ejemplo, antagonista de receptor IL-1

{IL-lra)) 0 una enzima En modalidades particulares, el compuesto
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objetivo endégeno es un receptor de citoquina soluble, tal como
TNFR1 soluble Preferantemente, ol ligando une el compuesto
objetivo endégeno con alta afinidad, tal como Kd de 1 x 10" M o
menos

En ciertas modalidades, los medicamentos o ligandos de la
invencidn no incluyen un anticuerpo, fragmento o regién del mismo
descritos en |la publicaciéon de solicitud de patente de EE UU
publicada no 2003/0144484 En ciertas modalidades, los
medicamentos o ligandos de la invencidén no inhiben la unién del
anticuerpo A2 o anticuerpo A2 quimérico (cA2) a TNF-alfa de
humano En modalidades particulares, los medicamentos o
ligandos de la invencién no se unen a un epitopo incluido en
aminoacidos 87-108 o un epltopo incluido en ambos aminoacidos
59-80 y 87-108 de TNF humano (factor de necrosis de tumor)
Estos aminoacidos son
59-80 Tyr-Ser-GIn-Val-Leu-Phe-Lys-Gly-Gin-Gly-Cys-Pro-Ser-Thr-
His-Val-Leu-Leu-Thr-His-Thr-lle (SEQ ID NO 26), v
87-108 Tyr-GIn-Thr-Lys-Val-Asn-Leu-Leu-Ser-Ala-lle-Lys-Ser-Pro-
Cys-Gin-Arg Glu-Thr-Pro-Glu-Gly (SEQ ID NO 27)

La invencién también se reflere al uso de compuesto objetivo
endégeno para la fabricacién de un medicamento para incrementar
la actividad de dicho objetivo endégeno, en donde dicho ligando
une dicho objetivo endégeno y no inhibe substanciaimente la
actividad de dicho compuesto objetivo enddgeno

Preferentemente, el ligando no se une al sitio activo de dicho

3t
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compuesto objetivo enddgeno En algunas modalidades, la
actividad de unién del ligando objetlvo enddgeno se incrementa,
por e/jemplo la actividad de unidn (por ejemplo, afinidad, avidez)
puede incrementarse por un factor de al menos 10

La invencién también se refilere a un ligando que une un
compuesto objetivo endégeno teniendo actividad adecuada para
tratar una enfermedad an un sujeto, en donde dicho ligando no une
el sitio activo de dicho compuesto objetivo endbégeno o
substancialmente inhibe la actividad de dicho compuesto objetivo
endégeno, para uso en terapia de una enfermedad apta para
tratamiento con dicho compuesto objetivo endégeno

La invencién también se refiere a una composicién
farmacéutica comprendiendo un ligando que une un compuesto
objetivo endégeno teniendo actividad adecuada para tratar una
enfermedad en un sujeto y un vehiculo fisiolégicamente aceptable,
en donde dicho ligando no une el sitio activo de dicho compuesto
objetivo endégeno o substancialmente inhibe la actividad de dicho
compuesto objetivo endégeno

La invencién también se refiere a un sistema de suministro
de farmaco comprendiendo una composicion farmacéutica de la
invencién En algunas modalidades ese dispositivo de suministro
de fArmaco es un dispositivo de suministro parenteral, dispositivo
de suministro intravenoso, dispositivo de suministro intramuscular,
dispositivo de suministro intraperitoneal, dispositivo de suministro

transdérmico, dispositivo de suministro pulmonar, dispositivo de

33
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suministro intraarterial, dispositivo de suministro intratecal,
dispositivo de sumlinistro intraarticular, dispositivo de suministro
subcutaneo, dispositivo de suministro intranasal, dispositivo de
suministro vaginal, y dispositivo de suministro ractal Por ejemplo,
el dispositivo de suministro de farmaco puede ser una jeringa, un
dispositivo de suministro transdérmico, una capsula una tableta,
un nebulizador, un inhalador, un atomizador, un aerosolizador, un
vaporizador, un inhalador de polvo seco, un inhalador de dosis
medida, un rociador de dosis medida, un vaporizador de dosis
medida un atomizador de dosis medida, un catéter

La invencidn se refiere a un método para incrementar la vida
media de un compuesto objetivo enddégeno en un sujeto,
comprendiendo administrar a un sujeto en necesidad del mismo
una cantidad efectiva de un ligando comprendiendo una porciéon
que tiene un sitio de unién con especificidad de unién para dicho
compuesto objetivo endégeno

La invencién se refiere a un método para incrementar la
cantidad de un compuesto objetivo endégenc en un sujeto,
comprendiendo administrar a un sujeto en necesidad del mismo
una cantidad efectiva de un ligando comprendiendo una porcién
que tiene un sitio de unidn con especificidad de unién para dicho
compuesto objetivo endégeno

La Invencién se refiere a un método para incrementar la
biodisponibilidad de un compuesto objetivo endégeno en un sujeto,

comprendiendo administrar a un sujeto en necesidad del mismo
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una cantidad efectiva de un ligando comprendiendo una porcién
que tiene un sitio de unién con especificidad de unién para dicho
compuesto objetivo endbégeno

La invencién se refiere a un método para incrementar la
actividad (por ejemplo, actividad de umén) de un compuesto
objetivo endégeno en un sujeto, comprendiendo administrar a un
sujeto en necesidad de! mismo una cantidad efectiva de un ligando
comprendiendo una porcidén que tiene un sitio de unidn con
especificidad de unién para dicho compuesto objetivo endégeno

La invencién se reflere a un método para tratar un sujeto
teniendo una enfermedad que es apta para tratamiento con un
compuesto objetivo endégeno en un sujeto, comprendiendo
administrar a un sujeto en necesidad del mismo una cantidad
efectiva de un ligando comprendiendo una porcidn que tiene un
sitio de unidén con especificidad de uniébn para dicho compuesto
objetive endbégeno

La Invenclén también se refiere a nuevos ligandos (por

ejemplo, dAbs) descritos en la misma

Breve Descripcién de los Dibujos

Figura 1 es una grafica de la concentracién relativa de
TNFR1 soluble detectado por ELISA en el suero con el tiempo
(curva de tiempo de concentracidn) después de una administracién
intravenosa unica de un monémero dAb PEGilado que une TNFR1

(TAR2m-21-23/40K PEG ramificado, también referido como PEG
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anti-TNFR1 dAb) Los puntos de datos en el diagrama se obtienen
por ELISA utilizando una dilucién 1 § de suero La grafica muestra
claramente que la biodisponibilidad de TNFR1 en la circulacidn
sistémica se incrementa por la administracién de un mondédmero
dAb PEGilado que une TNFR1 Como se muestra por la curva de
tiempo de concentracion, el nivel de TNFR1 soluble en suero
aumentd después de que el monémero dAb PEGilado se
administra, alcanza una concentracibn maxima, y entonces se
reduce con el tiempo a niveies basicos a medida que el dAb
PEGilado se despeja Los resultados demuestran que administrar
un dAb que une un raeceptor soluble puede incrementar la
blodisponibilidad del receptor e incrementar el nivel o cantidad de
receptor soluble en la circulacion sistémica, y que el nivel
incrementado o cantidad de receptor soluble en la circulacién
sistémica se despeja y regresa a niveles basicos Los rasultados
indican que el nivel de receptor soluble en la circulacién sistémica
puede controlarse al administrar un monétmero dAb PEGilado que

une el receptor soluble

Descripcién Detallada de la Invencién

Dentro de esta especificacidon l|las modalidades se han
descrito en una manera que permite que una especificacién clara y
concisa sea escrita, pero se propone y se apreciard bien que las
modalidades pueden combinarse de manera variada o separada

sin apartarse de la invenclén
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Como se utiliza en la presente, el término "ligando” se
refiere a un compuesto que comprende al menos un péptido,
polipéptido o porcién de proteina que tiene un sitio de unién con
especificidad de unidén para un compuesto objetivo endégeno
deseado Por ejemplo, la porcién que tiene un sitio de unién para
un compuesto objetivo enddégeno deseado puede ser un dominio
variable sencillo de inmunoglobulina (por ejemplo, V4, V., Vuu) que
tiene especificidad de unién para un compuesto objetivo enddgeno
deseado (por ejemplo, una protelna de receptor soluble,
antagonista de receptor endbégeno, citoquina o factor de
crecimiento) La porcién que tiene un sitio de unién para un
compuesto objetivo enddégeno también puede comprender una o
mas regiones de determinacién complementanas (CDRs) de un
dominio variable senclllo de inmunogiobulina que tiene
especificidad de unidn para un compuesto objetivo endégeno
deseado en un formato adecuado, de manera que la porcién tiene
especificidad de uniéon para el compuesto objetivo endégeno Por
ejemplo, las CDRs pueden injertarse en una estructura o
microandamio de protelna adecuada, tales como un aficuerpo, un
microandamio SpA, un dominio de clase A del receptor LDL o un
dominio EGF Ademéas, el ligando puede ser monovalente (por
ejemplo, un monémero dAb), bivalente (homobivalente,
heterobivalente) o multivalente (homomultivalente,
heteromultivalente) como se describe en la presente De esta

manera "ligandos" incluyen polipéptidos que consisten de dAb,
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incluyen polipéptidos que consisten esencialmente de tal dAD
polipéptidos que comprenden un dAb (o las CDRs de un dAb) en
un formato adecuado, tales como un formato de anticuerpo (por
ejemplo, formato similar a 1gG, scFv, Fab, Fab'’, F(ab');) o una
estructura o microandamio de proteina adecuada, tales como un
aficuerpo, un microandamio SpA, un dominio de clase A del
receptor LDL o un dominio EGF, ligandos especificos duales que
comprenden un dAb que une un primer compuesto objetivo
endégeno y un segundo dAb que une otro compuesto objetivo
endégeno (por ejemplo, albumina de suero), y ligandos
multiespecificos como se describe en la presente La porcidn que
tiene un sitio de uniébn para un compuesto objetivo endégeno
también puede ser un dominio de protelna comprendiendo un sitio
de uni6én para un objetivo deseado, por ejemplo, un domimo de
proteina se selecciona de un aficuerpo, un dominio SpA, un
dominio de clase A del receptor LDL, un dominio EGF, un avimero
(ver, por ejemplo, Publicaciones de Solicitud de Patente de EE UU
Nos 2005/0053973, 2005/0089932, 2005/0164301) Si se desea,
un "ligando” puede comprender ademas una o0 mas porciones
adicionales, que pueden ser cada una independientemente un
péptido, polipéptido o porcién de proteina o una porcidon no
peptidica {(por ejemplo, un glicol de polialquileno, un lipido, un
carbohidrato) Por ejemplo, el ligando puede comprender ademas
una porcién que extiende la vida media como se describe en la

presente (por ejemplo, una porcién de glicol de polialquileno, una

&
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porcidn comprendiendo albumina, un fragmento de albumina o
variante de albumina, una porcién comprendiendo transferrina, un
fragmento de transferrina o variante de transferrina, una porcién
que une albumina, una porcién que une receptor neonatal Fc¢)

Como se utiliza en la presente, el término “"compuesto
objetivo endégeno” se refiere un compuesto soluble que se
produce por un sujeto {(por ejemplo, un mamlifero, un humano) de
interés compuestos objetivo endégenos incluyen, por ejemplo,
agonistas solubles (por ejemplo, citoquinas, factores de
crecimiento, hormonas), receptores solubles (por ejemplo,
receptores de citoquina solubles, tales como TNFR1 soluble,
soluble, TNFR2 soluble, receptor 1L-1 soluble, receptor IL-4
soluble, receptor IL-13 soluble), antagonistas de receptor
endégeno (por ejemplo, antagonista de receptor IL-1 (IL-1ra)),
enzimas, y lo similar

Como se utlliza en la presente, el término "sitio activo® se
refiere al sitio o dominio de un compuesto objetivo endégeno (por
ejempio, proteina) que interactua con {por ejemplo, une) un
compaiiero de unién endégeno de un compuesto objetivo endégeno
(por ejemplo, sitio o dominio de una proteina receptora que hace
contacto con el ligando del receptor, sitio o dominio de una
proteina agonista (por ejemplo, una citoquina) que hace contacto
con el receptor del agonista, el dominio catalitico de una enzima)
Por ejemplo, como se utiliza en la presente, el "sitio activo” de un

compuesto enddgeno soluble tales como una citoquina, factor de
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crecimiento u hormona es el sitio en la citoquina, factor de
crecimiento u hormona que hace contacto con el receptor
endégeno que une |la citoquina, factor de crecimiento u hormona
Como se utiliza en la presente, “biodisponibilidad” se refiere
al grado al cual un compuesto objetivo endégeno o complejo de
ligando-compuesto objetivo enddgeno estd presente u obtiene
acceso a un sitio de accién deseado (por ejemplo, la circulacién
sistémica, el sistema nervioso central, un sitio de accién local (por
ejemplo, un 6érgano particular, un area particular de tejido (por
ejemplo, musculo, piel))) Biodisponibilidad de un compuesto
objetivo endégeno puede incrementarse independientemente de
cualquier cambio en la vida media in vivo del compuesto objetivo
endégeno, o de cualquier cambio en la cantidad del compuesto
objetivo endégeno en un sujeto Por ejemplo, un ligando puede
unir un compuesto objetivo endégeno que tiene actividad benéfica
en la circulacion sistémica pero que se distribuye rapidamente en
los tejidos, y disminuye la velocidad de distribucién en los tejidos
Tal ligando incrementaria la biodisponibilidad del compuesto
objetivo enddgeno en la circulacién sistémica donde la actividad
benéfica del compuesto objetivo endégeno puede tener efecto
terapéutico
Como se utiliza en la presente, "actividad de unién” se
refiere a la capacidad de los compafieros de unién a unirse entre
sl Por ejemplo, la capacidad de un receptor o receptor soluble

para unir su ligando cognado La actividad de unién puede
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expresarse, por ejemplo, como afinidad (K4, Ko=Kapegada/Kencendida) ©
avidez Actividad de unidn puede incrementarse, por ejemplo, al
incrementar {a afinidad (por ejemplo, incrementar la velocidad de
unidn (Kencendida) © disminuir 1a velocidad de disociacion (K,pagads))
o al incrementar avidez Avidez puede incrementarse, por
ejemplo, al incrementar el numero de sitios en los cuales un primer
compafiero de unlén y un segundo compafiero de unién hacen
contacto

Como se utiliza en la presente, |a frase "substancialmente no
inmunogénico” significa anticuerpos de alta afinidad que unen el
ligando, ligando-compuesto objetivo endégeno o© compuesto
objetivo endégeno no se producen con un ligando que se
administra a un sujeto Los anticuerpos de alta afimidad unen el
ligando, complejo ligando-compuesto objetivo endégeno o
compuesto objetivo endégeno con una afinidad de 500 nM o
inferior, o 300 nM o inferior, o 100 nM o inferior, o 10 nM o
inferior, © 1 nM o inferior Los anticuerpos que unen el ligando,
complejo ligando-compuesto objetivo endébgeno o compuesto
objetivo enddgeno y la afinidad de tales anticuerpos pueden
identificarse utilizando cualquier método adecuado  Varios de
tales métodos se conocen bien en la materia Por ejemplo, una
muestra de suero puede obtenerse de un humano a quien un
ligando se ha administrado {por ejemplo, aproximadamente 1
semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas después de la

administracién) y el suero puede probarse por |la presencia de
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anticuerpos que unen ligando, ligando-compuesto objetivo
enddgeno o compuesto objetivo endégeno utilizando, por ejemplo
ELISA u otro ensayo adecuado La aftnidad de anticuerpos puede
determinarse utilizando cualquier método adecuado, tal como por
didlisis de equilibrio 0 por resonancia de plasmén de superficie

La frase "dominio variable sencillo de Inmunoglobulina® se
refiere a una regién variable de anticuerpo (Vu, Vuu, VL) que
especificamente une un antigeno o epltopo independientemente de
otras regiones V o dominios, sin embargo, como el término se
utiiza en la presente, un dominio variable sencilio de
inmunoglobulina puede estar presente en un formato (por ejemplo,
homo- o hetero-multimero) con otras regiones variables o dominios
variables donde las otras regiones o dominios no se requieren
para uniéon de antigeno por el dominio variable de inmunoglobulina
unico (es decir, donde el dominio variable sencillo de
inmunoglobulina une el antigeno independientemente de los
dominios variables adiclonales) "Dominio variable sencillo de
inmunoglobulina” comprende no solamente un polipéptido de
dominio variable sencillo de anticuerpo alslado, sino que también
polipéptidos mas grandes que comprenden uno ©¢ miés monémeros
de una secuencia de polipéptidos de dominio variable sencillo de
anticuerpo Un "anticuerpo de dominio" o "dAb" es el mismo que
un polipéptido de "dominio variable sencillo de inmunoglobulina”
como el término se utiliza en |la presente Un polipéptido de

dominic variable sencillo de inmunoglobulina, como se utiliza en la

P
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presente se refiere a un polipéptido de dominio variable sencillo de
inmunoglobulina de mamifero, preferesntemente humano, pero
también incluye V,4 dAbs de roedor (por ejemplo, como se
describe en WO 00/29004, los contenidos de la cual se incorporan
en la presente para referencia en su totalidad) o camélido dAbs
de camélido son pollpéptidos de dominio variable sencillo de
inmunoglobulina que se derivan de especies incluyendo camelio,
llama, alpaca, camello é&rabe, y guanaco, y comprenden
anticuerpos de cadena pesada naturalmente desprovistos de
cadena ligera Vuy Moléculas Vyy son aproximadamente diez
veces mas pequefias que las moléculas 1gG, vy como polipéptidos
unicos, son muy estables, resistiendo condiclones de temperatura
y pH extremas

"Complementario” Dos dominios de inmunoglobulina son
"complemaentarios" donde pertenecen a familias de estructuras que
forman pares cognados o grupos o se derivan de tales familias y
retienen esta caracteristica Por ejemplo, un dominio V4 y un
dominio V_ de un anticuerpo son complementarios, dos dominios
Vy no son complementarios, y dos dominios V, no son
complementarios Los dominios complementarios pueden
encontrarse en otros miembros de la superfamilia de
inmunoglobulina, tales como los dominios V., y Vs (0 v y §) del
receptor de célula T Dominios que son artificiales, tales como
dominios en base a microandamios de protelna que no unen

epitopos al menos que se planeen para hacer eso, no son

£y
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complementarios Del mismo modo, dos dominios en base a (por
ejemplo) un dominio de Iinmunoglobulina y un dominio de
fibronectina no son complementarios

"Familia de inmunoglobulina®™ Esto se refiere a una familia de
polipéptidos que retienen la caracteristica de doblez de
inmunoglobulina de moléculas de anticuerpo, que contiene dos
hojJas £ vy, usualmente, un enlace de disulfuro conservado
Miembros de |la superfamilia de inmunoglobulina se incluyen en
muchos aspectos de interacciones celulares y no celulares /n vivo,
incluyendo papeles de difusiéon en el sistema inmune (por ejemplo
anticuerpos, moléculas de receptor de célula T y lo similar), la
inclusiébn en adhesidn celular (por ejemplo las moléculas ICAM) y
seflalizacion intracelular (por ejemplo, moléculas receptoras, tal
como el receptor PDGF) La presente invencién es aplicable a
todas las moléculas de superfamilia de inmunoglobulina que posee
dominios de unlén Preferentemente, la presente invencién se
refiere a anticuerpos

"Dominio” Un dominio es una estructura de proteina doblada
que retiene su estructura terciaria independlentemente del resto
de la proteina Generalmente, dominios son responsables de
propiedades funcionales discretas de protelnas, y en muchos
casos pueden agregarse, removerse o transferirse a otras
proteinas sin pérdida de funcion del resto de la proteina y/o del
dominio Por dominio variable de anticuerpo unico se entlende un

dominio de polipéptido doblado comprendiendo secuencias
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caracteristicas de dominios variables de anticuerpo Por lo tanto
incluye dominios variables de anticuerpo completo y dominios
variables modlficados, por ejemplo, en los cuales uno o mas ciclos
se han reemplazado por secuencias que no son caracteristicas de
dominios variable de anticuerpo, o dominios variable de anticuerpo
que se han truncado o comprenden extensiones de terminal N o C,
asi como también fragmentos doblados de dominios variables que
retienen al menos en parte la actividad de unién y especificidad
del dominio de longitud completa

"Repertorio” Una recoleccion de diversas variantes, por
ejemplo, variantes de polipéptido que diflere en su secuencia
primaria Una biblioteca utilizada en la presente invencion
comprendera un repertorio de polipéptidos comprendiendo al
menos 1000 miembros

"Biblioteca” El término biblioteca se refiere a una mezcla de
polipéptidos heterogéneos o acidos nucleicos La biblioteca se
compone de miembros, cada uno de los cuales tiene una
secuencia de &acidos nucleicos o polipéptidos unica Para este
grado, biblioteca es sindnimo de repertorio Las diferencias de
secuencia entre miembros de |la biblioteca son responsables de |la
diversidad presente en la biblioteca La biblioteca puede tomar la
forma de una mezcla simple de polipéptidos o acidos nucleicos, o
puede estar an Ila forma de organismos o células, por ejemplo
bacterias, virus, células vegetales o animales y lo similar,

transformada con una biblioteca de 4acidos nucleicos
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Preferentemente cada organismo o ceélula individual contiene
solamente uno o un numero limitado de miembros de biblioteca
Ventajosamente, los 4cidos nucleicos se incorporan en vectoras de
expresiéon, para permitir |la expresién de los polipéptidos
codificados por los acidos nucleicos En un aspecto preferido, por
lo tanto, una biblioteca puede tomar la forma de una poblacién de
organismos huésped, cada organismo conteniendo una o mas
copias de un vector de expresidon conteniendo un miembro unico
de la biblioteca en forma de acido nucleico que puede expresarse
para producir su miembro de polipéptido correspondiente De esta
manera, la poblacién de organismos huésped tiene el potencial de
codificar un gran repertorio de variantes de polipéptido
genéticamente diversas

"Anticuerpo” Un anticuerpo (por ejemplo IgG, IgM, IgA, IgD o
IgE) o fragmento (tales como un Fab , F(ab'),, Fv, Fv enlazado de
disulfuro, scFv, anticuerpo multiespecifico de conformacién
cerrada, scFv enlazado a disulfuro, diacuerpo) ya sea derivado de
cualquler especie que produce de manera natural un anticuerpo, o
creado por tecnologia de ADN recombinante, ya sea aisld de
suero, células B, hibridomas, transfectomas, levadura o bactaria)

"Ligando especifico dual® Un ligando comprendiendo un
primer dominio variable sencillo de iInmunoglobulina y un segundo
dominio variable sencillo de inmunoglobulina como se define en la
presente, en donde las regiones variables son capaces de unirse a

dos antigenos dlferentes o dos eplitopos en el mismo antigeno que

S|
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no se unen normalmente por una inmunoglobulina monoespecifica
Por ejemplo, los dos eplitopos pueden estar en el mismo hapteno,
pero no el mismo epitopo o sufictentemente adyacente para unirse
por un ligando monoespecifico Los ligandos especificos duales
de acuerdo a la invencién se componen de dominios variables que
tienen diferentes especificidades, y no contienen pares de dominio
variable mutuamente complementarios que tienen la misma
especificidad Ligandos especificos duales y métodos adecuados
para preparar ligandos especificos duales se describen en WO
2004/058821, WO 2004/003018, y WO 03/0026809, las ensefianzas
completas de cada una de estas solicitudes internacionales
publicadas se incorporan en la presente para referencia

"Antigeno” Una molécula que se une por un ligando de
acuerdo a la presente invencion Tipicamente, antigenos se unen
por ligandos de anticuerpo y son capaces de obtener una
respuesta de anticuerpo in vivo Puede ser un polipéptido,
protelna Aacido nucleico u otra molécula Generalmente, los
ligandos especificos duales de acuerdo a la invencidn se
seleccionan para especificidad objetivo contra un antigeno
particular En el caso de anticuerpos convencionales y fragmentos
de los mismos, el sitio de uniéon a anticuerpo definido por los ciclos
variables (L1, L2, L3 y H1, H2, H3) es capaz de unirse al antigeno

"Epltopo"™ Una unidad de estructura convencionalmente unida
por un par Vy/V, de inmunoglobulina Epitopos definen el sitio de

unidon minimo para un anticuerpo, y de esta manera representan el

2
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objetivo de especificidad de un anticuerpo En el caso de un
anticuerpo de dominio unico, un epfitopo representa la unidad de
estructura unida por un dominio variable en aislamiento
"Estructura universal® Una secuencia de estructura de
anticuerpo unica correspondiente a las regiones de un anticuerpo
conservado en secuencia como se define por Kabat ("Sequences
of Proteins of Immunological Interest”, US Department of Health
and Human Services) o correspondiente a la estructura o
repertorio de inmunoglobulina de la linea germinal de humano
como se define por Chothia and Lesk, (1987) J Mol Biol 1988 810-
917 La invencién proporciona el uso de una estructura unica, o
un conjunto de tales estructuras, que se ha encontrado que
permiten la derivacion de virtualmente cualquier especificidad de
unién a través de variacién en las regiones hipervariables solas
"Vida media” El tiempo tomado para la concentraciéon del
suero del ligando para reducirse por 50%, /n vivo, por ejemplo
debido a la degradaclién del ligando y/o despeje o secuestracidon
del ligando por mecanismos naturales Los ligandos e la invencidn
se estabilizan /n vivo y su vida media se incrementa al unirse a
moléculas que resisten |a degradacién y/o despeje o
secuestracién Tlpicamente, tales moléculas son protelnas que
ocurren de manera natural que tienen por ellas mismas una vida
media larga /in vivo La vida media de un ligando se incrementa si
su actividad funcional persiste, /n vivo, por un periodo mas largo

que un ligando similar que no es especifico para la molécula
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incrementando la vida medla De esta manera, un ligando
especifico para HSA y una molécula objetivo se compara con el
mismo ligando en donde la especificidad para HSA no esta
presente, que no une HSA pero une otra molécula Por ejemplo,
puede ser un segundo epitopo en Ila molécula objetivo
Tipicamente, la vida media se incrementa por 10%, 20%, 30%,
40%, 50% o mas Incrementos en el rango de 2x, 3x, 4x, 5x, 10x,
20x, 30x, 40x, 50x o mas de la vida media son posibles
Alternativamente, o ademas, los incrementos en el rango de hasta
30x, 40x, 50x, 80x, 70x, 80x, 90x, 100x, 150x de la vida media son
posibles

“Substancialmente idéntica (0 “substanciaimente homoéloga®)
Una primer secuencia de nucledtidos o aminodcidos que contiene
un numero suficiente de nucleétidos o residuos de aminoacidos
Idénticos o equivalentes {(por ejemplo, con una cadena lateral
similar, por ejemplo, substituclones de aminoacido conservadas) a
una segunda secuencia de nucle6tidos o aminoicidos de manera
que las secuencias de nucledtidos o aminoécidos, primera y
segunda, tienen actividades similares En el caso de anticuerpo,
el segundo anticuerpo tiene la misma especificidad de unién y
tiene al menos 50% de la afinidad de la misma

Como se refiere en la presente, el término
‘aproximadamente® se Interpreta preferentemente por significar
méas o menos 20%, mas preferantemente mas o menos 10%, aun

mas preferentemente mas o menos 5%, aun mas preferentemente



10

15

20

25

23

méas o menos 2%, mas preferentemente méas o menos 1%

Como se utlliza en |a presente, los términos “baja
soeveridad”, "severidad media®, "alta severidad®, o "condiciones de
muy alta severidad” describen condiciones para hibridizacidon de
acido nucleico y enjuague Gupia para realizar reacciones de
hibridizacién pueden encontrarse en Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY (1988), 6 3 1-6 3 6,
que se incorpora en la presente para referencia en su totalidad
Los métodos acuosos y no acuosos se describen en esa referencia
y cualquiera puede utilizarse Las condiciones de hibridizacién
especificas referidas en l|a presente son como sigue (1)
condiciones de hibridizacion de baja severidad en 6X cloruro de
sodio/citrato de sodio (SSC) a aproximadamente 45°C, seguido por
dos enjuagues en 02X SSC, 0 1% SDS al menos a 50°C (la
temperatura de los enjuagues puede incrementarse a 55°C para
condiciones de baja severidad, (2) condiciones de hibridizacién de
severidad media en BX SSC a aproximadamente 45°C, seguido por
uno o0 mas enjuagues en 02X SSC, 01% SDS a 60°‘C, (3)
condiciones de hibndizacién de alta severidad en 6X SSC a
aproximadamente 45°C, seguido por uno 0 mas enjuagues 0 2X
SSC, 0 1% SDS a 65°C, y preferentemente (4) condiciones de
hibridizacién de muy alta severidad son 0 5§M fosfato de sodio, 7%
SDS a 65°C, seguido por uno o0 mas enjuagues a 0 2X SSC, 1%
SDS a 65°C Condiciones de muy alta severidad (4) son las

condiciones preferidas y las que deben utilizarse al menos que se
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especifique de otra manera

Como se refiere en la presente, el término "compite” significa
que la unidén de un primer epitopo a su dominio de unién de
epitopo cognado se inhibe cuando un segundo epltopo se une a su
dominto de unién de eplitopo cognado Por ejemplo, |a unién
puede inhibirse estéricamente, por ejemplo por bloqueo fisico de
un dominio de unién o por alteracién de la estructura o ambiente
de un dominio de unién de manera que su afinidad o avidez para
un epitopo se reduce

Secuencias simillares u homélogas (por ejemplo, al menos
aproximadamente 70% de identidad de secuencia) a las
secuencias descritas en la presente también son parte de la
invencléon En algunas modalidades, la identidad de secuencia al
nivel de aminoacido puede ser aproximadamente 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas alta Al
nivel de #acido nucleico, la identidad de secuencia puede ser
aproximadamente 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 81%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas alta Alternativamente, la
identidad substancial existe cuando los segmentos de acido
nucleico se hibridizardan bajo condiciones de hibridizacién
selectivas (por ejemplo, condiciones de hibridizacién de muy baja
severidad), al complemento del filamento Los &cidos nucleicos
pueden estar presentes en células completas, en un lisato de
célula, o en una forma parcialmente purificada o substanciaimente

pura
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Los calculos de “homologla® o “identidad de secuencia®” o
*similitud® entre dos secuencias (los términos se utilizan de
manera intercambiable en la presente) se realizan como sigue
Las secuenclas se alinean para propdsitos de comparacién
6ptimos (por ejemplo, espacios pueden introducirse en una o
ambas de una primer y una segunda secuencia de acidos nucleicos
o aminoacidos para alineacién 6ptima y secuencias no homélogas
pueden descartarse para propdsitos de comparacién) En una
modalidad preferida, la longitud de una secuencia de referencia
alineada para propdsitos de comparacion es al menos 30%,
preferentemente al menos 40%, mas preferentemente al menos
50%, aun mas preferentemente al menos 60%, y aun mas
preferentemente al menos 70%, 80%, 90%, 100% de la longitud de
la secuencia de referencia Los nucledtidos o residuos de
aminoacildo en posiciones de nucledtido o posiciones de
aminoacido correspondientes se comparan entonces Cuando una
posicidn en la primer secuencia se ocupa por el mismo nucledtido
o residuo de aminoacido como la posicidn correspondiente en la
segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa
posiclén (como se utiliza en la presente “*homologla® de acido
nucleico o aminodcido es equivalente a “identidad” de Aacido
nucleico 0 aminoacido) EIl por clento de identidad entre las dos
secuencias es una funclén del numero de posiciones idénticas
compartidas por las secuencias, tomando en cuenta el numero de

espacios, y la longitud de cada espacio, que necesitan introducirse
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para alineacion éptima de las dos secuencias

Las alineaciones de la secuencla de nucledtidos vy
aminocacidos y homologla, similitud o dentidad, como se define en
la presente se preparan prefarentemente y determinan utilizando
las secuencias de algoritmo BLAST 2, utihzando parametros de
falla (Tatusova, T A et al, FEMS Microbiol Lett, 174 187-188
(1999)) Alternativamente, ventajosamente, el algoritmo BLAST
(versibn 2 0) se emplea para alineacién de secuencia, con
parametros establecidos a valores de falla EIl algoritmo BLAST se
describe en detalle en el sitio web ("www") del Centro Nacional
para Informacidn de Biotecnologfa (" ncbi”") de los Institutos
Nacionales de Salud ("nih") del Gobierno de EE UU (" gov"), en el
directorio "/Blast/", en el archivo "blast_help html" Los
parametros de busqueda se deéfinen como sigue, y se establecen
ventajosamente a los parametros de falla definidos

BLAST (Herramlenta de Busqueda de Alineaciéon Local
Béasica) es el algoritmo de busqueda heuristico empleado por los
programas blastp, blastn, blastx, tblastn, y tblastx, estos
programas adscriben significado a sus descubrimientos utilizando
los métodos estadisticos de Karlin and Altschul, 1990, Proc Natl
Acad Sci USA 87(6) 2264-8 (ver el archivo "blast_help html®,
como se describe arriba) con unas pocas mejoras Los programas
BLAST se adecuan para busqueda de similitud de secuencia, por
ejemplo, para identificar homélogos con una secuencia de

consulta Los programas generalmente no son utiles para
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busqueda de motivo-estilo Para una discustén de los campos
basicos en busqueda de similitud de bases de datos de
secuencias, ver Altschul et al (1994)

Los cinco programas BLAST disponibles en el sitio web del
Centro Nacional para Informacién de Biotecnologla eralizan las
siguientes tareas

"blastp” compara una secuencia de consulta de aminoacidos
contra una base de datos de secuencias de protelnas,

*blastn® compara una secuencia de consulta de nucleétidos
contra una base de datos de secuencias de nucledtidos,

"blastx" compara los productos de traslacidbn conceptual de
seis estructuras de una secuencia de consulta de nucleétidos
(ambos filamentos) contra una base de datos de secuencias de
proteinas,

"tblastn” compara una secuencia de consulta de proteinas
contra una base de datos de secuencias de nuclebdtidos
dinamicamente trasladada en todas las seis estructuras de lectura
{(ambos fillamentos)

"tblastx” compara las traslaciones de seis estructuras de una
secuencia de consulta de nucledtidos contra |las traslaciones de
sels estructuras de una base de datos de secuencias de
nucledtidos

BLAST utiliza los siguientes parametros de busqueda

HISTOGRAMA Despliega un histograma de puntuaciones

para cada busqueda, falla es si (Ver parametro H en el Manual

59
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BLAST)

DESCRIPCIONES Restringe el numero de descripciones
cortas de secuencias de acoplamiento reportadas para el numero
especificado, limite de falla es 100 descripciones (Ver parametro
V en la pagina del manual) Ver también ESPERA y CORTE

ALINEACIONES Restringe las secuencias de las bases de
datos al numero especificado para el cual los pares de segmento
de alta puntuacién (HSPs) se reportan, el limite de falla es 50 Si
méas secuencias de bases de datos que este pasan para satisfacer
el umbral de significado estadlistico para reportar (ver ESPERA y
CORTE abajo), solamente los acoplamientos que adscriben el
mayor significado estadistico se reportan (Ver parametro B en el
Manual BLAST)

ESPERA El umbral de significado estadlstico para reportar
acoplamientos contra secuencias de bases de datos, el valor de
falla es 10, de manera que 10 acoplamientos se esperan encontrar
meramente por suerte, de acuerdo al modelo estocastico de Karlin
and Altschul (1990) $Si el significado estadistico adscrito a un
acoplamiento es mayor que ol umbral de ESPERA, el acoplamiento
no se reportaréa Los umbrales de ESPERA bajos son mas
severos, conduciendo a pocos acoplamientos por suerte
reportandose Los valores de fraccidon son aceptables (Ver
parametro E en el Manual BLAST)

CORTE puntuacién de Corte para reportar pares de

segmento de alta puntuacién EI valor de falla se calcula del valor
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ESPERA (ver arriba) HSPs se reporta para una secuencia de
base de datos solamente si el significado estadistico adscrito a
ellos es al menos tan alto como serla adscrito a HSP solo teniendo
una puntuacién igual al valor de CORTE Los valores de CORTE
altos son mas severos, conduclendo a pocos acoplamientos por
suerte reportdndose (Ver parametro S en el Manual BLAST)
Tipicamente, los umbrales de significado pueden manejarse de
manera mas intultiva utiizando ESPERA

MATRIZ Especificar una matriz de puntuacién alterna para
BLASTP, BLASTX, TBLASTN y TBLASTX La matriz de falla es
BLOSUM®62 (Henikoff & Henikoff, 1992, Proc Natl Acad Sci USA
89(22) 10915-9) Las elecciones alternativas validas incluyen
PAM40, PAM120, PAM250 e IDENTIDAD Ninguna matriz de
puntuacién alterna estd disponible para BLASTN, especificar la
MATRIZ directiva en solicitudes BLASTN regresa una respuesta de
error

FILAMENTO Restringir una busqueda TBLASTN a solo el
filamento superior o inferior de las secuencias de bases de datos
o restringir una busqueda BLASTN, BLASTX o TBLASTX a solo las
estructuras de lectura en el filamento superlor o inferior de la
secuencia de consulta

FILTRO Ocultar sagmentos de la secuencia de consulta que
tienen baja complejidad de composicién, como se determina por el
programa SEG de Wootion & Federhen (1983) Computers and

Chemistry 17 148-163, o segmentos consistiendo de repeticionas
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internas de corta periodicidad, como se determina por el programa
XNU de Claverie & States, 1993, Computers and Chemistry
17 191-201, o, para BLASTN, por el programa DUST de Tatusov
and Lipman (ver el sitio web de NCBI) La filtracién puede eliminar
reportes estadlisticamente significativos pero biolégicamente no
interesantes de la salida blast (por ejemplo, golpes contra
regiones comunes acidas, basicas o ricas en prolina), conduciendo
a las regiones mas biolégicamente interesantes de la secuencia de
consulta disponible para acoplamiento especifico contra
secuencias de bases de datos

Secuencia de baja complejidad encontrada por un programa
de filtro se sustituye utilizando la letra “N® en secuencia de
nucleétidos (por ejJemplo, “N° repetida 13 veces) y la letra “X" en
secuencias de protelnas (por ejemplo, “X" repetida 9 veces)

La filtracién solamente se aplica a la secuencia de consulta
(o sus productos de trasiacién), ninguna secuencia de bases de
datos La filtraciébn de falla es DUST para BLASTN, SEG para
otros programas

No es inusual que todos se oculten por SEG, XNU, o ambos,
cuando se aplican a secuencias en SWISS-PROT, de manera que
la filtracion no debe esperarse que siempre produzca un efecto
Ademéas, en algunos casos, las secuencias se ocultan en su
totalidad, indicando que el significado estadistico de cualquier
acoplamiento reportado contra |la secuencia de consulta sin filtrar

debe esperarse Causas NCBI-gi identificadores NCBI gi se

bl
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muestran en la salida, ademéas del acceso y/o numero de lugar
Mas preferentemente, las comparaciones de secuéencias Se
conducen utilizando el algoritmo de busqueda BLAST simple
proporcionado en el sitio web NCBI descrito arriba, en el directorio
"/IBLAST"

Al menos que se defina de otra manera, todos los términos
técnicos y cientiflcos utllizados en la presente tienen el mismo
significado como se entiende comunmente por alguien de
expearlencia ordinaria en la materia (por ejemplo, en cultivo celular
genéticas moleculares, quimica de acido nucleico, técnicas de
hibridizacién y bioquimica) Las técnicas estandar se utilizan para
métodos moleculares, genéticos y bioquimicos {ver generalmente,
Sambrook et al, Molecular Cloning A Laboratory Manual, 2d ed
(1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N Y y Ausubel et al, Short Protocols in Molecular Biology (1989)
4" Ed, John Wiley & Sons, Inc que se incorpora en la presente
para referencia) y métodos quimicos

La Invencion se refiere a ligandos que comprenden una
porcidn de unién que tiene especificidad de unlén para un
compuesto objetivo enddégeno deseado, a tales ligandos para uso
en terapia y al uso de tales ligandos para la fabricacién de un
medicamento y a métodos terapéuticos que comprenden
administrar tales ligandos

Se ha descubierto que los agentes que unen compuestos

objetivo enddégenos solubles pero no alteran substancialmente la
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actividad de tales compuestos, tales como anticuerpos vy
fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, fragmento Fab, fragmento
Fab', fragmento F(ab'),, fragmento Fv (por ejemplo, scFv, Fv unido
a disulfuro), dAb, diacuerpo), pueden utilizarse para alterar ciertas
propiedades del compuesto objetivo enddgeno, y asi hacer el
compuesto objetivo endégeno méas efectivo para tratar, suprimir o
mitigar una enfermedad, o para propésitos de diagnéstico De
acuerdo con lo anterior, la Invenciéon se refiere a ligandos, como
se describe en la presente, que unen un compuesto objetivo
enddgeno soluble pero no inhibe substancialmente la actividad del
compuesto objetivo enddgeno (por ejemplo, no unen el sitio activo
del compuesto objetlvo endégeno), pero que son utiles para alterar
ciertas propiedades de los compuestos objetivo endégenos Por
ejemplo, un ligando que comprende una porclén de unién que tiene
especificidad de unién para un compuesto objetivo endoégeno
deseado puede wunir el compuesto objetivo endédgeno,
incrementando asl el tamafio hidrodinamio del compuesto objetivo
endégeno e incrementando la vida medla en suero del compuesto
objetivo endégeno Benéficamente, el compuesto objetivo
endégeno retiene su actividad biolégica cuando se une por el
ligando (por ejemplo, es activo en un complejo consistiendo de
ligando y compuesto objetivo endégeno), y puede producir efectos
benéficos para propdsitos terapéuticos y/o de diagnéstico

E! lLhgando, como se describe en la presente, puede

incrementar la vida media en suero de un compuesto objetivo
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enddgeno al, por ejemplo, reducir 1a velocidad de despeje del
compuesto objetivo endégeno En tal situacion, la cantidad de
compuesto objetivo endégeno en un sujeto (por ejemplo, en la
circulacién sistédmica) puede aumentar a una cantidad que es
mayor que la cantidad normalmente presente en un sujeto, y la
cantidad incrementada de ligando objetivo enddégeno puede
producir efectos terapéuticos benéficos que no se producen por
cantidades inferiores o normales de compuesto objetivo endégeno

Un ligando que comprende una porcioén de unién que tiene
especificidad de unidn para un compuesto objetivo endbdgeno
deseado puede unir el compuesto objetivo endégeno e Incrementar
la bilodisponibllidad del compuesto objetivo endégeno
independiente de cualquier cambio en la vida media In vivo del
compuesto objetivo endégeno, o de cualquier cambio en la
cantidad del compuesto objetivo endégeno en un sujeto Por
ejemplo, un ligando puede unir un compuesto objetivo endégeno
que tiene actividad benéfica en la circulacién sistémica pero se
distribuye rapidamente en los tejidos o despeja (por ejemplo, un
esteroilde u hormona de péptido), y disminuye la velocidad de
distribucidén o despeje Tal ligando puede incrementar Ila
biodisponibilidad del compuesto objetivo endégeno en Ia
circulacion sistémica donde la actividad del compuesto objetivo
endégeno puede tener un efecto benéfico (por ejemplo,
terapéutico)

Un ligando que comprende una porcion de unidén que tiene
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especificidad de unidn para un compuesto objetivo endégeno
deseado puede unir el compuesto objetivo endégeno e incrementar
la actividad (por ejJemplo, actividad de unidén) del compuesto
objetivo endégeno Por ejemplo, un ligando puede unir un
compuesto objetivo endégeno tales como un agonista endégeno
(por ejemplo, una cltoquina) o un receptor de citoquina soluble y
mejorar |a actividad de unién del compuesto objetivo endégeno al
incrementar la afinidad y/o avidez del compuestio objetivo
endégeno para su compafero de union endégeno Por ejempio, un
ligando que comprende dos o mas porciones que tienen sitios de
unién con especificldad de unién para una citoquina deseada
puede unir dos 0o mas moléculas de citoquina individuales
produciendo asl un dimero de citoquina, trimero, oligomero o
multimero Tal un dimero, trimero, oligémero o multimero tendra
una actividad de unién mejorada hacia, por ejemplo, una célula
que expresa el receptor para la citoquina debido a avidez mas
alta De manera similar, |la actividad de unién de receptores
solubles (por ejemplo, TNFR1 soluble) puede incrementarse por un
ligando que comprende dos o mas sitios de unién para TNFR1
soluble Tal un ligando puede, por ejemplo, unir dos cadenas de
TNFR1 solubles formando un dimero de TNFR1 soluble que unira
TNF trimérico con avidez méas alta que una cadena de TNFR1
unica

Los ligandos descritos en la presente pueden administrarse

sistdmicamente, por ejemplo, para unir ligandos objetivo
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endégenos en la circulacién sistémica y producir efectos benéficos
en la circulacion sistémica Adicionalmente, los ligandos pueden
administrarse localmente (por ejemplo, por inyeccién subcutanea,
inyecciébn intramuscular, inyeccidn intrarticular, inyeccidn
intradérmica, inhalacién, y lo similar) y mejorar asl |Ila
blodisponiblildad iocal de un compuesto objetlvo endégeno o para
incrementar la cantidad de compuesto objetivo enddégeno al sitio
donde el ligando se administra localmente Por ejemplo, una
formulacién de depésito de un ligando puede administrarse
localmente por inyeccién subcutanea, y el hgando administrado
puede reclutar ligando objetivo endégeno al sitlo del depoésito y
unir el ligando objetivo endbégeno para mejorar biodisponibilidad
local o para producir una cantidad localmente alta de ligando
objetivo endégeno Tal planteamiento es ventajoso, por ejemplo,
para promovaer la curaciéon de la herida, o para inhibir reacciones
inflamatorias locales (por ejemplo, en la piel, en el pulmén, en una
articuiacion)

La invenclén proporciona varias ventajas sobre agentes
terapéuticos convencionales y planteamientos Por ejemplo, los
ligandos descritos en la presente son generalmente polipéptidos
pequeflos que pueden producirse de manera econémica y en
grandes cantidades utilizando sistemas de expresién de levadura o
bacteriales, en lugar de sistemas de expresién de mamifero mas
costosos que producen producciones inferiores Ademas, los

ligandos descritos en la presente se administran para aprovechar y
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explotar las actividades benéficas de los compuestos (por ejemplo,
proteinas) que son enddgenos al paciente, y generaimente el
ligando se compone de dominios de proteina (por ejemplo, dAb)
que son del mismo origen como el paciente (por ejemplo, origen
humano) y por lo tanto son substanciaimente no inmunogénicos
Ventajosamente, esto reduce significativamente o elimina el riesgo
de que el pacliente producird anticuerpos neutralizantes de alta
afinidad contra el ligando, complejo ligando-compuesto objetivo
endégeno o compuesto objetivo endégeno Esto es una ventaja
distinta sobre planteamientos terapéuticos que comprenden
administrar compuestos ex6genos, o aun protelnas endbgenas
recombinantemente producidas, que inducen frecuentemente la
produccidn de anticuerpos de alta afinidad en el paciente que
pueden restringir o eliminar la eficacia del agente terapéutico
Ligandos que Unen un Compuesto Objetivo Enddégeno

La Iinvencidén se refiere a ligandos que comprenden una
porcién (por ejemplo, dAb) que tiene un sitio de unién con
especificidad de unién para un compuesto objetivo enddégeno pero
no Iinhibe substanciaimente |a actividad de dicho compuesto
objetivo endégeno Preferentemente, el ligando no se une al sitio
activo de un compuesto objetivo endégeno

Los ligandos descritos en la presente no inhiben
substancialmente la actividad de los compuestos objetivo
endégenos a los cuales se unen, y el compuesto objetivo

endégeno permanece activo cuando se une por el ligando Por
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ejemplo, un receptor soluble se une por un ligando de la invencién,
y el receptor soluble en el complejo receptor-ligando resultante
puede unir el ligando enddégeno del receptor soluble En otro
ejemplo, una enzima se une por un ligando de la invencién, y la
enzima en el complejo enzima-ligando resultante puede unir
substrato y catalizar la reaccién enzimética

Generaimente, el ligando inhibe la actividad del compuesto
objetivo endégeno al cual se une por no mas de aproximadamente
10%., no més de aproximadamente 8%, no mas de
aproximadamente 8%, no mas de aproximadamente 7%, no méas de
aproximadamente 6%, no mas de aproximadamente 5%, no méas de
aproximadamente 4%, no mas de aproximadamente 3%, no mas de
aproximadamente 2%, no mas de aproximadamente 1%, o no tiene
substancialmente efecto inhibidor en la actividad del compuesto
objetivo endégeno En algunos ejemplos, un ligando que no inhibe
substancialmente la actividad de un compuesio objetivo endégeno
al cual se une, inhibe esa actividad de dicho compuesto objetivo
endégeno con una concentracién inhibidora alta 50 (1C50), tal
como una [C50 de al menos 1 nanomolar, al menos 10
nanomolares, al menos 100 nanomolares, al menos 1 micromolar,
o al menos 10 micromolares

La habiidad de un hgando para inhibir ia actividad del
compuesto objetivo endégeno puede valorarse utilizando cuaiquier
ensayo /n vitro o in vivo Muchos ensayos adecuados se conocen

bien en la materia y utilizan de manera rutinaria para valorar la
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actividad inhibidora de los compuestos Por ejemplo, ia habllidad
de ligandos que comprenden una porcién que tiene un sitio de
unibn para TNFR1 para inhibir la actividad o TNFR1 puede
valorarse utilizando modelos de choque de endotoxina /n vivo o
necrosis de piel inducida por TNF (ver, Sheehan et a/, J Exp
Med , 181 607-611 (1995)). y/o el ensayo de unién del receptor in
vitro, ensayo de citotoxicidad L9829, ensayo IL-B HelLa, o ensayo de
liberacion IL-8 MRC-5 descrito en la presente Otros ensayos
adecuados para valorar si un ligando inhibe la actividad de un
compuesto objetivo endégeno deseado, tales como aquellos
descritos en |la presente, se conocen bien en la materia

Los ligandos per se generalmente no tienen actividad
terapéutica substancial pero se utilizan para aprovechar y explotar
la actividad de compuestos objetivo enddgenos para propdsitos de
diagndstico y terapéuticos En algunas modalidades, los ligandos
no tienen actividad substancial en un ensayo /n vitro adecuado
para |la actividad de un compuesto objetivo endégeno Por
ejemplo, un ligando que une un compuesto objetivo endégeno e
incrementa la vida media del compuesto objetivo endoégeno
generalmente no alterara la actividad de un compuesto objetivo
endégeno en el ensayo en comparaciéon con la actividad del
compuesto objetivo enddbgeno en el mismo ensayo pero Ssin
ligando

Ligandos (por ejemplo, dAbs) que une un compuesto objetivo

endégeno deseado, tales como una proteina receptora, un
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agonista soluble (por ejemplo, una citoquina), 0 una enzima, pero
no unen el sitio activo del compuesto objetivo endégeno pueden
identificarse utilizando cualquier método adecuado Por ejemplo,
ltgandos individuales, o porciones que tienen un sitio de unidn
para un compuesto objetivo endégeno o colecciones de tales
porciones (por ejemplo, una biblioteca o repertorio) pueden
selecclonarse en un ensayoc de competicién adecuado en el cual Ia
unién de un compafiero de unién endégeno {por ejemplo, ligando
natural, substrato, cofactor) al compuesto objetivo endégeno se
valora en la presencia del ligando o porciébn (o coleccién de
ligandos o porciones) seleccionandose Ninguna reduccidn
substancial (por ejemplo, inhibicidn) en unién del compafiero de
unién endégeno al compuesto objetivo endégeno en relacién a un
control adecuado indica que el ligando o porcidén seleccionandose
no une el sitio activo del compuesto objetivo endégeno

Muchos ensayos adecuados para seleccionar ligandos vy
porciones que comprenden un sitio de uniébn para un compuesto
abjetivo enddgeno, tales como enzimas, receptores (por ejemplo,
receptores de citoquina, receptores de factor de crecimiento), y
agonistas solubles (por ejemplo, citoquinas quimoquinas, factores
de crecimlento, hormonas) se conocen bien en l|a materia
Adicionalmente, los ensayos de competicién se utilizan de manera
rutinaria para seleccionar colecciones de compuestos que
contienen 10° a 10° o mas miembros De esta manera, tal

actividad de seleccidon esta dentro de la experiencia ordinaria en la
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materia y no se considera problematica o indebida por aquellos en
la materia Por ejemplo, los dominios variables descritos en WO
03002609, WO 2004101790, WO 2005035572, WO 2004081028,
WO 2004003019, WO 2004058821, WO 9404878, WO 9749805,
WO 9923221, WO 9937681, WO 0024884, WO 0043507, WO
0065067, WO 0140310, WO 03035694, WO 03053531, WO
03054015, WO 0305527, WO 2004015425, WO 2004041862, WO
2004041883, WO 2004041865, WO 2004062551, WO 2005044858
y EP1134231 pueden seleccionarse por la habilidad para unir un
compuesto objetivo endégeno deseado sin unién al sitio activo en
un ensayo de competiciobn adecuado La descripcién de los
dominios variables, sus secuencias y métodos de produccién y
seleccion en los documentos anteriores se incorporan de manera
explicita para referencia en la presente para proporcionar la
direcclon experta con ejemplos de porciones que tienen un sitio de
unidbn para un compuesto objetivo endégeno para uso en la
invencion

Los ligandos pueden incrementar |la vida medla de los
objetivos a los cuales se unen, incrementar la cantidad de
objetivos endoégenos a los cuales se unen en un sujeto (por
ejemplo, la cantidad sistémica, la cantidad en un sitio o ubicacidn
deseada), y/o incrementar la blodisponibilidad de los objetivos
enddégenos a los cuales se unen

Un ligando puede incrementar la vida media de un

compuesto objetivo endégeno al cual se une al, por ejempio, unir
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el compuesto objetivo endégeno e Iincrementar asl el tamafio
hidrodindmico del compuesto objetivo endégeno, al unir y
estabilizar el compuesto objetivo endégeno, o al unir y disminuir la
velocidad de despeje 0 metabolismo del compuesto objetivo
enddégeno Generalmente, el ligando incrementara la vida media
del compuesto objetivo endégeno al cual se une por un factor de al
menos aproximadamente 1 5, al menos aproximadamente 2, al
menos aproximadamente 3, al menos aproximadamente 4, al
menos aproximadamente 5, al menos aproximadamente 6, al
menos aproximadamente 7, al menos aproximadamente 8, al
menos aproximadamente 9, 0 al menos aproximadamente 10, en
relacién a la vida media del compuesto objetivo enddégeno en la
ausencia de ligando Por ejemplo, un compuesto objetivo
endégeno puede tener una vida media de aproximadamente 1
hora, y después de la administracién de un ligando que comprende
una porcién con un sitio de unién que une dicho compuesto
objetivo endégeno, la vida media del compuesto objetivo endégeno
puede Incrementarse a aproximadamente 15 horas, a
aproximadamente 10 horas, o méas tiempo

El nivel o cantidad de compuesto objetivo endégeno puede
aumentar después de la administracibn de un ligando, como se
describe en la presente, debido al efecto que incrementa la vida
media de los ligandos Por ejemplo, el nivel o cantidad de ligando
objetivo endogeno (por ejemplo, en suero) 1 hora, o 2 horas, o 3

horas, o 4 horas, o 5 horas, o 6 horas, o 7 horas, 0 8 horas, 0 9

3



10

15

20

25

42

horas, o0 10 horas, u 11 horas, 0 12 horas, o 1 dia después de la
administraciéon de un ligando de la invencidn puede incrementarse
por un factor de al menos aproximadamente 15, al menos
aproximadamente 2, al menos aproximadamente 3, al menos
aproximadamente 4, al menos aproximadamente 5§, al menos
aproximadamente 10, al menos aproximadamente 50, al menos
aproximadamente 100, al menos aproximadamente 500, al menos
aproximadamente 1,000, al menos aproximadamente 5,000, al
menos aproximadamente 10,000, al menos aproximadamente
50,000, o al menos aproximadamente 100,000 EIl incremento de
los niveles o cantidades de un compuesto objetivo enddégeno
pueden detectarse faciilmente utiizando cualquier método
adecuado Por ejemplo, una muestra adecuada (por ejemplo,
suero) puede obtenerse antes de la administracion del ligando y en
uno o mas puntos de tlempo después de la adminmistracién, y el
nivel o cantidad de compuesto objetivo endégeno en las muestras
puede determinarse utilizando cualquier método adecuado La
muestra puede ser, por ejemplo, una muestra de sangre, suero,
fluido cerebroespinal, fluldo sinovial, lavado broncoalveolar,
enema o una biopsia En algunas modalidades, la cantidad o nivel
de ligando en tal una muestra se Iincrementa, en relacién a la
cantidad o nivel antes de que el ligando se administre

Los ligandos pueden Incrementar la biodisponibilidad de un
compuesto objetivo enddégeno La biodisponibilidad puede

incrementarse sistémicamente, o en un sitio de accién deseado
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(por ejemplo, en un sitio donde el ligando se administra
localmente) Por ejemplo, un ligando puede unir un compuesto
objetivo endégeno que tiene actividad benéflca en la circulacidn
sistdmica pero se distribuye rapidamente en los tejidos o se
despeja (por ejemplo, un esteroide u hormona de péptido), vy
disminuye la velocidad de distribucién o despeje Tal ligando
puede incrementar bilodisponibilidad del compuesto objetivo
endégeno en la circulacién sistdmica donde la actividad del
compuesto objetivo endégeno puede tener un efecto benéfico (por
ejemplo, terapéutico) Un uigando puede Incrementar la
biodisponibilidad de un compuesto objetivo endégeno en un sitio
deseado al reclutar el compuesto objetivo endbégeno a ese sitio
Por ejemplo, un ligando comprendiendo un sitio de unién para un
compuesto objetivo endégeno deseado puede administrarse
localmente a un paciente (por ejemplo, como una formulacién de
depoésito) El ligando localmente administrado puede unir el
compuesto objetivo endégeno deseado, y reclutar compuesto
objetivo enddgeno adiclonal al sitio De esta manera, un nivel o
cantidad incrementada de compuesto objetivo enddégeno puede
estar presente en el sitio para producir efectos benéficos Por
ejemplo, en una modalidad, el ligando comprende una porcién con
un sitio de unién para isoforma de TGF beta 3 Tal un ligando
puede administrarse localmente para unir Isoforma de TGF beta 3
y reclutar la i1soforma de TGF beta 3 al sitio de administracién

local, y de esta manera promover la curaclon de la herida

S
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Ligandos similares que comprenden una porcidén con un sitio
de uniéon para un objetivo de superficie celular deseado pueden
prepararse utilizando los métodos descritos en la presente y se
utiizan, por ejemplo, para reclutar un tipo celular deseado a un
sitio deseado (por ejemplo, un sitio de lesién, sitio de inflamacién)

Generalmente, el ligando incrementarad la blodisponibilidad
{(por ejemplo, en la circulacién sistémica, en un sitio deseado de
accléon) del compuesto objetivo endbébgeno al cual se une por un
factor de al menos aproximadamente 15, al menos
aproximadamente 2, al menos aproximadamente 3, al menos
aproximadamente 4, al menos aproximadamente 5, al menos
aproximadamente 6, al menos aproximadamente 7, al menos
aproximadamente 8, al menos aproximadamente 8, o al menos
aproxtmadamente 10, en relacibn a l|a biodisponibilidad del
compuesto objetivo enddgeno en la ausencia de ligando Por
ejemplo cuando el ligando incrementa la biodisponibilidad en la
circulacidn sistémica, una curva de tiempo de concentracién para
el ligando endbgeno iniciando en el tiempo de administraciéon del
ligando puede prepararse, y compararse con los niveles sistémicos
normales del ligando objetivo enddégeno para determinar el grado
de incremento en biodisponibilidad sistémica

Los ligandos pueden incrementar la actividad (por ejemplo,
actividad de unidn) de los objetivos enddgenos a los cuales se
unen Por ejemplo, un ligando puede unir un compuesto objetivo

endégeno tal como un agonista endégeno (por ejemplo, una
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citoquina) o un receptor de citoquina soluble y mejorar la actividad
de unién del compuesto objetivo enddgeno al incrementar la
afinidad y/o avidez del compuesto objetivo endbégeno para su
compafiero de unién endégeno Ligandos que comprenden dos ©
mas porciones que tienen sitios de unién con especificidad de
unidén para un compuesto objetivo endégeno deseado pueden unir
dos 0 mas moléculas de compuesto objetivo endégeno individuales
produciendo asl un dimero, trimero, oligbmero o multimero de
compuéesto objetivo endégeno Tal un dimero, trimero, oligbmero o
multimero tendran actividad de unién mejorada hacia, por ejemplo,
una célula que expresa el compafiero de unién natural para el
compuesto objetlvo endégeno debido a avidez mas alta
Generalmente, tal un ligando puede mejorar la actividad de union
del compuesto objetivo endégeno Por ejemplo, la intensidad de
unién (por ejemplo, afinidad o avidez) de un dimero, trimero,
oligbmero o multimero de compuesto objetivo enddgeno para su
compafiero de unién puede ser al menos aproximadamente 10, al
menos aproximadamente 100 al menos aproximadamente 1000 o
al menos aproximadamente 10,000 veces mas fuerte que |a
Intensidad de unién del compuesto objetivo endégeno como un
monémero (es decir, no en un complejo con un ligando de la
invencién)

En un ejemplo, el ligando comprende dos o mas porciones
que tlenen sitios de unién con especificidad de unién para un

agonista endégeno deseado (por ejemplo, una citoquina, un factor
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de crecimiento) y une dos 0 mas moléculas agonistas enddgenas
produciendo asli un dimero, trimero, oligdmero o muiltimero de
agonista endégeno Tal un dimero, trimero, oligomero o multimero
tendra actividad de unién mejorada hacia, por ejemplo, una célula
que expresa el receptor para el agonista endbégeno debido a
avidez mas alta, y puede tener eficacia terapéutica mejorada De
manera similar, la actividad de unién de un receptor soluble {por
ejemplo, TNFR1 soluble) puede incrementarse por un ligando que
comprende dos o mas sitios de unién para el receptor soluble Tal
un ligando puede, por ejemplo, unir dos cadenas de receptor
soluble formando un dimero de receptor soluble que unirad el
ligando endégeno del receptor con avidez mas alta que una
cadena de receptor unica

En una modalldad especifica, el ligando comprende dos o
mas porciones (dAbs) que tienen especificidad de unibn para
TNFR1 solubie pero no une el sitlo activo (el sitio activo de TNFR1
soluble se contiene dentro de Dominios 2 y 3) Tal un ligando
puede unir dos o méas cadenas de TNFR1 soluble para formar un
dimero, trimero, oligbmero o mulitimero de TNFR1 soluble, que
tiene actividad de unién mejorada hacia su ligando trimérico TNF,
debido a avidez Incrementada  También debe apreciarse que la
vida media de tal dimero, trimero, oligbmero o0 multimero de
TNFR1 soluble, que tiene un tamafio hidrodinamico mas grande
que una cadena de TNFR1 soluble unico, también puede

extenderse en relacidn a un TNFR1 unico Como un resultad, tal
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un ligando puede mejorar la actividad de unién a TNF de TNFR1
soluble y mejorar su eficacia terapéutica Por ejemplo, tal un
ligando puede mejorar la eficacia de TNFR1 soluble por un factor
de al menos aproximadamente 10, al menos aproximadamente 100,
al menos aproximadamente 1,000 o al menos aproximadamente
10,000

En un ejJemplo de esta modalidad, un ligando que es un
dimero de un dAb que une Dominio 1 de TNFR1 de ratén se utiliza
para demostrar que ligandos que inducen dimerizacién de TNFR1
soluble mejoran la eficacia de TNFR1 soluble Por ejemplo, tal un
ligando puede agregarse a un ensayo conteniendo células MRCS
de humano, TNF de humano y TNFR1 de ratéon soluble TNFR1 de
raton soluble competird con TNFR1 de humano en las células
MRCS para unién a TNF de humano EIl ligando que es un dimero
de un dAb que une Dominio 1 de TNFR1 de ratén une dos cadenas
de TNFR1 de ratdn soluble para formar un dimero de TNFR1 de
ratén que seréd mas efectivo para inhibir los efectos de TNF en el
ensayo Por ejemplo, la IC 50 para TNFR1 de ratén puede
reducirse del rango nanomolar al rango picomolar
(aproximadamente 10 o aproximadamente 100 o aproximadamente
1000 veces de reducclén) por la adicion del ligando que induce la
dimerizaciéon de TNFR1 soluble

Administracién de ligandos que Induce dimerizacién (o
trimerizacién u oligomerizacidn) de cadenas de receptor soluble a

paclentes puede causar el agrupamiento y activacién de formas de
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transmembrana de cilertos receptores que se expresan en la
superficie celular Generalmente, cualquier efecto no deseado de
tal activacién (por ejemplo, activacidn de células inmunes) seri
minimo en comparacion con la funcibn de unién mejorada vy
eficacia del receptor soluble dimerizado Sin embargo, s8I se
desea, la interaccidén de un ligando de dimerizacién, trimerizacién
u oligomerizaciéon con la forma de transmembrana de un receptor
puede reducirse ademas al formar el ligando para incrementar su
tamafio hidrodindmico como se describe en |la presente Por
ejemplo, el ligando puede formatearse para incluir una porcidn
PEG u otra porcibn que extiende la vida media, tal como una
porcién que tiene un sitio de unién para un polipéptido que mejora
la vida media in vivo (por ejemplo, un dAb que une albumina de
suero}) Como se muestra en la presente utilizando dAbs que unen
TNFR1, PEGilacién de dAbs redujo draméaticamente |la habilidad de
dAb para inhibir la actividad de TNFR1 en una ensayo a base de
célula, pero no tuvo casi efecto en la habilidad de dAbs para unir
TNFR1 en un ensayo de unién al receptor que aproxima las
condiciones para unidén a TNFR1 soiluble in vivo Estos rasultados
indilcan que dAbs de PEGilacién y ligandos que comprenden dos o
mas dAbs mejora la selectividad de dAbs para receptor soluble
sobre la forma de transmembrana del receptor

Algunos compuestos objetivo endégenos naturalmente se
unen juntos para formar dimeros, trimeros o multimeros activos

De esta manera, la porcién que tiene un sitio de unién para un
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compuesto objetivo endégeno puede ser el compuesto objetivo
endégeno por si mismos de un fragmento o porcion del compuesto
objetivo endégeno En aigunas modalidades, tales como cuando la
porcién que tiene un sitio de unién para un compuesto objetivo
enddgeno es el compuesto objetivo enddégeno, el ligando puede
tener la actividad del compuesto objetivo endégeno De acuerdo
con lo anterior, la administracién de tal un higando puede, como se
describe en la presente, incrementar la vida media, incrementar la
biodisponibilidad, incrementar la cantidad y/o incrementar Ila
actividad del compuesto objetivo enddgeno, y también
proporcionaré actividad adicional del compuesto objetivo endégeno
debido a la presencia de una forma biolégicamente activa del
compuesto objetivo endégeno en el ligando

En otras modalidades, el ligando puede comprender una
porcidén que tiene un sitio de unidbn para un compuesto objetivo
endégeno que es una porcién del compuesto objetivo enddgeno
Por sjemplo, la porcién del compuesto objetivo endégeno puede
ser una porciéon que se une al compuesto objetivo endbgeno in
vivo, pero no tiene la actividad (por ejemplo, actividad de unién de
ligando, actividad de unidén de receptor, actividad catalitica) del
compuesto objetivo endégeno

Ejemplos de compuestos objetivo enddégenos que forman
naturalmente dimeros, trimeros o multimeros incluyen, por
ejemplo, factores de crecimiento (por ejemplo, PDGF que forma

homodimeros y heterodimeros de cadenas A y B), citoquinas (por

]
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ejemplo, citoquinas de la superfamilia TNF (por ejemplo, RANK-L)
que forma trimeros), y receptores (por ejemplo, receptor de la
superfamilia de receptor TNF que forma trimeros) Porciones
adecuados de tales compuestos objetivo enddégenos pueden
prepararse facilmente en base al conocimiento de la estructura de
los dominios formadores de dimero, trimero o multimero de los
compuestos objetivo endégenos, o al preparar fragmentos de
péptido o polipéptido del compuesto objetivo enddégeno y analizar
los péptidos o polipéptidos para la habilidad para unir el
compuesto objetlvo endégeno (por ejemplo, utllizando rasonancia
de plasmoén de superficie o cualquier otro método adecuado)

llustrativos de Ilas porciones de compuestos objetivo
endégenos que unen el compuesto objetivo endbgeno
correspondiente /n vivo son los asi llamados dominios de ensamble
de pre-ligando {PLAD) de miembros de la superfamilia del receptor
TNF (Ver, por sjemplo, WO 01/58953, Publicacién de Solicitud de
Patente de EE UU No 2003/0108992 Al, Deng et al, Nature
Medicine, doi 10 1038/nmi304 (2005)) Dominios PLAD de un
receptor particular se unan entre sl /n vivo Por ejemplo, el
dominio PLAD de TNFR1 se unird a otro dominio PLAD de TNFR1
in vivo

La superfamilia de receptor TNF es un grupo de proteinas
reconocido en la materia que incluye TNFR1 (p55, CD120a, p60,
miembro de la superfamilia de receptor TNF 1A, TNFRSF1A)
TNFR2 (p75, p80, CD120b, miembro de |a superfamilia de receptor

g2
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TNF 1B, TNFRSF1B), CD (TNFRSF3, LTAR TNFR2-RP, TNFR-RP,
TNFCR, TNF-R-Ill), OX40 (TNFRSF4, ACT35, TXGPIL), CD40
(TNFRSFS5, p50, Bp50), Fas (CD95 TNFRSF6, APO-I, APTI), DcR3
(TNFRSF6B), CD27 (TNFRSF7, Tp55, $152), CD30 (TNFRSF8, Ki-
1, D1S188E), CD137 (TNFRSF9, 4-1B8B, ILA), TRAILR-1
(TNFRSF10A, DR4, Apo2), TRAIL-R2 (TNFRSF10B, DRS, KILLER,
TRICK2A, TRICKB), TRAILR3 (TNFRSF10C, DcRI , LIT, TRID),
TRAILR4 (TNFRSF10D, DcR2, TRUNDD), RANK (TNFRSF11A),
OPG (TNFRSF11B, OCIF, TRI), DR3 (TNFRSF12, TRAMP, WSL-1,
LARD, WSL-LR, DDR3, TR3, APO-3), DR3L (TNFRSF12L), TACI
(TNFRSF13B), BAFFR (TNFRSF13C), HVEM (TNFRSF14, ATAR,
TR2, LIGHTR, HVEA), NGFR (TNFRSF16), BCMA (TNFRSF17
BCM), AITR (TNFRSF18, GITR), TNFRSF18, FLJ14993
(TNFRSF19L, RELT), DR6 (TNFRSF21), SOBa (TNFRSF22,
Tnfrh2, 2810028K06RIik), mSOB (THFRSF23, Tnfrh1)

Varios dominios PLAD se conocen en la materia y otros
dominios PLAD y variantes de dominios PLAD pueden aislarse
facilmente y prepararse utilizando cualquler método adecuado,
tales como los métodos descritos en WO 01/589853, Publicacién de
Solicitud de Patente de EE UU No 2003/0108992 A1, Deng et al,
Nature Medicine, doi 10 1038/nmi304 (2005) Muchos métodos
adecuados para preparar polipéptidos, fragmentos de proteina, y
variantes de péptido, asl como también ensayos de unidn
adecuados, tal como el ensayo de unién de receptor TNFR1

descrito en la presente se conocen bien y son convencionales en
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Dominios PLAD ejempliificativos se presentan en la

Receptor

Dominlo PLAD

TNFR1

Cys Pxo Gln OGly Lym 'rrr Ile Hls Pzro GIu Asn hen
Scrncqmm'rhr lC‘ylH:l.sLy-GIymm
I.nu Tyr Asn Asp Cys Pro Gly Pro Gly Gln Asp Ihr

p Cye
ISEQ ID NO 28)

TNFR2

Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyz Aap Gln Thr Ala aln

Mat Cys Cys Ser Lys Cys Ser Pro QOly Gln His Ala

rg.NPgommmmauMp'rhran Cys
NO 290)

:

*
O

Leu Ber Ber Lys Sar val Asn Ala Gln val Thy
Ila Asn Ber Lys Gly lau Glu Leu Ayg Lys Thr
Val Thr Thr Val Glu Thr Gln Asn lLeu Glu Gly Leu
His Rie Asp Gly Gln Phe Cys

(SEQ ID NO 30)

§

[ FAS

Arg Leu Sar Ser Lys Ser Val Asa Ala Gln Val Thr
ASp Ile Amm Sar Lys Oly Leu Glu Leu Arg Lye Thr
Val Thr Thr Val Glu Thr Gln Asn Leu Glu Gly Leu
Hia His Asp Gly Gln Phe Cys His Lys Pro Cys Pro
Pro Gly Glu Arg Lye Ala Arg Asp Cys Thr Val Asn
aly Asp

(SEQ ID NO 31)

LTAR

Cys Arg Asp Gln Glu Lys Glu Tyr Tyr Glu Pro Gin
Ris Arg Ile Cym Cys Ber Arg Cys Pro Pro Gly Thr
Tyr Val Ser Ala Lys Cys Ber Arg Ile Arg Asp Thr
Val Cys

(SEQ ID NO 32)

CD40

Cys Axg Glu lys Gln Tyr Leu Ile Asn Bet GIn Cya

Cys Ser Lau Cys Glo Pro Gly Gln Lys Val Ger
Asp
{SEQ ID NO 33)

Leu
Cys Thr Qlu Phe Thr Glu Thr Glu Cys
Asp
Ne

Cys Arg
(SEQ 1D NO 34)

HVEM

Tzp Trp Leu Cys Val Leu Gly Thr Leu Val OL;
uruammmrmw-sermme

Trp Ala Gln Gly Lys Leu Cye Cya Gln Met
(8EOION035)

Cys lys Glu Asp Glu Tyr Pro Val Gly 8er Glu Cyw
Cys Pro Lys Cys Ber Pro Gly Tyr Arg Val Lys Glu
Ala Cys Gly Glu Leu Thr Gly Thr Val Cys

{SEQ ID NO 38)

OX40

DR4

Val Gly Ala Arg Arg Leu Gly Arg Gly Pro Cys Ala
Mammmuumymclyuuurmrvﬂ
y Leu Mis Cys Vval Gly Aap Thr Tyr

;SEO ID NO 37}

Ala Thxr Ile Lys Leu His Asp Oln Ser Ile Gly ThT
dln Gln Trp Glu His 8Ser Pro leu Gly Glu Leu Cys
Pro Pro Gly Ser Hie Arg

(SEQ ID NO 38)
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En algunas modalldades, el ligando comprende una porcion
que tiene un sitio de unién con especlficidad de unidén para un
compuesto objetivo endégeno que es PLAD, tal como PLAD de
TNFR1, TNFR2, FAS, LT AR, CD40, CD30, CD27, HVEM, OX40
DR4 u otro miembro de la superfamilia de receptor TNF, o una
variante de un Dominio PLAD La variante de un dominio PLAD
puede, por ejemplo, ser un dominio PLAD de TNFR1 TNFR2, FAS,
LT AR, CD40, CD30, CD27, HVEM, 0X40, o DR4, en donde uno o
més aminoécidos se han sliminado, insertado o substltuido, pero
que retiene la habllidad de unirse a PLAD de TNFR1, TNFR2, FAS,
LT AR, CD40, CD30, CD27, HVEM, OX40, o DR4 correspondiente
la secuencia de aminoacidos de un dominio PLAD variante puede
comprender una regién de al menos aproximadamente 10
aminoacidos contiguos, al menos aproximadamente 15
aminodcidos contiguos, al menos aproximadamente 20
aminoacidos contiguos, al menos aproximadamente 256
aminoacidos contiguos, al menos aproximadamente 30
aminoadcidos contlguos, al menos aproximadamente 35
aminoacidos contiguos, o al menos aproximadamente 40
aminodécidos contiguos que son [0os mismos que los aminoacidos en
la secuencia de aminodcidos de PLAD correspondiente (por
ejemplo, PLAD de TNFR1, TNFR2, FAS, LT AR, CD40, CD30,
CD27, HVEM, 0OX40, DR4) Ademas, o alternativamente, la
secuencia de aminoacidos de un dominlo PLAD variante puede ser

al menos aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%,
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al menos aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 91%,
al menos aproximadamente 92%, al menos aproximadamente 93%,
al menos aproximadamente 94%, al menos aproximadamente 95%,
al menos aproximadamente 98%, al menos aproximadamente 87%,
al menos aproximadamente 98%, o al menos aproximadamente
99% Idéntica a la secuencia de aminoécidos de PLAD
correspondiente {(por ejemplo, PLAD de TNFR1, TNFR2, FAS, LT
AR, CD40, CD30, CD27, HVEM, OX40, o DR4)

Ligandos que comprenden una porcién de unién que tiene un
sitio de unidén para un compuesto objetivo endégeno que es PLAD
o variante de PLAD, pueden formatearse como se describe en la
presente Por ejemplo el ligando puede ser un dimero, trimero o
multimero de PLAD o varniante de PLAD, o una protelna de fusién
comprendiendo PLAD o variante de PLAD y una porcién que
extiende la vida media (por ejJemplo, una porcién que tiene un sitio
de unién para albumina de suero o receptor Fc neonatal)

Ligandos que comprenden dos o mas PLAD o variantes de
PLAD (por ejemplo, dimeros, trimeros, multimeros de PLAD)
pueden unir dos 0 mas cadenas de receptor soluble para formar
dimeros de receptor soluble, trimeros o multimeros que, como se
describe en la presente, puaden tener funcién de unién mejorada
en comparacién con los monémeros de receptor soluble En
algunas clrcunstancias, tal un ligando puede unir receptor soluble
y también unir la forma de transmembrana del receptor expresado

en la superficie celular $Si se desea, |la selectividad para receptor
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soluble de unién puede mejorarse al formatear el ligando para ten
un tamafio hidrodinaAmico mas grande, por ejemplo utilizando una
porcién PEG, u otra porcién que extiende la vida media como se
describe en la presente

En modalidades particulares, el ligando comprende PLAD
(por ejemplo, PLAD de TNFR1, TNFR2, FAS, LT #R, CD40, CD30,
CD27, HVEM, OX40, o DR4) o variante de PLAD y una porcién que
extiende la vida media, tal como una porciébn PEG o un dAb que
une albumina de suero o receptor Fc neonatal

Preferentemente, un ligando que induce dimerizacion (o
trimerizacién u oligomerizacién) de cadenas de receptor soluble no
agoniza substancialmente la superficle celular o formas de
transmembrana del receptor en un ensayo de célula estdndar (es
decir, cuando presente a una concentracién de 1 nM, 10 nM, 100
nM, 1 uM, 10 #M, 100 4M, 1000 M o 5,000 M, resulta en no mas
de aproximadamente 5% de la actividad mediada por el receptor
inducida por ligando natural del receptor en el ensayo)

Se prefiere que la porcidon que tiene un sitioc de uniébn con
especificidad de unidn para un compuesto objetivo endégeno una
el compuesto objetivo endégeno con alta afinidad, tal como K, de
300 nM a 5 pM (es decir, 3 x 107 a 5 x 10 '2M), preferentemente
50 nM a 20 pM, mas preferentemente 5 nM a 200 pM y mas
preferentemente 1 nM a 100 pM, por ejemplo 1 x 10" M o menos,
preferentemente 1 x 10 * M o menos, mas preferentemente 1 x 10 °

M o menos, ventajosamente 1 x 10'° M o menos y mas
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preferentemente 1 x 10" M o menos, y/o una constante de
velocidad Kgppgess d@ 5 x 10 '8 ' a 1 x 107 s, preferentemente 1 x
102s3'a1x10%s ', mas preferentemente 5x103s'a1x10°%s
1, por ejemplo 5 x 10 ' s ' 0 menos, preferentemente 1 x 102s' o
menos, ventajosamente 1 x 10 * s ' 0 menos, més preferentemente

1

1 x 10* s' o menos, aun mas preferentemente 1 x 109 s' o

' © menos como se

menos, y mdas preferentemente 1 x 10° s
determina por resonancia de plasmén de superficie Una porcién
que tiene un sitio de unién con especificidad de unién para un
compuesto objetivo endégeno y une el compuesto objetivo
enddégeno con alta afinidad puede formatearse en cualquier
formato de ligando adecuado como se describe en |a presente
Ademas de las caracteristicas de los ligandos descritos en la
presente, se prefiere que el ligando una el compuesto objetivo
endégeno con alta afinidad, tal como Ky de 300 nM a 5 pM (es
decir, 3 x 107 a 5 x 10 '?M), preferentemente 50 nM a 20 pM, mas
preferentemente 5 nM a 200 pM y mas preferentemente 1 nM a 100
pM, por ejemplo 1 x 107 M 0 menos, preferentemente 1 x 10 M o
menos, mas preferentemente 1 x 10 * M o menos, ventajosamente
1 x 10'° M o menos y mas preferentemente 1 x 10 '' M o menaos,
y/o una constante de velocidad Keppgeds d@ 5 x 10 's'a1x10’s
', preferentemente 1 x 1028’ a 1 x 10° s ', mas preferentemente

1

5x 10°s' a1 x 10%s', por ejemplo 5 X 10' s' o menos,

preferentemente 1 x 10 2 s ' 0 menos, ventajosamente 1 x 103s ' o

1

menos, mas preferentements 1 x 10* s' o menos, aun maés
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preferentemente 1 x 105 s ' o menos, y mas preferentemente 1 x
10°® s’ 0 menos como se detarmina por resonancia de plasmén de
superficie

En cliertas modalidades, el ligando comprende un dAb que
une un compuesto objetivo endégeno El compuesto objetivo
endégeno pueds ser, por ejemplo, un receptor soluble (por
ejemplo, receptor de citoquina soluble, receptor del factor de
crecimiento soluble, receptor de hormona soluble), un antagonista
de receptor endégeno (por ejemplo, IL-1ra), una enzima, un
agonista endégeno (por ejemplo, una citoquina, un factor de
crecimiento, una hormona) En algunas modalidades, el ligando es
un dimero, trimero, oligémero o multimero de dAb

Los ligandos pueden comprender una porclén que tiene un
sitio de uniébn para un compuesto objetivo endégeno, en donde
dicha porcién que tiene un sitio de uniébn para un compuesto
objetivo endbégeno se selecciona del grupo consistiendo de un
aficuerpo, un dominio SpA, un dominio de clase A del receptor
LOL, un dominlo EGF, y un avimero EIl ligando también puede
comprender una porcidn que tiene un sitio de unibn para un
compuesto objetivo enddégeno en donde Ila porcibn es un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo, tales como un fragmento Fv,
un fragmento Fv de cadena sencilla, un fragmento Fv unido a
disulfuro, un fragmento Fab, un fragmento Fab’, un fragmento
F(ab')2, un dlacuerpo, un dominio variable sencillo de

inmunoglobulina (por ejemplo, V4 humano, V, humano, VHux)
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Si se desea, el ligando puede comprender ademas una
porcidn que extiende la vida media como se describe en la
presente Por ejempio, el ligando puede comprender una porcion
que extiende la vida media seleccionada del grupo consistiendo de
una porcién de glicol de polialquileno, albumina de suero 0 un
fragmento del mismo, receptor de transferrina o una porcién de
unién a transfarrina del mismo, o una porcién comprendiendo un
sitio de unién para un polipéptido que mejora la vida media in vivo
Porciones adecuadas comprendiendo un sitio de unién para un
polipéptido que mejora la vida media /n vivo Incluyen un aficuerpo,
un dominio SpA, un dominio de clase A del receptor LDL, un
dominio EGF, un avimero, un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo, tales como un fragmento Fv, un fragmento Fv de
cadena sencilla, un fragmento Fv unido a disulfuro, un fragmento
Fab, un fragmento Fab', un fragmento F{ab')z, un diacuerpo, y un
dominio variable sencillo de inmunoglobulina (por ejemplo, Vy
humano V_ humano, Vuu)

Como se describe en la presente, los ligandos de la
invencidn no inhiben substancialmente la actividad del compuesto
objetivo endégeno al cual se unen Sin embargo, donde un
objetivo tiene mas de una actividad (por ejemplo, actividad de
unién y actividad de seflalizacién), el llgando puede inhibir la
actividad que no se asocia con la actividad o beneficio terapéutico
propuesto Por ejemplo, un ligando o monémero de dAb puede

unir un receptor soluble y también unir 1a forma de transmembrana

P
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del receptor En tal situacién, la forma de transmembrana de!l
receptor puede tener actividad de unién a ligando y tamblén
actividad de sefalizacién Preferentemente, el ligando de la
invencidén no inhibird la actividad de unién del ligando (de las
formas soluble y de transmembrana del receptor) que actua para
inhibir los procesos inducidos por ligando, pero puede inhibir la
actividad de seflalizacion de la forma de transmembrana del
receptor

Para ilustrar mas la invencién, modalidades de ligandos
ejemplificativos que unen TNFR1 soluble se describen abajo
Modalidades de ligandos que une TNFR1 soluble son ilustrativas
de ligandos de la invencion que unen otros receptores

TNFR1 es un receptor de transmembrana conteniendo una
region extracelular que une el ligando y un dominio intracelular
que carece de actividad de transduccién de sefial intrinseca pero
puade asociarse con moléculas de transduccidn de sefial El
complejo de TNFR1 con TNF unido contiene tres cadenas TNFR1 y
tres cadenas TNF (Banner et al, Cell, 75(3) 431-445 (19983)) EI
ligando TNF esta presente como un trimero, que se une por tres
cadenas TNFR1 (Ild) Las tres cadenas TNFR1 se agrupan de
manera cercana juntas en el complejo receptor-ligando, y este
agrupamiento es un prerequisito a transduccidon de seiial mediada
por TNFR1 de hecho, los agentas multivalentes que unen TNFR1,
tales como anticuerpos anti-TNFR1, pueden inducir agrupamiento

de TNFR1 y transduccidén de sefial en la ausencia de TNF y se
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utiizan comunmente como agonistas TNFR1 (Ver, por ejemplo,
Belka et a/, EMBO, 14(6) 1156-U65 (19985), Mandik-Nayak eof a/, J
Immunol, 1687 1920-1928 (2001)) De acuerdo con lo anterior,
agentes multivalentes que unen TNFR1, son generaimente
antagonistas no efectivos de TNFR1 aun si bloquean la unién de
TNFa a TNFR1

La regidn extracelular de TNFR1 comprende un segmento de
terminal amino de trece aminoacidos (aminodcidos 1-13 de SEQ ID
NO 2 (humano), aminodcidos 1-13 de SEQ TD NO 4 (ratdn)),
Dominlo 1 (aminoécidos 14-53 de SEQ ID NO 2 (humano),
aminoécidos 14-53 de SEQ ID NO 4 (ratéon)), Dominio 2
(aminoacidos 54-97 de SEQ ID NO 2 (humano), aminoacidos 54-
97 de SEQ ID NO 4 (ratén)), Dominio 3 (aminoacidos 98-138 de
SEQ ID NO 2 (humano), aminoacidos 98-138 de SEQ ID NO 4
(ratén)), v Dominio 4 (aminoacidos 138-167 de SEQ ID NO 2
(humano), aminoécidos 139-1687 de SEQ ID NO 4 (ratén)) que se
sigue por una regién préxima a la membrana (aminoacidos 168-182
de SEQ ED NO 2 (humano), aminoacidos 168-183 SEQ ID NO 4
(ratén)) (Ver, Banner et a/, Cell 73(3) 431-445 (1993) y Loetscher
et al , Cell 61(2) 351-3598 (1990)) Dominios 2 y 3 hacen contacto
con ligando unido (TNFg8, TNFa) (Banner et al, Cell, 73(3) 431-
445 (1993)) La regidn extracelutar de TNFR1 también contiene
una reglon referida como el dominio de ensamble de unién de pre-
{igando o dominio PLAD (aminoacidos 1-53 de SEQ ID NO 2
(humano), aminoacidos 1-53 de SEQ ID NO 4 (ratén)) (Ei

N4
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Gobierno de EE UU, WO 01/58953, Deng et a/, Nature Medicine,
doi 10 1038/nmi304 (2005))

TNFR1 se difunde de la superficle de células in vivo a través
de un proceso que incluye proteolisis de TNFR1 en Dominio 4 o en
la regidn préxima a membrana (aminoacidos 168-182 de SEQ ID
NO 2, aminoacidos 168-183 de SEQ ED NO 4), para producir una
forma soluble de TNFR1 TNFR1 soluble retiene la capacidad para
unir TNFa, y funclona asi como un Inhibidor endégeno de la
actividad de TNFga

En algunas modalidades, un ligando o mondmero de dAb que
une TNFR1 soluble puade unir también TNFR1 de transmembrana
e inhibir agrupamiento inducido por TNFo de TNFR1 en la
superficie celular, que precede la transduccién de sefial a través
del receptor, pero no inhibe la union de TNFa a TNFR1 de
transmembrana y TNFR1 soluble

En modalidades particulares, el ligando o0 mondmero de dAb
no inhibe la actividad de umién a TNF de formas soluble y de
transmembrana de TNFR1 pero puede Iinhibir la actividad de
sefializacién de TNFR1 Un ligando o monémero de dAb de este
tipo puede unir Dominio 1 o Dominio 4 de TNFR1 Tal un ligando o
mondmero de dAb puede unir TNFR1 soluble y TNFR1 de
transmembrana, pero no Inhibe la actividad de unilén a TNF de
cualquier forma de TNFR1 De acuerdo con lo anterior, tal un
ligando o dAb puede administrarse, por ejemplo, para extender la

vida media de TNFR1 soluble o para mejorar la actividad de unién
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de TNFR1 soluble De acuerdo con lo anterior, administrar tal
ltgando o mondémero de dAb a un mamifero en necesidad del
mismo puede aprovechar y explotar las trayectorias reguladoras
endégenas que inhiben la actividad de TNFR1 de superficie celular
para propoésitos terapéuticos

En otras modalidades, la invencidén proporciona ligandos y
monémeros de dAbs similares que unen otros receptores solubles
pero no Inhiben la uniébn de ligandos endogenos a receptores
solubles

En modalidades mas particulares, el ligando comprende un
dAb que une Dominio 1 de TNFR1 y compite con TAR2m-21-23
para unién a TNFR1 de ratén o compite con TAR2h-205 para umdn
a TNFR1 de humano En modalidades més particulares, el ligando
es un dimero de tal un dAb y, si se desea, comprende ademas una
porciéon PEG En ciertas modalidades, el ligando o mondmero de
dAb es substancialmente resistente a agregacién Por ejemplo, en
algunas modalidades, menos de aproximadamente 10%, menos de
aproximadamente 9%, menos de aproximadamente 8%, menos de
aproximadamente 7%, menos de aproximadamente 6%, menos de
aproximadamente 5%, menos de aproximadamente 4%, menos de
aproximadamente 3%, menos de aproximadamente 2% o menos de
aproximadamente 1% del ligando o montmero de agregados de
dAb cuando una solucién de 1-5 mg/ml, 5-10 mg/mi, 10-20 mg/ml,
20-50 mg/ml, 50-100 mg/ml, 100-200 mg/ml o 200-500 mg/ml de

ligando o dAb en un solvente que se utiliza de manera rutinaria

%
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para formulacion de farmaco tales como salina, sallna regulada
salina de regulador de citrato, agua, una emulsién, y, cualquiera
de estos solventes con un exciplente aceptable tales como
aquellos aprobados por FDA, se mantiene a aproximadamente
22°C, 22-25°C, 25-30°C, 30-37°C, 37-40°C, 40-50°C, 50-60°C, 60-
70°C, 70-80°C, 15-20°C, 10-15°C, 5-10°C, 2-5°C, 0-2°C, -10°C a
0°C -20°C a -10°C, -40°C a -20°C, -80°C a -40°C, o -80°C a -
60°C, por un periodo de tiempo de aproximadamente, por ejemplo
10 minutos, 1 hora , 8 horas, 24 horas, 2 dlas, 3 dlas, 4 dias, 1
semana, 2 semanas, 3 seamanas, 1 mes, 2 meses, 3 meses, 4
meses, 6 meses, 1 aflo, o 2 afos

La agregaciéon puede valorarse utillzando cualquier método
adecuado, tal como, por microscopia, valorando turbidez de una
solucidn por inspeccién visual o espectroscopia o cualquier otro
método adecuado Agregacién puede valorarse utilizando
cualquier método adecuado, tal como, por microscopia, valorando
turbidez de una solucién por inspeccién visual o espectroscopia o
cualquier otro método adecuado Preferentemente, agregaciéon se
valora por difusién de luz dinadmica Ligandos o mondmeros de
dAb que son resistentes a agregacién proporcionan varias
vantajas Por ejemplo, tales ligandos o monomeros de dAb
pueden producirse faciilmente en alta producciébn como proteinas
solubles por expresién utilizando un sistema de produccién
biolégico adecuado, tal como E coli, y puede formularse y/o

almacenarse a concentraciones mas altas que los pollpéptidos

Y
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convencionales, y con menos agregacion y pérdida de actividad

Ademas, ligandos o monémeros de dAb que son resistentes
a agregacion pueden producirse de manera mas econdmica que
otros polipéptidos de unién a antigeno o epitopo (por ejemplo,
anticuerpos convencionales) Por ejemplo, generalmente,
preparacién de polipéptidos de unidn a epitopo o antigeno
propuestos para aplicaciones /n vivo Incluye procesos (por
ejemplo, filtracién de gel) que remueven polipéptidos agregados
La falla para remover tales agregados puede resultar en una
preparacién que no es adecuada para aplicaclones /n vivo debido a
que, por ejemplo, los agregados de un polipéptido de unién a
antigeno que se propone actuar como un antagonista, pueden
funcionar como un agonista al inducir la degradacién o
agrupamiento del antigeno objetivo Los agregados de proteina
también pueden reducir la eficacia de polipéptido terapéutico al
inducir una respuesta inmune en el sujeto al cual se administran

En contraste, los ligandos resistentes a agregacién o
mondémeros de dAb de la invencidn pueden prepararse para
aphcaciones in vivo sin |la necesldad de Incluir etapas del proceso
que remueven agregados, y pueden utilizarse en aplicaciones in
vivo sin las desventajas arriba mencionadas causadas por
agregados de polipéptido

En algunas modalidades, el ligando o monémero de dAb se
desdobla de manera reversible cuando se callenta a una

temperatura (Ts) y enfria a una temperatura (Tc), en donde Ts es

e

%
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mayor que la temperatura de fusién (Tm) de dAb, y Tc es inferior
que la temperatura de fusién de dAb Por ejemplo, el monémero
de dAb puede desdoblarse de manera reversible cuando se
calienta a 80°C y enfrla a aproximadamente temperatura ambiente
Un polipéptido que se desdobla de manera reversible pierde
funcibn cuando se desdobla pero vuelve a ganar funcién al
volverse a doblar Tales polipéptidos se distinguen de
polipéptidos que se agregan cuando se desdoblan o que se
vuelven a doblar de manera Iinapropiada (polipéptidos mal
doblados), es declr, no vuelve a ganar funcién

El desdoblado y redoblado del polipéptido puede valorarse,
por ejemplo, al detectar directa o0 indiractamente la estructura de
polipéptido utilizando cualquler método adecuade Por ejemplo,
estructura de polipéptido puede detectarse por dicroismo circular
(CD) (por ejemplo, lejos de UV CD, cerca de UV CD), fluorescencia
(por ejemplo, fluorescencia de cadenas laterales de triptofan),
susceptibilidad a proteolisis, resonancia magnética nuclear (NMR),
o al detectar o medir una funcién de pollpéptido que es
dependiente del doblado apropiado (por eJemplo, unién a ligando
objetivo, unién a ligando genérico) En un ejemplo, el desdoblado
de polipéptido se valora utilizando un ensayo funcional en el cual
la pérdida de funclén de unién (por ejemplo, unién de un ligando
genérico y/u objetivo, uniendo un substrato) Indica que el
polipéptido se desdobla

El grado de desdoblado y redoblado de un ligado o
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monémero de dAb puede determinarse utilizando una curva de
desdoblado o desnaturalizacién Una curva de desdoblado puede
producirse al trazar la temperatura como la ordenada y la
concentracién relativa de polipéptido doblado como |la abscisa La
concentracién relativa de ligando doblado o monémero de dAb
puede determinarse directa o indlrectamente utilizando cualquier
método adecuado (por ejemplo, CD, fluorescenclia, ensayo de
unlén) Por ejemplo, una solucién de mondémero de dAb o hgando
puede prepararse y la elipticidad de la solucién determinarse por
CD EI valor de elipticildad obtenido representa una concentracion
relativa de ligando doblado o monémero de dAb del 100% EI
ligando o monémero de dAb en |a solucion se desdobla entonces
al elevar de manera creciente la temperatura de la solucién y la
elipticidad se determina en incrementos adecuados (por ejemplo,
después de cada Incremento de un grado en temperatura) El
ligando o monémero de dAb en solucibn se dobla de nuevo
entonces al reducir de manera creciente la temperatura de la
solucion y elipticidad se determina a incrementos adecuados Los
datos pueden trazarse para produclr una curva de desdoblado y
una curva de redoblado Las curvas de desdoblado y redoblado
tienen una forma sigmoidal caracteristica que Incluye una porcién
en la cual las moléculas de ligando o monémero de dAb se
desdoblan a varios grados, y una porcién en la cual las moléculas
de ligando o0 monémero de dAb se desdoblan La intercepcién del

eje y de la curva de redoblado es la cantidad relativa de llgando

T
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redoblado o monémero de dAb recuperado Una recuperacién de
al menos aproximadamente 50%, o al menos aproximadamente
60%, o al menos aproximadamente 70%, o al menos
aproximadamente 75%, o al menos aproximadamente 80%, o al
menos aproximadamente 85%, o al menos aproximadamente 90%,
o al menos aproximadamente 85% es indicativa de que el ligando o
monémero de dAb se desdobla de manera reversible

En una modalidad preferida, la capacidad de reversa del
desdoblado del ligando o mondémero de dAb se determina al
preparar una solucién de monémero de dAb o ligando y trazar las
curvas de redoblado y desdoblado por calor La soluclén de
mondomero de dAb o ligando puede prepararse en cualquier
solvente adecuado, tal como un regulador acuoso que tiene un pH
adecuado para permitir que el ligando o0 mondmero de dAb se
disuelva (por ejemplo, pH que es aproximadamente 3 unidades
arriba o debajo del punto isoeléctrico (pl)) La solucién de
monémero de dAb o ligando se concentra lo suficlente para
permitir que se detecte el desdoblado/doblado Por ejemplo, la
solucién de monémero de dAb o ligando puede ser
aproximadamente 01 M a aproximadamente 100 M, o
preferentemente aproximadamente 1 #M a aproximadamente 10
M

S| la temperatura de fusidn (Tm) del ligando o mondémero de
dAb se conoce, la solucién puede calentarse a aproximadamente

diez grados por debajo de la Tm (Tm-10) y el doblado valorarse

M
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por elipticidad o fluorescencia (por ejemplo, exploraciédn lejos de
UV CD de 200 nm a 250 nm, longitud de onda fija CD a 235 nm o
225 nm, espectros de emisién fluorescente de triptofan a 300 a
450 nm con excitacién a 298 nm) para proporcionar 100% ligando
doblado o monémero de dAb relativo La solucidn se calienta
entonces a al menos dlez grados arriba de Tm (Tm+10) en
incrementos predeterminados (por ejemplo, incrementos de
aproximadamente 0 1 a aproximadamente 1 grado), y elipticidad o
fluorescencia se determina en cada incremento Entonces, el
ligando o monémero de dAb se dobla de nuevo al enfriar a al
menos Tm-10 en Incrementos predeterminados y elipticidad o
fluorescencia se determina en cada incremento Sl la temperatura
de fusion del ligando o monémero de dAb no se conoce, la
solucidn puede desdoblarse al calentar de manera creciente de
aproximadamente 25°C a aproximadamente 100°C y después
volver a doblar al enfriar de manera creciente a al menos
aproximadamente 25°C, y elipticidad o fluorescencia en cada
incremento de calentamiento y enfriamiento se determina Los
datos obtenidos pueden trazarse para producir una curva de
desdoblado y una curva de redoblado, en la cual la intercepcidén
del eje y de |la curva de redoblado es la cantidad relativa de
proteina redoblada recuperada

El ligando o monémero de dAb puede comprender cualquier
dominio variable de inmunoglobulina adecuado, y preferentemente

comprende un dominio varlable de humano o un dominio variable
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que comprende regiones de estructura de humano En ciertas
modalidades, el monémero de dAb comprende una estructura
universal, como se describe en la presente

La estructura universal puede ser una estructura V. (VA o
Vx) , tal como una estructura que comprende las secuencias de
aminoacidos de la estructura codificadas por el segmento de gen
de inmunoglobulina DPK1, DPK2, DPK3, DPK4, DPKS5, DPKS,
DPK7, DPK8, DPK9, DPK10, DPK12, DPK13, DPK15, DPK18,
DPK18, DPK198, DPK20, DPK21, DPK22, DPK23, DPK24, DPK25,
DPK26 o DPK 28 de la Ilnea germinal de humano $Si se dasea, la
estructura V_ puede comprender ademéas la secuencia de
aminoacidos de la estructura codificada por el segmento de gen de
inmunoglobulina J,1, Jx2, Jk3 Jx4, 0 J5 de la |lInea germinal de
humano

En otras modalidades |la estructura universal puede ser una
estructura Vy, tal como una estructura que comprende las
secuencias de aminoéAcidos de la estructura codificada por el
segmento de gen de inmunaglobulina DP4, DP7, DP8, DPS, DP10,
DP31, DP33, DP38, DP45, DP46, DP47, DP49, DP50, DP51, DP53,
DP54, DP65, DP66, DP67, DP68 o DP69 de la linea germinal de
humano Si se desea, la estructura Vy puede comprender ademés
la secuencia de aminoacidos de la estructura codificada por el
segmento de gen de inmunoglobulina Juy1, Ju2, Ju3, Ju4, Judb, Ju5
y Ju6 de la linea germinal de humano

En modalidades particulares, el ligando de monémero de dAb

(6}
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comprende la estructura V. DPKS, o una estructura Vy
seleccionada del grupo consistlendo de DP47, DP45 y DP38

El monémero de dAb puede comprender un sitio de union
para un ligando genérico, tal como proteina A, proteina L y
proteina G

En ciertas modalidades, el mondémero de dAb comprende una
0 mas regiones de estructura comprendiendo una secuencia de
aminodacidos que es la misma que la secuencia de aminoacidos de
una regién de estructura correspondlente codiflcada por un
segmento de gen de anticuerpo de linea germinal de humano, o las
secuencia de aminoacidos de una o mas de dichas regiones de
estructura colectivamente comprenden hasta 5 diferencias de
aminoéacido en relacién a la secuencia de aminoacidos de dicha
regidén de estructura correspondiente codificada por un segmento
de gen de anticuerpo de linea germinal de humano

En otras modalidades, las secuencia de aminoacidos de
FW1, FW2, FW3 y FW4 del monémero de dAb son las mismas que
las secuencias de aminoacidos de regiones de estructura
correspondientes codificadas por un segmento de gen de
anticuerpo de lInea germinal de humano, o las secuencia de
aminoéacidos de FW1, FW2, FW3 y FW4 colectivamente contienen
hasta 10 diferencias de aminoacido en relacién a las secuencias
de aminodcidos de regiones de estructura correspondientes
codificadas por dicho segmento de gen de anticuerpo de linea

germinal de humano
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En oiras modalidades, el monémero de dAb comprende
regiones FW1, FW2 y FW3, y |la secuencia de aminodcidos de
dichas regiones FW1, FW2 y FW3 son las mismas que las
secuencia de aminoacidos de reglones de  estructura
correspondientes codificadas por segmentos de gen de anticuerpo
de linea germinal de humano

En algunas modalidades, el monémero de dAb no comprende
un dominio variable de inmunoglobulina Camelid, o uno o mas
aminoacidos de estructura que son unicos para dominios variables
de inmunoglobulina codiflcados por segmentos de gen de
anticuerpo de linea germinal Camelid

En cilertas modalidades, los ligandos (por ejemplo,
monémeros de dAb) de la invencién son eficaces en modelos de
enfermedades cuando una cantidad efectiva se administra
Generalmente una cantldad efectiva es aproximadamente 1 mg/kg
a aproximadamente 10 mg/kg (por ejemplo, aproximadamente 1
mg/kg, aproximadamente 2 mg/kg, aproximadamente 3 mg/kg,
aproximadamente 4 mg/kg, aproximadamente 5§ mg/kg,
aproximadamente 6 mg/kg., aproximadamente 7 mg/kg,
aproximadamente 8 mg/kg, aproximadamente 9 mg/kg, o
aproximadamente 10 mg/kg) Muchos modelos adecuados de
enfermedades existen Los modelos de enfermedad inflamatoria
crénica descritos en la presente se reconocen por aquellos
expertos en la materia como siendo predictivos de eflcacia

terapéutica en humanos La técnica anterlor no sugiere utilizar
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ligandos que comprenden una porcibn que une un compuesto
objetivo enddgeno, tal como un receptor de citoquina soluble (por
ejemplo, TNFR1 soluble) en estos modelos, 0 que serian eficaces
En modalidades particulares, el ligando o monémero de dAb
es eficaz en el modelo de artritis inducido por colageno de ratén
estandar Por ejemplo, la administracién de una cantidad efectiva
del ligando puede reducir la puntuaclién artritica promedio de la
suma de los cuatro miembros en el modelo de artritis inducido por
colageno de ratén estandar, por ejemplo, por aproximadamente 1 a
aproximadamente 16, aproximadamente 3 a aproximadamente 16,
aproximadamente 6 a aproximadamente 16, aproximadamente 9 a
aproximadamente 168, o aproximadamente 12 a aproximadamente
18, en comparacién con un control adecuado En otro ejemplo, la
administracién de una cantidad efectiva del ligando puede retrasar
el inicio de sintomas de artritis en el modelo de artritis inducida
por colageno de ratoén estédndar, por ejemplo, por aproximadamente
1 dla aproximadamente 2 dias, aproximadamente 3 dfas,
aproximadamente 4 dlas, aproximadamente 5 dlias
aproximadamente 6 dlas, aproximadamente 7 dias
aproximadamente 10 dlas, aproximadamente 14 dias,
aproximadamente 21 dias o aproximadamente 28 dias, en
comparacién con un control adecuado En otro ejemplo, la
administracion de una cantidad efectiva del ligando puede resultar
en una puntuacién artritica promedio de la suma de los cuatro

miembros en el modelo de artritis inducida por colageno de ratén
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estandar de 0 a aproximadamente 3, aproximadamente 3 a
aproximadamente 5, aproximadamente 5 a aproximadamente 7,
aproximadamente 7 a aproximadamente 15, aproximadamente 9 a
aproximadamente 15, aproximadamente 10 a aproximadamente 15,
aproximadamente 12 a aproximadamente 15, o aproximadamente
14 a aproximadamente 15

En otras modalidades, el ligando o mondémero de dAb es
eficaz en el modelo AARE de ratéon de artritis (Kontoyiannis et a/,
J Exp Med 196 1563-74 (2002)} Por ejemplo, la administracién
de una cantidad efactiva del ligando puede reducir la puntuacion
artritica promedio en el modelo AARE de raton de artntis, por
ejemplo, por aproximadamente 01 a aproximadamente 25,
aproximadamente 0 5 a aproximadamente 2 5, aproximadamente 1
a aproximadamente 2 5, aproximadamente 1 5§ a aproximadamente
2 5, o aproximadamente 2 a aproximadamente 2 5, en comparacién
con un control adecuado En otro ejemplo, la administracién de
una cantidad efectiva del ligando puede retrasar el inicio de
sintomas de artritis en el modelo AARE de ratén de artritis por, por
ejemplo, aproximadamente 1 dla, aproximadamente 2 dias,
aproximadamente 3 dias, aproximadamente 4 dias,
aproximadamente 5 dias, aproximadamente 6 dias,
aproximadamente 7 dlas, aproximadamente 10 dlas,
aproximadamente 14 dlas, aproximadamente 21 dfas o
aproximadamente 28 dlas, en comparacibn con un control

adecuado En otro ejemplo, la administraciébn de una cantldad
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efectiva del ligando puede resultar en una puntuacidn artritica
promedio en el modelo AARE de ratén de artrnitis de 0 a
aproximadamente 0 5, aproximadamente 0 5 a aproximadamente 1,
aproximadamente 1 a aproximadamente 1 5, aproximadamente 1 5
a aproximadamente 2, o aproximadamente 2 a aproximadamente
25

En otras modalldades, el ligando o monémero de dAb es
eficaz en el modelo AARE de ratén de enfermedad de Intestino
inflamatorio (IBD) (Kontoyiannis et al, J Exp Med 196 1583-74
(2002)) Por ejemplo, la administracién de una cantidad efectiva
del ligando puede reducir la puntuacién de inflamacién crénica y/o
aguda promedio en el modelo AARE de ratén de IBD, por eJemplo,
por aproximadamente 01 a aproximadamente 25,
aproximadamente 0 5 a aproximadamente 2 5, aproximadamente 1
a aproximadamente 2 5, aproximadamente 1 5§ a aproximadamente
2 5, o aproximadamente 2 a aproximadamente 2 5, en comparacién
con un control adecuado En otro ejemplo, la administraciéon de
una cantidad efectiva del ligando puede retrasar el Inicio de
sintomas de IBD en el modelo AARE de ratén de IBD por, por
ejemplo, aproximadamente 1 dla, aproximadamente 2 dias,
aproximadamente 3 dias, aproximadamente 4 dias,
aproximadamente 5 dias, aproximadamente 6 dias,
aproximadamente 7 dias, aproximadamente 10 dias,
aproximadamente 14 dlas, aproximadamente 21 dfas o

aproximadamente 28 dlas, en comparacibn con un control
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adecuado En otro ejemplo, |la administracién de una cantidad
efectiva del ligando puede resultar en una puntuacién de
inflamacién crénica y/o aguda promedio en el modelo AARE de
ratén de IBD de 0 a aproximadamente 0 5, aproximadamente 0 § a
aproximadamente 1, aproximadamente 1 a aproximadamente 1 5,
aproximadamente 1 5 a aproximadamente 2, o aproximadamente 2
a aproximadamente 2 §

En otras modalidades, el ligando o monémero de dAb es
eflcaz en el modelo de IBD inducida por sodio de sulfato de
dextran (DSS) Ver, por ejemplo, Okayasu | et al,
Gastroenterology 98 694-702 (1990), Podolsky K, J
Gasteroenterol 38 suppl XV 63-68 (2003)) Por ejemplo, la
administracién de una cantidad efectiva del ligando puede reducir
la puntuacién de severidad promedio en el modelo DSS de ratdn
de IBD por ejemplo, por aproximadamente 0 1 a aproximadamente
25, aproximadamente 05 a aproximadamente 25,
aproximadamente 1 a aproximadamente 2 5, aproximadamente 1 5
a aproximadamente 2 5, o aproximadamente 2 a aproximadamente
2 5, en comparacidn con un control adecuado En otro ejempio, la
administracién de una cantidad efectiva del ligando puede retrasar
el inicio de sintomas de IBD en el modelo DSS de raton de I1BD
por, por ejemplo, aproximadamente 1 dia, aproximadamente 2
dias, aproximadamente 3 dlas, aproximadamente 4 dlas,
aproximadamente 5 dias, aproximadamente 6 dlas,

aproximadamente 7 dias, aproximadamente 10 dias,
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aproximadamente 14 dias, aproximadamente 21 dias o
aproximadamente 28 dias, en comparacibn con un control
adecuado En otro ejemplo, la administracién de una cantidad
efectiva del ligando puede resultar en una puntuacién de severidad
promedio en el modelo DSS de ratbn de IBD de 0 a
aproximadamente 0 5, aproximadamente 0 § a aproximadamente 1,
aproximadamente 1 a aproximadamente 1 5§, aproximadamente 1 5
a aproximadamente 2, o0 aproximadamente 2 a aproximadamente
25

En modalidades particulares, el ligando o monémero de dAb
es eficaz en el modelo de humo de tabaco de ratén de enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (COPD) (Ver, Wright and Churg,
Chest, 122 301-306 (2002), Groneberg, DA et al, Respiratory
Research 5 18 (2004), Coffman RL et al, J Exp Med
201(12) 1875-1879 (2001), Van Scott, MR et al/, J App Physio!
96 1433-1444 (2004))

En modalidades adicionales, el ligando de monémero de dAb
es eficaz en un modelo animal de asma (ver, Coffman RL et a/, J
Exp Med 201(12) 1875-1879 (2001), Van Scott, MR et a/, J App
Physiol 96 1433-1444 (2004)), fibrosis pulmonar (por ejemplo,
Venkatesan, N et a/, Lung 287 1342-1347 (2004), lupus sistémico
eritematoso (SLE) (Knight et al (1978) J Exp Med , 147 1653,
Reinersten et a/ (1978) New Eng J Med, 299 515), miastenia
gravis (Lindstrom et &l (1988) Adv Immunol, 42 233), artritis
(Stuart et a/ (1984) Ann Rev Immunol, 42 233, Van Eden et al
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(1988) Nature, 331 171), tiroiditis (Maron et a/ (1980) J Exp
Med ., 152 1115), diabetes mellitus dependiente de insulina
(IDDM) (Kanasawa ot al (1984) Diabetologia, 27 113), y el
modelo EAE de esclerosis multipe (ver Paterson (1986) Textbook
of Immunopathology, Mischer et al , eds , Grune and Stratton, New
York, pp 179-213, McFarlin et al (1973) Science, 179 478 y
Satoh et a/ (1987) J Immunol, 138 179)

Preferentemente, el ligando 0 monémero de dAb se secreta
en una cantidad de al menos aproximadamente 0 5 mg/L cuando
se expresa en especies E coli o en Pichia (por ejemplo, P
pastoris) En otras modalidades preferidas, el monémero de dAb
se secroeta en una cantidad de al menos aproximadamente 0 75
mg/L, al menos aproximadamente 1 mg/L, al menos
aproximadamente 4 mg/L, al menos aproximadamente 5 mg/L, al
menos aproximadamente 10 mg/L, al menos aproximadamente 15
mg/LL, al menos aproximadamente 20 mg/L, al menos
aproximadamente 25 mg/L, al menos aproximadamente 30 mg/L, al
menos aproximadamente 35 mg/L, al menos aproximadamente 40
mg/L, al menos aproximadamente 45 mg/L, o al menos
aproximadamente 50 mg/L, o al menos aproximadamente 100
mg/L, o al menos aproximadamente 200 mg/L, o al menos
aproximadamente 300 mg/L, o al menos aproximadamente 400
mg/L, o al menos aproximadamente 500 mg/L, o al menos
aproximadamente 600 mg/L, o al menos aproximadamente 700

mg/L, o al menos aproximadamente 800 mg/L, al menos
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aproximadamente 900 mg/L, o al menos aproximadamente 1g/L
cuando se expresa en especies E coli o en Pichia (por ejemplo, P
pastoris) En otras modalidades preferidas, el monémero de dAb
se secreta en una cantildad de al menos aproximadamente 1 mg/L
a al menos aproximadamente 1 g/L al menos aproximadamente 1
mg/L a al menos aproximadamente 750 mg/L, al menos
aproximadamente 100 mg/L a al menos aproximadamente 1 g/L, al
menos aproximadamente 200 mg/L a al menos aproximadamente 1
g/L, al menos aproximadamente 300 mg/L a al menos
aproximadamente 1 g/L, al menos aproximadamente 400 mg/L a al
menos aproximadamente 1 g/L, al menos aproximadamente 500
mg/L a al menos aproximadamente 1 g/L, al menos
aproximadamente 800 mg/L a al menos aproximadamente 1 g/L, al
menos aproximadamente 700 mg/L a al menos aproximadamente 1
g/L., al menos aproximadamente 800 mg/L a al menos
aproximadamente Ig/L, o al menos aproximadamente 900 mg/L a al
menos aproximadamente Ig/L cuando se expresa en especies E
coli o en Pichia (por ejemplo, P pastoris) Aunque, los ligandos y
monémeros de dAb descritos en |la presente pueden secretarse
cuando se expresan en especies E coll o en Pichia (por ejemplo,
P pastoris), pueden producirse utilizando cualquler método
adecuado, tales como métodos quimicos sintéticos o métodos de
produccidn biolégica que no emplean especies E coll o Pichia

En algunas modalldades, el ligando es un anticuerpo que

tiene especificidad de unién para un compuesto objetivo endégeno
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o un fragmento de uniébn a antigeno del mismo, tales como un
fragmento Fab, fragmento Fab’, fragmento F(ab') o fragmento Fv
(por ejemplo, scFV) En otras modalidades, el antagonista o
ligando es monovalente, tal como un dAb o un fragmento de unidn
a antigeno monovalente de un anticuerpo, tales como un
fragmento Fab, fragmento Fab’, o fragmento Fv

En otras modalidades de la invencién descritas por toda esta
descripcion en lugar del uso de un "dAb" en un ligando de la
invencion, se contempla que el experto puede utilizar un dominio
que comprende las CDRs de un dAb que une un compuesto
objetivo endégeno (por ejemplo, CDRs injertadas en una estructura
o microandamio de proteina adecuada, por ejemplo, un aficuerpo,
un microandamio SpA, un dominio de clase A del receptor LDL o
un dominio EGF) o puede ser un dominio de proteina
comprendiendo un sitio de unién para TNFR1, por ejemplo, en
donde el dominio se selecciona de un aficuerpo, un dominlo SpA,
un dominio de clase A del receptor LDL o un dominio EGF La
descripcién como una totalidad debe construirse de acuerdo con lo
anterior para proporcionar descripcidon de antagonistas, ligandos y
métodos utilizados tales dominios en lugar de un dAb Ademais,
los ligandos de la invencién pueden formatearse (por ejemplo
formatos de vida media extendidos) como se describe en la
presente
Usos de Ligandos que Unen un Compuesto Objetivo Endégeno y

Métodos Terapéuticos
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La invencién se refiere a ligandos que comprenden una
porcién (por sjemplo, dAb) que tiene un sitio de unlén con
especificidad de unién para un compuesto objetivo endégeno pero
no inhiben substancialmente la actividad de dicho compuesto
objetivo endégeno Preferentemente, el ligando no se une al sitio
activo de un compuesto objetivo endégeno Caracteristicas
adicionales de los ligandos de la invencién se describe en |a
presente Para conciencia y para evitar la repeticion, no todas las
caracteristicas descritas de Ilos ligandos se describen
especificamente con respecto a los usos y métodos de la
invencién Se propone que los usos y métodos de la invencién
incluyen el uso, y métodos que comprenden administrar,
cualqutiera de los ligandos descritos en |la presente

La invenclén se refiere a composiciones comprendiendo un
ligando que comprende una porcién (por ejemplo, dAb) que tlene
un sitlo de unlén con especificidad de unién para un compuesto
objativo endégeno, pero no inhibe substanclalmente la actividad de
dicho compuesto objetivo enddégeno, y un vehlculo
farmacéuticamente aceptable, diluyente o exciplente La invencién
también se refiere a métodos de diagndstico y terapéuticos que
emplean los ligandos o composiciones de la invencidn Los
ligandos descritos en |a presente pueden utilizarse para
aplicaciones profilacticas y terapéuticas in vivo, aplicaciones de
diagnéstico in vivo y lo similar

Por ejemplo, los ligandos (por ejemplo, mondémeros de dAb),

e
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de |a presente invencién tipicamente encontrardn uso en prevenir,
suprimir o tratar enfermedades (por eJemplo, enfermedades
inflamatorias cronicas y/o agudas) Por ejemplo, los antagonistas
y/o ligandos pueden administrarse para tratar, suprimir o prevenmr
una enfermedad inflamatoria (por ejemplo, inflamacién aguda y/o
crénica), canceres y neoplasmas (por ejemplo, linfomas (por
ejemplo, linfomas de célula B, linfomas de célula T, linfoma
mieloide agudo), mieloma multiple, cancer de pulmén,
carcinomas), enfermedades metabolicas (por ejemplo, diabetes,
obesidad), hipersensibilidad alérgica, infeccidn viral o bacteriana,
desordenes autoinmunes (que incluyen, pero no se limitan a,
diabetes Tipo |, asma, esclerosis multiple, artnitis (por ejemplo,
artritis reumatoide, artritis reumatoide juvenil, artritis psoriatica,
espondilartropatia (por ejemplo, espondilitis de anquilosion)),
lupus eritematoso sistémico, enfermedad del Intestino inflamatorio
(por ejemplo, enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa), miastenia
gravis y sindrome de Behcet), psoriasis, endometriosis,
adhesiones abdominales (por ejemplo, cirugla post abdominal),
osteoartritis, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, u otra
enfermedad que es adecuada para terapia con un compuesto
objetivo endégeno

En la presente solicitud, el término “prevencién” incluye
administraciéon de la composicién protectora antes de la induccién
de la enfermedad “Supresién”® se refiere a la administracion de la

composicion después de un evento inductivo, pero antes de la
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aparicidn chlhinica de la enfermedad *Tratamiento” incluye la
administracién de la composicidn protectora después de que los
sintomas de la enfermedad se manifiestan

La invencién se refiere al uso de un ligando, como se
describe en la presente, para la fabricacion de un medicamento
que puede administrarse a un paciente para aprovechar y explotar
las actividades benéficas de compuestos endégenos para producir
efectos benéflcos (por ejemplo, efectos terapéuticamente
benéficos efectos benéficos de manera diagnosticada) De
acuerdo con lo anterior, la invencion se refiere al uso de un
ligando para la fabricacién de un medicamento para incrementar la
cantidad de dicho compuesto objetivo endégeno en un sujeto (por
ejemplo, la cantidad del compuesto objetivo endégeno en la
circulacidn sistémica, |la cantidad en un sitio particular, tales como
un drgano particular, tejido o regiéon (por ejempio, en una
articulacidon, en el pulmén, en un musculo, en sitio de la piel, en el
CNS)), para incrementar la biodisponibilidad de dicho compuesto
objetivo enddégeno en un sujeto (por ejemplo, sistémicamente o en
un sitio deseado de accién (por ejemplo, en una articulacién, en el
pulmén, en un musculo, en sitio de la piel, en el CNS)), para
incrementar la vida media in vivo de dicho compuesto objetivo
endégeno, o para tratar una enfermedad que es apta para
tratamiento con un compuesto objetivo enddégeno (por ejemplo, tai
como una enfermedad como se describe en |a presente), por

ejemplo El medicamento puede ser para administracién local o
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sistémica

La invencion se refiere al uso de un ligando comprendiendo
una porcién que tiene un sitio de unidn para un compuesto objetivo
endégeno para la fabricacidn de un medicamento para incrementar
la vida media de dicho compuesto objetivo endégeno en un sujeto

El medicamento puede administrarse a un paciente para
incrementar la vida media de un compuesto objetlvo endégeno al
cual el ligando se une al, por ejemplo, unir el compuesto objetivo
endégeno e Incrementar asl el tamailo hidrodinamico del
compuesto objetivo endégeno, al unir y estabilizar el compuesto
objetivo endégeno, o al unir y disminuir la velocidad de despeje 0
metabolismo del compuesto objetivo endégeno Generalmente, el
ligando incrementard la vida media del compuesto objetivo
endégeno al cual se une por un factor de al menos
aproximadamente 1 5, al menos aproximadamente 2, al menos
aproximadamente 3, al menos aproximadamente 4, al menos
aproximadamente 5, al menos aproximadamente 6, al menos
aproximadamente 7 al menos aproximadamente 8, al menos
aproximadamente 9, o al menos aproximadamente 10, en relacién
a la vida media del compuesto objetivo endégeno en la ausencia
de ligando Por ejemplo, un compuesto objetivo enddgeno puede
tener una vida media de aproximadamente 1 hora, y después de la
administracién de un ligando que comprende una porcién con un
sitio de unién que une dicho compuesto objetivo endégeno, la vida

media del compuesto objetivo enddégeno puede incrementarse a
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aproximadamente 1 5 horas, a aproximadamente 10 horas, o més
tiempo

La invencién se reflere al uso de un ligando comprendtendo
una porcién que tiene un sitio de unién para un compuesto objetivo
endégeno para la fabricacion de un medicamento para incrementar
la cantidad de dicho compuesto objetivo endégeno en un sujeto

El nivel o cantidad de compuesto objetivo endégeno puede
aumentar después de la administracion de un ligando, como se
describe en la presente, por ejemplo, debido al efecto creciente de
la vida media de los ligandos Por ejemplo, el nivel o cantidad de
ligando objetivo enddégeno (por ejemplo, en suero) 1 hora, o 2
horas, o 3 horas, o 4 horas, o § horas, o 6 horas, o 7 horas, 0 8
horas, o 9 horas, o 10 horas, o 11 horas, o 12 horas, o 1 dia
después de la administracion de un ligando de la invencién puede
aumentarse por un factor de al menos aproximadamente 1 5, al
menos aproximadamente 2, al menos aproximadamente 3, al
menos aproximadaments 4, al menos aproximadamente 5, al
menos aproximadamente 10, al menos aproximadamente 50, al
menos aproximadamente 100, al menos aproximadamente 500, al
menos aproximadamente 1,000, al menos aproximadamente 5,000,
al menos aproximadamente 10,000, al menos aproximadamente
50,000, o al menos aproximadamente 100,000 El incremento de
los niveles o cantidades de un compuesto objetivo endégeno
puede detectarse faciimente utilizando cualquier método

adecuado Por ejemplo, una muestra adecuada (por ejemplo,
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suero) puede obtenerse antes de la administracion del ligando y en
uno o méas puntos de tiempo después de la administracién, y el
nivel o cantidad de compuesto objetivo enddgeno en las muestras
puede determinarse utilizando cualquier método adecuado La
muestra puede ser, por ejemplo, una muestra de sangre, suero,
fluido cerebroespinal, fluido sinovial, lavado broncoalveolar,
enema o una biopsia En algunas modalidades, la cantidad o nivel
de ligando en tal una muestra se incrementa, en relacién a la
cantidad o nivel antes de que el ligando se administre

La invencién se refiere al uso de un ligando comprendiendo
una porcién que tiene un sitlo de unidén para un compuesto objetivo
enddégeno para la fabricacién de un medicamento para incrementar
la biodisponibilidad de dicho compuesto objetivo endbégeno en un
sujeto

El medicamento puede administrarse a un sujeto para
incrementar I|la biodisponibllidad de un compuesto objetivo
endégeno sistémicamente, o en un sitio deseado de accién (por
ejemplo, en un sitio donde el ligando se administra localmente)
Por ejemplo, un ligando puede unir un compuesto abjetivo
endégeno que tiene actividad benéfilca en la circulacion sistémica
pero se distribuye rapidamente en los tejidos o despeja (por
ejemplo, un esteroide y hormona de péptido), y disminuir la
velocidad de distribucibn o despeje Tal un ligando puede
incrementar la biodisponibilidad del compuesto objetivo endégeno

en la circulacidon sistémica donde la actividad benéfica del
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ejemplo, terapéutico) Un ligando puede incrementar la
biodisponibilidad de un compuesto objetivo endégeno en un sitio
deseado al reclutar el compuesto objetivo endégeno a ese sitio
Por ejemplo, un ligando comprendiendo un sitio de unién para un
compuesto objetivo endégeno deseado puede administrarse
localmente a un paciente (por ejemplo como una formulacién de
deposito) El lLigando localmente administrado puede unir el
compuesto objetivo endégeno deseado, y reclutar el compuesto
objetivo endbégeno adicional al sitio De esta manera, una
cantidad o nivel incrementado de compuesto objetivo endégeno
puede estar presente en el sitio para producir efectos benéficos
Por ejemplo, en una modalidad, el ligando comprende una porclén
con un sitio de unidn para Isoforma de TGF beta 3 Tal un ligando
puede administrarse localmente para unir isoforma de TGF beta 3
y reclutar ia isoforma de TGF beta 3 al sitio de administracién
local, y de esta manera promover la curacidn de la herida
Generalmente, el ligando incrementarad la blodisponibilidad
(por ejemplo, en la circulacidén sistémica, en un sitio deseado de
acciéon) del compuesto objetivo endégeno al cual se une por un
factor de al menos aproximadamente 15, al menos
aproximadamente 2, al menos aproximadamente 3, al menos
aproximadamente 4, al menos aproximadamente 5, al menos
aproximadamente 6, al menos aproximadamente 7, al menos

aproximadamente 8, al menos aproximadamente 8, o al menos
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aproximadamente 10, en relacién a la biodisponibilidad del
compuesto objetivo andégeno en |la ausencia de ligando Por
ejemplo, cuando el ligando incrementa la biodlsponibilidad en la
circulacion sistémica, una curva de tiampo de concentracién para
el ligando endégenco iniciando en el tiempo de administracién del
ligando puede prepararse, y la curva y area bajo la curva (AUC)
puede compararse con niveles sistédmicos normales del ligando
objetivo enddgeno para determinar el grado de incremento en la
biodisponibilidad sistémica

La invencion se refiere al uso de un ligando comprendiendo
una porcién que tiene un sitio de unidn para un compuesto objativo
endégeno para la fabricacion de un medicamento para incrementar
la actividad de dicho objetivo endégeno

Los ligandos pueden incrementar la actividad (por ejemplo,
actividad de unidn) de los objetivos enddégenos a los cuales se
unen Por ejemplo, un ligando puede unir un compuesto objetivo
endégeno tal como un agonista endégeno (por ejemplo, una
citoquina) o un receptor de citoquina soluble y mejorar la actividad
de unién del compuesto objetivo endégeno al incrementar la
afinidad y/o avidez del compuesto objetivo endégeno para su
compaflero de uniébn endégeno Ligandos que comprenden dos o
méas porciones que tienen sitios de unidn con especificidad de
unidn para un compuesto objetivo endégeno deseado pueden unir
dos o mas moléculas de compuesto objetivo endégeno individuales

produciendo asi un dimero, trimero, oligbmero o multimero de
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compuesto objetivo endégeno Tal un dimero, trimero, oligémero o
multimero tendran actividad de unién mejorada hacia, por sjemplo,
una célula que expresa sl compafiero de unién natural para el
compuesto objetivo enddégeno debido a avidez mas alta
Generalmente, tal un ligando puede mejorar la actividad de unién
del compuesto objetivo endégeno Por ejemplo, la intensidad de
unidén {por ejemplo, afinidad o avidez) de un dimero de compuesto
objetivo endégeno para su compafiero de unién puede ser al
menos aproximadamente 10, al menos aproximadamente 100, al
menos aproximadamente 1,000 o al menos aproximadamente
10,000 veces mas fuerte que la intensidad de unién del compuesto
objetivo endégeno como un mondémero (es decir, no en un
complejo con un ligando de la invencién)

En una modalidad especifica, el ligando comprende dos o
méas porciones (dAbs) que tienen especificidad de unién para
TNFR1 soluble pero no une el sitio activo (el sitio activo de TNFR1
soluble se contiene dentro de Dominios 2 y 3) Tal un ligando
puede unir dos 0 mas cadenas de TNFR1 soluble para formar un
dimero, trimero, oligbmero o multimero de TNFR1 soluble, que
tiene actividad de unién mejorada hacia su ligando trimérico, TNF,
debido a avidez incrementada También debe apreciarse que la
vida media de tal un dimero, trimero, oligbmero o multimero de
TNFR1 soluble, que tiene un tamaifio hidrodinamico mas grande
que una cadena de TNFR1 soluble unica, puede también

extenderse en relaciéon a un TNFR1 unico Como un resultado, tal
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un ligando puede mejorar la actividad de unién a TNF de TNFR1
soluble y mejorar su eficacia terapéutica Por ejemplo, tai un
ligando puede mejorar la aficacia de TNFR1 soluble por un factor
de al menos aproximadamente 10, al menos aproximadamente 100,
al menos aproximadamente 1,000 o al menos aproximadamente
10,000

En un ejemplo de esta modalidad, un ligando que es un
dimero de un dAb que une Dominio 1 de TNFR1 de ratén se utiliza
para demostrar que ligandos que inducen dimerizacién de TNFR1
soluble mejoran la eficacia de TNFR1 soluble Por ejemplo, tal un
ligando puede agregarse a un ensayo conteniendo células MRCS
de humano, TNF de humano y TNFR1 de ratén soluble TNFR1 de
ratén soluble competira con TNFR1 de humano en las células
MRCS con TNF de humano EIl higando que es un dimero de un
dAb que une Dominio 1 da TNFR1 de ratén une dos cadenas de
TNFR1 de ratdn soluble para formar un dimero de TNFR1 de ratén
que sera mucho mas efactivo en inhibir los efectos de TNF en el
ensayo Por ejamplo, la IC 50 para TNFR1 de ratén puede
reducirse del rango nanomolar al rango picomolar
(aproximadamente 10 o aproximadamente 100 o aproximadamaente
1000 veces de reduccidon) por la adicién del ligando que induce la
dimerizacion de TNFR1 soluble

Preferentemente, ligando que Induce dimerizacién (o
trimerizacién u oligomerizacidén) de cadenas de receptor soluble no

agomza substancialmente las formas de transmembrana o
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superficie celular del receptor en un ensayo de célula estandar (es
decir, cuando presente en una concentracién de 1 nM, 10 nM, 100
nM, 1 #M, 10 4M, 100 uM, 1000 4M o 5,000 #M, resulta en no mas
de aproximadamente 5% de la actividad mediada por el receptor
inducida por ligando natural del receptor en el ensayo)

En una modalidad particular, la invencién se reflere al uso de
un ligando comprendiendo dos o0 mas porciones que tienen un sitio
de unién para un compuesto objetivo endégeno para la fabricacion
de un medicamento para Incrementar la actividad de unién de
dicho compuesto objativo anddgeno, en donde dicho ligando une
dicho objetivo endédgeno, no une el sitio activo de dicho objetivo
endégeno, y no inhibe substancialmente la actividad de unidn de
dicho compuesto objetivo endégeno

La invencién también se refiere a un ligando que une un
compuesto objetivo endbgeno teniendo actividad adecuada para
tratar una enfermedad en un sujeto, en donde dicho ligando no une
el sitio activo de dichoe compuesto objetivo endégeno o
substancialments inhibe la actividad de dicho compuesto objetivo
enddgeno para uso en terapia de una enfermedad apta para
tratamiento con dicho compuesto objetivo endégeno Por ejemplo,
el hgando puede incrementar la vida media /n vivo de dicho
compuesto objetivo enddégeno, incrementar la cantidad de dicho
compuesto objetivo enddégeno en un sujeto, Incrementar la
biodisponibilidad de dicho compuesto objetivo endégeno, y/o

incrementar |la actividad de unién de dicho compuesto endégeno
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La invencién se refiere al uso de un ligando comprendiendo
una porcidn de unién que tiene un sitto de umédn para un
compuesto objetivo endégeno para incrementar la vida media,
biodisponibilidad o actividad de dicho compuesto enddégeno, en
donde dicha porcién de unién que tiene un sitio de unién para un
compuesto enddgeno es dicho compuesto enddégeno o una porcién
o variante del mismo, y en donde dicho ligando une dicho
compuesto objetivo endégeno y no inhibe substancialmente la
actividad de dicho compuesto objetivo endégeno

La invencién se refiere al uso de un ligando comprendiendo
una porclén de uniébn que tiene un sitio de unién para un miembro
de la superfamilia de receptor TNF para Incrementar la vida media,
biodisponibilidad o actividad de dicho miembro de la superfamilia
de receptor TNF, en donde dicho ligando une dicho miembro de la
superfamilia de receptor TNF y no inhibe substancialmente la
actividad de dicho miembro de la superfamilia de receptor TNF, vy
en donde dicha porciéon de unidén que tiene un sitio de unién para
un milembro de la superfamilia de receptor TNF es un dominio de
ensamble de pre-ligando (PLAD) o una variante del mismo

La invencién se refiere a un método para incrementar la vida
media de un compuesto objetivo endégeno en un sujeto,
comprendiendo administrar a un sujeto en necesidad del mismo
una cantidad efectiva de un ligando comprendiendo una porcién
que tiene un sitio de unién con especificidad de unién para dicho

compuesto objetivo endégeno
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La invencién se refiere a un método para incrementar la
cantidad de un compuesto abjetivo endégeno en un sujeto,
comprendiendo administrar a un sujeto en necesidad del mismo
una cantidad efectiva de un ligando comprendiendo una porcién
que tiene un sitio de unién con especificidad de unién para dicho
compuesto objetivo endégeno

La invencidon se refiere a un método para incrementar la
biodisponibilidad de un compuesto objetivo endégeno en un sujeto,
comprendiendo administrar a un sujeto en necesidad del mismo
una cantidad efectiva de un ligando comprendiendo una porcién
que tiene un sitio de unidn con especificidad de unién para dicho
compuesto objetivo endbgeno

La invencidén se refiere a un método para incrementar la
actividad (por ejemplo, actividad de unién) de un compuesto
objetivo endégeno en un sujeto, comprendiendo administrar a un
sujeto en necesidad del mismo una cantidad efectiva de un ligando
comprendiendo una porcién que tiene un sitlo de unién con
especificidad de unién para dicho compuesto objetivo eanddgeno

La Invencion se refiere a un método para tratar un sujeto
teniendo una enfermedad que es apta para tratamiento con un
compuesto objetivo enddébgeno en un sujeto, comprendiendo
administrar a un sujeto en necesidad del mismo una cantidad
efectiva de un ligando comprendiendo una porcién que tiene un
sitio de unidn con especificidad de unién para dicho compuesto

objetivo endégeno
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La invencidn se refiere a un método para incrementar la vida
media, biodisponibilidad o actividad de un compuesta objetivo
enddgeno, comprendiendo administrar a un sujeto en necesidad
del mismo una cantidad efectiva de un ligando comprendiendo una
porciébn que tiene un sitio de unidn con especificidad de uniébn para
dicho compuesto objetivo endégeno, en donde dicha porciéon de
unién que tiene un sitio de unién para un compuesto endégeno es
dicho compuesto endégeno o una porcidén o variante del mismo, y
en donde dicho ligando une dicho compuesto objetivo endégeno y
no inhibe substancialmente la actividad de dicho compuesto
objetivo endbégeno

La invenclén se refiere a un método para Incrementar la vida
media, biodisponibilidad o actividad para un miembro de la
superfamilia de receptor TNF, comprendiendo administrar a un
sujeto en necesidad del mismo una cantidad efectiva de un ligando
comprendiendo una porcién de union que tiene un sitio de unién
para un miembro de la superfamilia de receptor TNF en donde
dicho ligando une dicho miembro de |la superfamilia de receptor
TNF y no inhibe substancialmente la actividad de dicho miembro
de la superfamilia de receptor TNF, y en donde dicha porcién de
unién que tiene un sitio de unién para un miembro de Ila
superfamilia de receptor TNF es un dominio de ensamble de pre-
ligando (PLAD) o una variante del mismo

Usos profiladcticos y terapéuticos de ligandos de la invencién

incluyen la administracién de ligandos de acuerdo a la invencién a
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un mamifero receptor, tal como un humano Ligandos multi-
especificos y dual-especificos (por ejemplo, formatos de
anticuerpo dual-especlificos) se unen a antigeno multimérico con
mayor avidez Ligandos dual o multi-especificos pueden permitir
la degradacién de dos antigenos, por ejemplo para producir
dimeros, trimeros o multimeros de alta avidez de receptores
solubles

Ligandos substanciaimente puros de al menos 90 a 85%
homogeneidad se prefieren para administracién a un mamifero, y
98 a 99% o0 mas homogeneidad se preflere més para usos
farmacéuticos, especialmente cuando el mamifero es un humano
Una vez purificados, parcialmente o0 homogeneidad segun se
desea, los ligandos pueden utilizarse de manera de diagnéstico o
terapéuticamente (incluyendo extracorporalmente) o en desarroliar
y realizar procedimientos de ensayo, coloraciones
inmunofluorescentes y lo similar (Lefkovite and Pernis, (1879 y
1981) Iimmunological Methods, Volumes | y 1l, Academic Press
NY)

Generalmente, los ligandos se utllizaran en forma purificada
junto con vehiculos farmacolégicamente aproplados Tipicamente,
ostos vehiculos incluyen soluciones alcohdlicas o
acuosas/acuosas, emulsiones o suspensiones, cualquiera
incluyendo salina y/o medios regulados Los vehiculos
parenterales incluyen solucion de cloruro de sodio, dextrosa de

Ringer, dextrosa y cloruro de sodio y RInger lactado Los
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adyuvantes fisiolégicamente aceptables, sl es necesario mantener
un complejo de polipdptido en suspensidén, pueden elagirse de
espesadores tales como carboximetlicelulosa, polivinilpirrolidona,
gelatina y alginatos

Vehiculos intravenosos incluyen fluido y rellenos nutrientes y
rellenos de electrolito, tales como aquellos basados en dextrosa
de Ringer Conservadores y otros aditivos, tales como
antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y gases inertes,
pueden también estar presentes (Mack (1982) Remington's
Pharmaceutical Sciences, 16th Edition) Una variedad de
formulaciones adecuadas puede utilizarse, incluyendo
formulaclones de liberacién extendida

La via de administracién de composiciones farmacéuticas de
acuerdo a la invencién puede ser cualquiera de las comunmente
utilizadas por aquellos de experiencia ordinaria en |a materia
Para terapla, incluyendo sin limitacién inmunoterapia, los ligandos
seleccionados de la misma de la invenclion pueden administrarse a
cualquier paciente de acuerdo con técnicas estandar La
administracibn puede ser por cualquier modo apropiado,
incluyendo parenteralmente, intravenosamente,
intramuscularmente, intraperitonealmente, transdérmicamente, a
través de la via pulmonar, o también, de manera aproptada, por
infusién directa con un catéter La administracion parenteral
también puede ser por infusién o inyeccidn intraarteria, intratecal,

intraarticular, subcutidnea, u otra Los modos adecuados
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adicionales de administracién Incluyen administracién pulmonar,
administracion intranasal, intravaginal, administracidn intrarectal
(por ejemplo, por supositorio o enema) La dosificaciéon vy
frecuencia de administracién dependerd de la edad, sexo y
condicibn del paciente, administraciébn concurrente de otros
farmacos, contraindicaciones y otros parametros para tomarse en
cuenta por el médico La administracidén puede ser local (por
ejemplo, suministro local al pulmén por administracion pulmonar,
por ejemplo, administracién intranasal) o sistémica como se indica

Los ligandos de |la presente invencion pueden utilizarse como
composiciones administradas de manera separada o en conjuncidn
con otros agentes Estos pueden incluir varios farmacos
inmunoterapéuticos, tales como ciclosporina, metotrexato,
adriamicina o cisplatino, e inmunotoxinas Composiciones
farmacéuticas pueden incluir “cocktails® de varlos agentes
citotéxicos u otros junto con los antagonistas (por ejemplo,
ligandos) de la presente invencién, o aun combinaciones de
ligandos de acuerdo a la presente invencién teniendo diferentes
especificidades, tales como ligandos seleccionados utilizando
diferantes epltopos o antigenos objetivo, ya sea o no se agrupen
antes de la administraciobn Generaimente, el ligando y cualquier
agente adicional se administran en una manera que proporciona un
recubrimiento de efecto terapéutico

En ciertas modalidades, el ligando comprendiendo una

porcién que tiene un sitio de unlén para un compuesto objetivo
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endégeno se administra junto con una dosis baja del compuesto
objetivo endégeno (por ejemplo, una forma recombinante del
compuesto objetivo endégeno) Como se describe en la presente,
el ligando puede, por ejemplo, incrementar la vida media o
biodisponibilidad del compuesto objetivo endbégeno, o incrementar
la actividad del compuesto objetivo endégeno, volviendo a la dosis
baja terapéuticamente efectiva Este planteamiento terapéutico es
ventajoso debido a que los efectos secundarios asociados con
dosis de agentes mas altas para tratar enfermedad (por ejemplo,
formas recombinantes de protelnas objetivo enddégenas) pueden
evitarse

En otras modalidades, un ligando que se ha precargado con
un compuesto objetivo enddgeno (por ejemplo, incubado con y que
permite unir una forma recombinante de un compuesto objetivo
endégeno) se administra Los ligandos precargados se adecuan
bilen para administraciébn local para proporcionar aita
biodisponibilidad de un ligando objetivo enddgeno que esta
normalmente presente a niveles sub-terapéuticos o que es diflcil
de reclutarse en un sitio en donde la actividad del ligando objetivo
endbégeno se desea

Ligandos de acuerdo a la invencidn que son capaces de
unirse a objetivos extracelulares incluidos en aendocitosis (por
ejemplo, Clatrin) pueden endocitosarse, permitiendo acceso a
objetivos intracelulares Ademas, los ligandos duales o

multiespecificos, proporcionan un medio por el cual un dominio de
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unién (por ejemplo, un mondémero dAb) que es especificamente
capaz de unirse a un objetivo intracelular puede suministrarse en
un ambiente intracelular Esta estrategia requlere, por ejemplo, un
ligando especifico dual con propiedades fisicas que |le permiten
permanecer funclonal dentro de la célula Alternativamente, si el
compartimiento intracelular de destino flnal se oxida, un ligando
bien doblado puede no necesitarse que esté llbre de disulfuro
Ventajosamente, los ligandos duales y multiespecificos
pueden utilizarse para citoquinas objetivo y otras moléculas que
cooperan de manera sinergistica en situaclones terapéuticas en el
cuerpo de un organismo La invencion por lo tanto proporciona un
método para sinergizar la actividad de dos o mas dominios de
unién (por ejemplo, dAbs) que unen citoquinas u otras moléculas,
comprendiendo administrar un ligando dual o multiespecifico capaz
de unirse a dichas dos 0 mas moléculas (por ejemplo, citoquinas)
En este aspecto de la invencidén, el ligando dual o multiespecifico
puede ser cualquier ligando dual o multlespeclifico, incluyendo un
ligando compuesto de dominios complementarios y/o no
complementarios, un ligando en una conformacién abierta, y un
ligando en una conformaciéon cerrada Por eJemplo, este aspecto
de la invencién se refiere a combinaciones de dominios V4 y
dominios V, dominios V4 solamente y dominios V_ solamente
Sinergia en un contexto terapéutico puede lograrse en un
numero de maneras Por ejemplo, combinaciones objetivo pueden

ser terapéuticamente activas solamente si ambos objetivos se
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tlenen como objetivo por el ligando, mientras que el objetivo de un
objetivo solo no es terapéuticamente efectivo En otra modalidad,
un objetivo solo puede proporcionar un efecto terapéutico algo
bajo o minimo, pero junto con un segundo objetivo la combinacién
proporciona un incremento sinergistico en efecto terapéutico

Sistemas de modelo animal que pueden utilizarse para
seleccionar la efectividad de los ligandos para proteger contra o
tratar la enfermedad estan disponibles El modelo animal
adecuado puede utilizarse, tales como los modelos descritos en la
presente

Los ligandos de esta invenctdén pueden liofilizarse para
almacenamiento y reconstlituirse en un vehiculo adecuado antes de
utiizarse Esta técnica se ha mostrado efectiva con
inmunoglobulinas convenclonales y técnicas de reconstitucién y
hofiizacibn conocidas en la materla pueden emplearse Se
apreciara por aquellos expertos en la materia que liofilizaclén y
reconstitucidon pueden conducir a grados variables de pérdida de
actividad de anticuerpo (por ejemplo, con inmunoglobulinas
convencionales, anticuerpos IgM tienden a tener mayor pérdida de
actividad que anticuerpos IgG) y que niveles de uso puede que se
tengan que ajustar hacia arriba para compensar

Las composiclones conteniendo los presentes ligandos o un
de los mismos pueden administrarse para tratamientos
terapéuticos y/o profilacticos En ciertas aplicaciones

terapéuticas, una cantidad adecuada para realizar al menos
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inhibicién parcial, supresiéon, modulacidn, muerte, o algun otro
parametro medible, de una poblaciéon de células seleccionadas se
define como una “dosis terapéuticamente efectiva” Las
cantidades necesarias para lograr esta dosificacién dependeran de
la severidad de |la enfermedad y el estado general del sistema
inmune propio del paciente, pero generaimente variaran de 0 005 a
5 0 mg de ligando por kllogramo de peso corporal, con dosis de
0 05 a 2 0 mg/kg/dosis utilizAndose de manera mas comun Para
aplicaciones profilacticas, las composiciones conteniendo los
ligandos presentes o cocktaills del mismo también pueden
administrarse en dosificaciones similares o ligeramente inferiores,
para prevenir, inhibir o retrasar el inicio de enfermedad (por
ejemplo, para sostener la remisidn o quiescencia o0 para prevenir
la fase aguda) EIl médico experto serd capaz de determinar el
intervalo de dosificacidon apropiado para tratar, suprimir o prevenir
la enfermedad Cuando un antagonista de TNFR1 (por ejemplo,
ligando) se administra para tratar, suprimir o prevenir una
enfermedad inflamatoria crénica, puede administrarse hasta
cuatro veces por dla, dos veces semanalmente, una vez
semanalmente, una vez cada dos semanas, una vez al!l mes, o una
vez cada dos meses, a una dosis, por ejemplo, aproximadamente
10 wg/kg a aproximadamente 80 mg/kg, aproximadamente 100
pg/kg a aproximadamente 80 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg a
aproximadamente 80 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg a

aproximadamente 70 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg a

\%2



10

15

20

25

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadameante
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

aproximadamente

101
860 mg/kg. aproximadamente 1 mg/kg a
50 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg a
40 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg a
30 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg a
20 mg/kg , aproximadamente 1 mg/kg a
10 mg/kg. aproximadamente 10 ug/kg a
10 mg/kg, aproximadamente 10 wug/kg a
5 mg/kg, aproximadamente 10 wug/kg a
25 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg,
2 mg/kg, aproximadamente 3 mg/kg,
4 mg/kg, aproximadamente 5 mg/kg,
6 mg/kg, aproximadamente 7 mg/kg,
8 mg/kg, aproximadamente 9 mg/kg o
10 mg/kg En modalidades particulares, el

antagonista de TNFR1 {por ejemplo, ligando) se administra para

tratar, suprimir o prevenir una enfermedad Inflamatoria crénica una

vez cada dos semanas © una vez al

mes a una dosis de

aproximadamente 10 ug/kg a aproximadamente 10 mg/kg (por

ejemplo, aproximadamente 10 yg/kg, aproximadamente 100 ug/kg,

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

aproximadamente

aproximadamente 9 mg/kg o aproximadamente 10 mg/kg )

hgandos

1

3
5
7

también

mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,
mg/kg,

pueden

aproximadamente
aproximadamente
aproximadamente

aproximadamente

administrarse

2
4
6
8

(por

mg/kg,

mg/kg,

mg/kg,

mg/kg,

Los

ejemplo,
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sistémicamente o localmente), por ejemplo, a una dosis de
aproximadamente 1 mg/dla a aproximadamente 10 mg/dia (por
ejemplo, 10 mg/dia, 9 mg/dia, 8 mg/dia, 7 mg/dia, 6 mg/dia, 5
mg/dia, 4 mg/dia, 3 mg/dia, 2 mg/dia, o 1 mg/dia) De acuerdo
con lo anterior, el agente puede administrarse localmente a tejido
pulmonar a una dosis de aproximadamente 1 ug/kg/dia a
aproximadamente 200 ug/kg/dla (por ejemplo, aproximadamente 10
ug/kg/dia, aproximadamente 20 ug/kg/dia, aproximadamente 30
ugl/kg/dia, aproximadamente 40 wgg/kg/dia, aproximadamente 50
ug/kg/dla, aproximadamente 60 wg/kg/dia, aproximadamente 70
ugl/kg/dla, aproximadamente 80 ug/kg/dia, aproximadamente 90
ugl/kg/dia, aproximadamente 100 ug/kg/dia, aproximadamente 110
ugl/kg/dia, aproximadamente 120 ug/kg/dia, aproximadamente 130
ug/kg/dia, aproximadamente 140 pg/kg/dlia, aproximadamente 150
ug/kg/dia, aproximadamente 160 yg/kg/dia, aproximadamente 170
ug/kg/dia, aproximadamente 180 ug/kg/dia, o aproximadamente
190 ug/kg/dia)

Tratamiento o terapia realizada utilizando las composiciones
descritas en la presente se considera “efectivo® si uno o maéas
sintomas se reducen (por ejemplo, por al menos 10% o al menos
un punto en una escala de valoracién clinica), en relacién a tales
sintomas presentes antes de tratamiento, o en relacién a tales
sintomas en un Individuo (humano o modelo animal} no tratado con
tal composicién u otro control adecuado Los sintomas obviamente

variaran dependiendo de la enfermedad o desorden objetivo, pero

174



10

15

20

25

103

pueden medirse por un técnico o médico experto ordinario Tales
sintomas pueden medirse, por ejemplo, al monitorear el nivel de
uno o0 méas indicadores bioquimicos de la enfermedad o desorden
(por ejemplo, niveles de una enzima o metabolito correlacionado
con |la enfermedad, numeros de célula afectados, etc ), al
monitorear las manifestaciones fisicas (por ejemplo, inflamacidn,
tamafio de tumor, etc ) o por una escala de valoracidon clinica
aceptada, por ejemplo, la Escala de Estado de Incapacidad
Expandida (para esclerosis multiple), el Cuestionario de
Enfermedad de Intestino Inflamatornia Irvine (valoracion de 32
puntos evalua la calidad de vida con respecto a funcién del
intestino, sintomas sistémicos, funcion social y estado emocional,
rangos de de puntuacidon de 32 a 224, con puntuaciones mas altas
indicando una mejor calidad de vida), la Calidad de Escala de
Artritis Reumatoide en Vida, el Cuestionario Respiratorio de St
George, u otra valoracioén clinica aceptada como se sabe en la
materia Una reduccién sostenida (por ejemplo, un dia o mas,
preferentemente méas larga) en sintomas de desorden o
enfermedad por al menos 10% o por uno o mas puntos en una
escala clinica dada es indicativa de tratamiento "efectivo® De
manera similar, |a profilaxis realizada utilizando una composicién
como se describe en la presente es “efectiva” si el inicio o
severidad de uno o mas sintomas se retrasa, reduce o elimina en
relacion a tales sfntomas en un individuo similar (modelo animal o

humano) no tratado con la composicién
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Una composicién contenlendo un ligando o cocktail del
mismo de acuerdo a la presente Invencidn puede utilizarse en
aestablecimientos terapéuticos y profilacticos para ayudar en la
alteracién, inactivacién, muerte o retiro de una poblaciébn celular
objetivo selecta en un mamlifero ademas, los repertorios
seleccionados de polipéptildos descritos en la presente pueden
utilizarse de manera extracorporal o in vitro selectivamente para
matar, ellminar o de otra manera remover de manera efectiva una
poblacién celular objetivo de una coleccién heterogénea de
células La sangre de un mamifero puede combinarse
extracorporalmente con l[os ligandos, por ejemplo, anticuerpos,
receptores de superficie celular o protelnas de unlén de los
mismos mediante los cuales las células no deseadas se mueren o
de otra manera remueven de la sangre para regresar al mamlifero
de acuerdo con técnicas estandar

Una composicién conteniendo un ligando de acuerdo a la
presente invencién puede utilizarse en establecimientos
terapéduticos o profllacticos para ayudar en la alteracién,
inactivacién, muerte o retiro de una poblacién celular objetivo
selecta en un mamifero

Ademas, los repertorios seleccionados de polipéptidos
descritos en la presente pueden utilizarse extracorporalmente o In
vitro selectivamentie para matar, eliminar o de otra manera
remover de manera efectiva una poblacién celular objetivo de una

coleccién heterogénea de células La sangre de un mamlifero
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puede combinarse extracorporalmente con los ligandos, por
ejemplo, anticuerpos, raceptores de superficie celular o proteinas
de unién de los mismos mediante los cuales las células
indeseadas se mueren o de otra manera remueven de la sangre

para regresar al mamlifero de acuerdo con técnicas estandar

Compuestos Objetivo Endégenos

Los compuestos objetivo endoégenos adecuados incluyen, por
ejemplo, receptores de citoquina solubles (por ejemplo, TNFR1
soluble, TNFR2 soluble, receptor IL-1 soluble, receptor IL-4
soluble, receptor IL-13 soluble), antagonistas de receptor
endégeno (lL-1ra, IL-6ra), enzimas (por ejemplo, beta-
glucocerebrosidasa (EC 3 2 1 45)), factores sanguineos (por
ejemplo, Factor Il, Factor VIlIl}, eritropoyetina, hormona de factor
de crecimiento, TPO, interfer6n-alfa, interferdn-beta, Interferén-
gamma, GLP-1, OXM, hormonas sexuales (por ejemplo,
testosterona, estrégeno), proteinas morfogénicas oéseas (por
ejemplo, BMP-1 BMP-2, BMP-3, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7),
isoforma beta 1 del factor de crecimiento de transformacién (TGF-
beta), isoforma TGF-beta 2, isoforma TGF-beta 3, IL-10, IL-2,
factor estimulante de colonia de macréfago-granulocito, factor
estimulante de colonia de granulocito, insullna, glucagén, GIP

Los compuestos objetivo endégenos adecuados incluyen
citoquinas, tales como interleuquinas, interferones, factores

estimulantes de colonia y quimoquinas Ejemplos de tales

I)-
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cltoquinas incluyen, interleuquinas IL1, IL2, IL3, IL4, IL5, IL6, IL7,
IL8, IL9, IL10, IL11 IL12, IL13, IL14, IL15 (IL-T). IL16, IL17,
IL178, IL17C, IL17E, IL17F, IL18, IL19, IL20, IL21, 1L22, IL23,
IL24, IL25, I1L26, IL27, IL28A, 1L28B, IL29, IL30, 1L-31 e IL-32, o
interferones IFN-alfa, IFN-beta, IFN-delta, IFN-gamma, |IFN-kappa,
IFN-lambda-1, IFN-lambda-2, IFN-lambda-3, IFN-omega, y |IFN-tau

Los compuestos objetivo endbébgenos adecuados incluyen
quimoquinas tales como, CCF18, CCL1, CCL2, CCL3, CCL4,
CCLS5, CCL8, CCL7, CCL8, CCL9, CCL10, CCL11, CCL12, CCL13,
CCL14, CCL15, CCL18, CCL17 CCL18, CCL19, CCL20, CCL21,
CCL22, CCL23, CCL24, CCL25, CCL26 CCL27, CCL28, CXCL1
CXCL2, CXCL3, CXCL4, CXCL5, CXCL8, CXCL7, CXCL8, CXCL9
CXCL10, CXCL11, CXCL12, CXCL13, CXCL14, CXCL15, CXCL16
ECEP-1, EDNAP, ENA-78, ENAP, ENAP-alfa, ENAP-beta, inhibidor
de crecimiento celular endotelial, IL8 endotelial, FIC, FDNCF
FINAP, GDCF-2, GCF, GCP-2, GRO-alfa, GRO-beta, GRO-gamma,
proteina neutralizante de Heparina, Humig, 1-309, ILC, ILINCK,
MAC, I-TAC, IL8, IP-8, IP-10 Linfotactina, LAG-1, LARC, LCC-1
LD78-alfa, LD78-beta, LD78-gamma, LDCF, LEC, Lkn-1, LMC LA,
LCF, LA-PF4, LDGF, LDNAP, LIF, LIX, MARC, MCAF, MCIF,
Mexiquina, MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4, MCP-5, MDC, MEC
MIP-1-alfa, MIP-1-beta, MIP-1-deita, MIP-1-gamma, MIP-3, MIP-3-
alfa, MIP-3-beta, MIP-4, MIP-4-alpha, MIP-5, Monotactin-1, MPIF-
1, MPIF-2, MRP-1, MRP-2, MDGF, MDNAP, MDNCF, factor
estimulador de megacariocito, MGSA, MGSA-alfa, MGSA-beta
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Mig, MIP-2, MIP-2-alfa, MIP-2-beta, MIP-2-gamma, NAF, NAP-1,
NAP-2, NAP-3, NAP-4 NCP, Oncostatin A, PARC, PBP, como
PBP, PBSF, PF4, PLF, PPBP, RANTES, Regaquina-1, SCM-1-alfa,
SCYC1, SCYC2, SCI, SCYA1, SCYA2, SCYA3, SCYA4, SCYAS,
SCYAG6, SCYA7, SCYA8, SCYA9, SCYA10, SCYA11, SCYA12,
SCYA13, SCYA14, SCYA15, SCYA18, SCYA17, SCYA19, SCYA20,
SCYA21, SCYA22, SCYA23, SCYA24, SCYA25, SCYA26, SCYA27,
SCYA28, SLC, SMC-CF, STCP-1, SCYB1, SCYB2, SCYB3, SCYDB4,
SCYBS, SCYB6, SCyYB7, SCyYB8, SCyBS, SCYB9B SCYB10,
SCYB11, SCyYB12, SCyYB13, SCyB14, SCyY¥B15, S§CYB16, SDF-1-
alfa, SDF-1-beta, SR-PSOX, SCYD1, SR-PSOX, TARC, TCA-3,
TCA-4, TDCF, TECK, TSC-1 T8G-8, TCF, TCK-1, TLSF-alfa
TLSF-beta, TPAR-1, TSG-1, WECHE

Los compuestos objetivo enddgenos adecuados incluyen
factores estimulantes de colonia (CSFs) CSFs son citoquinas que
estimulan la proliferacién de células germinales pluripotentes
especificas de la médula 6sea en adultos Granulocito-CSF (G-
CSF) es especlifico para efectos proiiferativos en células del linaje
de granulocito Macroéfago-CSF (M-CSF) es especlfico para
células de linaje de macréfago Granulocito-macréfago-CSF (GM-
CSF) tiene efectos proliferativos en ambas clases de células
linfoides Epo también se considera un CSF asi como también un
factor de crecimiento, ya que estimula la proliferacién de unidades
formadoras de colonia de eritrocitos IL-3 (secretado

principalmente de células T) también se conoce como muiti-CSF,
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ya que estimula las células germinales para producir todas las
formas de células hematopoyéticas

Los compuesios objetivo enddgenos adecuados incluyen
Erntropoyetina (Epo) Epo se sintetiza por el rifibn y es el
regulador primario de eritropoyesis Epo estimula la proliferacidn
y diferenciacién de eritrocitos inmaduros, también estimula el
crecimiento de células progenitoras de eritoide (por ejemplo,
unidades formadoras de colonia y formadoras de impulsiébn de
eritrocito) e Induce la diferenciacién de unidades formadoras de
columna de eritrocito en proeritroblastos Cuando a los pacientes
que padecen de anemia debido a falla de rifiébn se da Epo, el
resultado es un incremento rapido y significativo en conteo de
glébulos rojos

Los compuestos objetivo endégenos adecuados incluyen
Factor | de Crecimiento Similar a Insulina (IGF-I) IGF-I
(originailmente llamado somatomedina C) es un factor de
crecimiento estructuralmente relacionado con insulina IGF-| es |la
proteina primaria incluida en la respuesta de células a la hormona
de crecilmiento (GH) es decir, IGF-| se produce en respuesta a GH
e induce entonces las actividades celulares subsiguientas,
particularmente en crecimiento ésec Es la actividad de IGF-| en
respuesta a GH que da origen al término somatomedina Los
estudios subsiguientes han demostrado, sin embargo, que IGF-|
tiene actividades de paracrina y autocrina ademas de las

actividades de endocrina inicialmente observadas en hueso ElI
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receptor IGF-1, como el receptor de insulina, tiene actividad de
quinasa de tirosina intrinseca Perteneciente a sus similitudes
estructurales IGF-1 puede unirse al receptor de insulina pero lo
hace a una afinidad mucho méas baja a la que |a hace la insulina
por si misma

Los compuestos objetivo enddégenos adecuados incluyen
Factor | de Crecimiento Similar a Insulina (IGF-Il) IGF-Il se
expresa casi de manera exclusiva en tejidos neonatales y
embriénicos Después del nacimiento, el nivel de protelina |IGF-I|
detectable cae de manera significativa Por esta razén IGF-ll se
piensa que es un factor de crecimiento fetal EI receptor IGF-Il as
idéntico al receptor de manosa-8-fosfato que es responsable de la
integracién de enzimas lisozomales (que contlenen residuos de
manosa-6-fosfato) para la lisosomas

Los compuestos objetivo endbégenos adecuados incluyen
factor de necrosis de tumor beta TNF-beta (también llamado
linfotoxina) se caracteriza por su habilidad para matar un numero
de tipos celulares diferentes, asi como también la habilidad de
inducir diferenciacién terminal en otros Una respuesta no
proliferativa significativa a TNF-beta es una inhibicién de lipasa de
lipoproteina presente en la superficle de células endoteliales
vasculares EIl sitio predominante de sintesis de TNF-beta es T-
linfocitos, en particular la clase especial de células T llamados T-
linfocitos citotdxicos (células CTL) La induccién de expresidén de

TNF-beta resulta de las elevaciones en IL-2 asi como también la
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interaccion de antigeno con receptores de célula T

Los compuestos objetivo enddgenos adecuados incluyen
factor de necrosis de tumor alfa (TNF-alfa) TNF-alfa (también
llamada linfotoxina B, o caquectina) es una citoquina inflamatoria
pleiotrépica y puede causar necrosis de algunos tipos de tumores
TNF-alfa comparte solamente 36% de homologla de secuencia de
aminoécidos con TNF-beta Aun, las estructuras terciarias de las
dos protelnas son remarcadamente similares y ambas se unen a
los receptores de TNF, TNFR-1 y TNFR-2 TNF-alfa es una
proteina trimérica codificada dentro del principal complejo de
histocompatibilidad Se identifica primero en su forma secretada
17 kd, pero busqueda adicional mostré entonces que un precursor
27kd no desdoblado también existe en forma de transmembrana
Los macréfagos estimulados producen TNF-alfa 27kd, que pueden
ya sea unirse directamente a receptores TNFR-1 y TNFR-2 a
través de contacto de «célula a célula o experimentan
desdoblamiento y se unen en su forma soluble La citoquina se
produce por varios tipos de células, pero especialmente por
macréfagos Bajos niveles de TNF-alfa promueven el remodelado
o reemplazo de tejido senescente o lesionado al estimular el
crecimiento de fibroblasto Las funciones benéficas adicionales de
TNF-alfa incluyen su papel en |la respuesta inmune a invasiones
bacterianas, y ciertas fungicas, virales y parasitas asl como
también su papel en la necrosis de tumores especificos Por

ultimo, actua como una clave mediatica en la respuesta inmune
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inflamatoria local TNF-alfa es una proteina de fase aguda que
inicia una cascada de citoquinas e incrementa la permeabilidad
vascular, reclutando as! el macréfago y neutréfilos a un sitio de
infeccién TNF-alfa secretada por el macréfago causa la
coagulacién sanguinea que sirve para contener la infeccién TNF-
alfa también muestra efectos crénicos (por ejemplo, en
inflamacién) y sobreproduccion prolongada de TNF-alfa también
resulta en una condiclén conocida como caquexia, que se
caracteriza por anorexia, catabolismo neto, pérdida de peso y
anemia y que ocurre en enfermedad tal como cancer y SIDA

Los compuestos objetivo enddgenos adecuados incluyen
citoquinas y factores de crecimiento en hematopoyesis, tales
como, CD34, CIL (linfoquina inhibiendo la colonia), Daniplestim,
GADS (adaptador relacionado con GRB2 aguas abajo de shc),
factor de crecimiento de célula Hepatopoyética, quinasa de célula
Hematopoyética, fosfatasa de célula Hematopoyética, quinasa que
carece de tirosina consenso Hematopoyética, factor estimulante de
colonia Hematopoyética-309, Hematopoyetina-1, Hematopoyetina-
2, péptido Hemoregulador, HIM, Hiwi, HnudC, progenipoyetina,
progenipoyetina-1, progenipoyetina-2, progenipoyetina-4,
Promegapoyetina, Promegapoyetina-1, Promegapoyetina-ia, vy
Sintoquina

Otros factores de crecimiento hematopoyético en un sentido
amplio Incluyen los diversos factores estimulantes de colonia (ver

CSF, incluyendo G-CSF, GM-CSF, M-CSF), Epo, SCF (factor de
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célula germinal, SCPF (factor de proliferacion de célula germinal),
varias Interleuquinas (IL1, IL3, IL4, ILS, IL6, IL11, 1L12), LIF, TGF-
beta, MIP-1-alfa, TNF-alfa, también muchos otros factores de peso
molecular bajo, y varias otras citoquinas Muchas de estas
proteinas son multifuncionales Actuan en etapas de
diferenciacién muy tempranas o en etapas posteriores, también
pueden actuar en una manera especifica de linaje o pueden
influenciar méas de un linaje La proliferacion y maduracidn de
progenitores comprometidos se controla por los factores
especificos de linaje que actuan al ultimo tales como Epo, M-CSF,
G-CSF, e IL6 Los progenitores multipotenciales comenzando la
proliferacién celular activa se regulan por varias citoquinas de
recubrimiento, incluyendo IL3, GM-CSF, e IL4 La activacidon al
ciclar por progenitoras primitivos durmientes y mantenimiento de
célula B potencial de los progenitores primitivos parece requerir
interacciones de citoquinas de actuacién temprana incluyendo ILS,
G-CSF, IL11, IL12, LIF, y SCF Dependiendo de sus actividad
bloldgicas se han clasiflcado las hematopoyetinas en varios
subgrupos

El término hematopoyetinas tipo 1 se utiliza ocasionalmente
para describir estos factores incluidos en la regulacién de
hematopoyesis que actuan directamente en algunos tipos
celulares Este grupo Iincluye IL3 (multl-CSF) vy GM-CSF Los
factores que sinergizan con factores estimulantes de colonia pero

que por ellos mismos no poseen actividad estimulante de colonia
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intrinseca se han referido ocasionalmente como hematopoyestinas
tipo 2 Incluyen IL1, IL4, IL5 y IL6 Hematopoyetinas tipo 3 son
aquellas modulando el crecimiento hematopoyético al estimular la
liberacién de factores estimulantes de colonia por sus células
productoras respectivas Incluyen L1 , IL2, TNF-beta e IFN-
gamma

Algunos factores regulan negativamente los procesos de
hematopoyesis Pueden inhbir selectivamente |la proliferacidon de
algunos tipos de células hematopoyéticas y pueden aun inducir la
muerte celular EI factor de crecimiento de transformacién TGF-
beta, por ejemplo, actua predominantemente en células
hematopoyéticas primitivas y células linfoides E| factor llamado
MIP-1-alfa (proteina inflamatoria de macréfago-1-alfa) muestra
actividad simlilar en células mielopoyéticas primitivas

Compuestos objetivo endbgenos adecuados incluyen
compuestos endogenos incluidos en anglogenesis Ejemplos de
compuestos endégenos incluidos en angiogenesis Incluyen,

Prolactina 16K, ADAMTS-1, ADAMTS-8, Adrenomedulin, proteina

celular migratoria Angio-asociada, Angiogenin, proteina
relacionada con anglogenin, Angiomodulin, Angiomotin,
Angiopoystina-1, Angiopoyetina-2, Angiopoyetina-3,

Angiopoyetina-4, Angiopoyetina-5, Angiopoyetina-similar a 1
angliopoyetina-similar a 2, angiopoyetina-similar a 3,
angiopoyetina-similar a 4, Angiopoyetina-relacionada con proteina-

2, Angiostatin, Angiotensin-2, Angilotropin, ARP-2, factor de
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motihdad autocrina de melanoma B16-F1, Inhibidor-1 de
angiogénesis especifico de cerebro, inhibidor-2 de angiogénesis
aespecifico de cerebro 2, inhibidor-3 de angiogénesis especlfico de
cerabro C49a, ensayo CAM, factor de anti-tumor derivado de
cartilago, inhibidor derivado de cartllago, CATF, cCAF, CD5&5, CDI,
CDT6, inhibidor derivado de condrocito, inhibidor derivado de
condrocito de angiogénesis y actividad de metaloproteinasa
Condromodulin-1, factor de crecimiento derivado de
Condrosarcoma, CLAF de ensayo de membrana coriocalantéico,
colageno tipo 18, factor de crecimiento de tejido conectivo, factor
angiogénico de |uteo habeas, proteina inhibidora de
degranulacién, EGF, EG-VEGF, factor-1 de angiogénesis derivado
de rifdn embridnico, factor-2 de angiogénesis derivado de rifidn
embriénico, factor de crecimento endotelial vascular derivado de
glandula endocrina, Endorepelin, endostatin, factor anglogénico
estimulante de célula endotelial, factor de crecimiento derivado de
célula endotelial, polipéptido-2 activador de monocito endotehal
ESAF, f-ECGF, FGF, FGF-4, fragmento E de fibrina, factor de
crecimiento celular endotelial derivado de Fibroblasto, proteina-12
secretada Iinducible por fibroblasto, FrzB2, GFB-111, factor
inhibidor de angiogénesis derivado de glioma, hormona de
crecimiento, GSM, HAP, Haptoglobin, factor promotor de neurita de
unién a heparina, factor de crecimliento de hepatocito, HGF, HUAF
factor angiogénico de humano, factor-1 de angiogénesis de

inhibidor de humano, factor de angiogénesis uterino de humano
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IFN-alfa, IFN-gamma, IGF, IGF-1, IGF-BP-7, jagged. KAF,
kalistatin, K-FGF, factor angiogénico de rinén, quinostatina, factor
estimulante de migracién, proteina/proliferina regulada de
mitégeno, proteina-4 regulada de mitdgeno, Monocito-Angiotropin,
MRP/PLF, MRP-4, Neuroleuquina, Neuropilin-1, NKGS5, NLK,
Notch-1, Notch-4, ORF-74, factor de crecimiento ovéarico, PAF,
proteina relacionada con hormona paratiroidea, PD-ECGF, PDGF
PDGF-BB, PEDF, PF4, PGI, factor de crecimiento de placenta de
factor derivado de epitello de pigmento, factor angiogénico
placental, factor-4 de plaqueta, factor de crecimiento celular
endotelial derivado de plaqueta, PIGF, PrGF, Prokineticin-1,
proteina relacionada con proliferina, factor estimulante de
Prostaciclina, factor de crecimiento prostatico, dominio PRP
kringle-2 de protrombina, PTHrP, RNASES5, factor Scatter,
semaforin-3, Sprouty, TAF, TAMF, TGF-alfa, TGF-beta, trombina,
Trombospondina, TIE-1 , TIE-2 factor de tejido, TNF-alfa, TNF-
beta, inductor de apoptosis débil similar a TNF, Transferrina, TSP,
factor de angiogénesis de tumor, factor de motilidad autocrina de
tumor, Tumstatin, TWEAK, factor de angiogénesis uterino, factor
de permeabilidad vascular, Vasculotropina, VEGF, VEGF-162,
VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGI, VPF

Muchos factores de crecimiento diferentes y citoquinas han
mostrado ejercer actividades quimiotacticas, mitogénicas,
modulares o inhibidoras en células endoteliales, célula muscular

lisa y fibroblastos y, por lo tanto, puede esperarse que participen
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en procesos anglogénicos en una manera u otra El proceso
incluye la acclén concertada de enzimas proteoliticas,
componentes de matriz extracelular, moléculas de adhesién
coelular, y factores vasoactivos Los factores modulando el
crecimiento, conducta quimiotactica y/o actividades funcionales de
células musculares lisas incluyen Activina A, Adrenomedulin,
aFGF, ANF, Angiogenin , Angiotensin-2 , Betacelulin, bFGF, CLAF,
ECDGF (factor de crecimiento derivado de célula endotelial), ET
(Endotelinas), Factor X, Factor Xa, HB-EGF, inhibidor derivado del
corazén de proliferaciédn celular vascular, IFN-gamma, IL1, LDGF
(factor de crecimiento derivado de Leiomioma), MCP-1, MDGF
(factor de crecimiento derivado de macréfago, factor de
crecimiento derivado de monocito), NPY, Oncostatina M, PD-
ECGF, PDGF, Prolactin, Protelna 8, SDGF (factor de crecimiento
derivado de célula muscular lisa), SDMF (factor de migracién
derivado de célula muscular lisa), Taquiquinins, TGF-beta,
Trombospondin

Los factores modulando crecimiento, conducta quimiotactica
y/o actividades funcionales de células endoteliales vasculares
Incluyen AcSDKP, aFGF, ANF, Angiogenin, angiomodulin,
Angiotropin, AtT20-ECGF, B61, bFGF, actividad inducida por
bFGF, CAM-RF, ChDi, CLAF, ECGF, ECI, EDMF, EGF, EMAP-2,
Neurotelin (ver EMMPRIN), Endostatin, inhibidor del factor de
crecimiento endotelial, factor de mantenimiento de wiabilldad

celular endotelial, Epo, FGF-5, IGF-2 (ver actividad promotora del
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crecimiento para células endoteliales vasculares), HBNF, HGF,
HUAF, IFN-gamma, L1, K-FGF, LIF, MD-ECI, MECIF, NPY,
Oncostatin M, PD-ECGF, PDGF, PF4, PIGF, Prolactin, TNF-alfa,
TNF-beta, Transferrina VEGF Algunos de estos factores son
factores de proteina detectados inicialmente debido a algunas
otras actividades bilolégicas y después muestran promover
angiogénesis La lista de factores de proteina angiogénicamente
activos in vivo incluyen factores de crecimiento de fibroblasto (ver
FGF), Angiogenin, Angiopoyetina-1, EGF, HGF, NPY, VEGF, TNF-
alfa, TGF-beta, PD-ECGF, PDGF, IGF, IL8, Hormona de
crecimiento Fragmento E de fibrina se ha mostrado también por
tenar actividad angiogénica Ademés hay factores tal como
Angiopoyetina-1 que no se comportan como factores de
crecimiento clasicos para células endoteliales pero juegan un
papel prominente en procesos angiogénicos y vasculogénicos
PF4 y un fragmento 16 kDa de Prolactina son inhibidoraes /n vivo
Compuestos objetivo endégenos adecuados incluyen
compuestos enddgenos incluidos en la formacién y mantenimiento
de los sistemas nervioso periférico y/o central, tales como factores
naurotréficos que maejoran la diferanciacién neuronal, inducen
proliferaciéon, influencian funciones sinépticas, y promueven la
supervivencia de neuronas que se destinan normalmente a morr
durante diferentes fases del desarrollo del sistema nervioso
periférico y central Ejemplos de tales proteinas inciuyen

neurotrofinas, tales como BDNF (factor neurotréfico derivado del
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cerebro), NGF, NT-3 (neurotrofin-3), NT-4, NT-5, NT-8, NT-7
CNTF (factor neurotréfico clllar), GDNF (factor neurotréfico
derivado de linea celular glial), y Purpurina Factores de
crecimiento tales como bFGF o LIF tamblén se encuentran de
manera frecuente entre las neurotrofinas debido a sus actividades
tréficas en un numero de neuronas

BDNF, NGF y NT-3 se refleren algunas veces también
colectivamente como la familla de proteina NGF ya que NGF es el
miembro fundador de esta famllla de proteinas Ha sido posible
por combinacién de elementos estructurales de NGF, BDNF y NT-
3, formar la Pan-Neurotrofin-1 (PNT-1) multifuncional que activa
eficientemente todos los receptores trk y despliega multiples
especificidades neurotréficas Otro factor de supervivencia
neuronal es NSE (enolasa especifica de neurona) Otros factores
con actividades neurotréficas normalmente no se clasiflcan como
neurotrofinas y con frecuencla poseyendo un espectro mas amplio
de funciones son EGF, HBNF (factor promotor de neurita de unién
a heparina), IGF-2, aFGF y bFGF, PDGF, NSE (enolasa especifica
de neurona), y Activina A Para factores de crecimiento
antiproliferativos afectando las células neurales ver también
proteina antiprolfierativa neural, Astrostatina, GGIF (factor de
crecimiento inhibidor glial)

Dependiendo de sus bioactividades se hace una distincién
entre los factores promotores de neurita (NPFs) y factores de

diferenciacién neuronal Los factores promotores de neurita no
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promueven la supervivencia neuronal o crecimiento general por
ellos mismos sino que requieren ademas uno o mas factoras
neurotréficos para inducir el crecimiento de procesos dendriticos o
axonales Los factores con actividad NPF incluyen NGF, $100,
GMF-beta (factor de maduracién glial), proteoglicanos, merosin,
colagenos, moléculas de adhesién celular, y lammnin

Compuestos objetivo enddgenos adecuados incluyen
compuestos endoégenos incluidos en la curaciéon de herida Las
plaquetas son una fuente rica de citoquinas y factores de
crecimiento localmente activos Entre otras cosas los factores
derivados de plaqueta incluyen dinucledtido de adenosina (que
induce la agregacion de plaqueta y también estimula la migracién y
prolifaraciéon celular), Beta-Tromboglobulina, bFGF, CTAP-3
(protelna-3 de activaciéon de tejido conector), EGF, polipéptido-1
quimiotéactico de eosindficlo (es decir, RANTES), f-ECGF (factor de
crecimlento de célula endotelial derivado de fibroblasto)
fibronectina (que sirve como un ligando de matriz temprano para
agregacidn de plaqueta), HCI| (inhibildor de colagenaza de
humano), HGF (factor de crecimiento de hepatocito), HRF (factores
de liberacibn de histamina), IGF-BP-3, NAP-2 (proteina-2 de
activacion de neutréfilo), NAP-4 (proteina-4 de activacidn de
neutréfilo), PBP (proteina basica de plaqueta), PD-ECGF (factor
de crecimiento de célula endotelial derivada de plaqueta), PDGF,
PF4, factor de activacién de plaqueta (PAF, incluido también en

agregacion de plaqueta), serotonin (que Induce permeabilidad
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vascular y es un quimigatrayente para neutréfilos), Somatostatin,
TGF-alfa, TGF-beta, tromboxano A2 (que se Incluye en
vasoconstriccion, agregacion de plaqueta, y quimiotaxis),
Vitronectin

Los leucocitos de sangre periféricos circulantes migran en el
espacio de la herida Las primeras células que aparecen en el
area de la herida son neutrdfilos Los numeros de neutréfilo
alcanzan niveles maximos aproximadamente 24 horas después de
la lesidn Su migracién se estimula por varios factores
quimiotacticos y citoquinas, incluyendo factores de complemento,
IL1, TNF-alfa, TGF-beta, y quimioquinas tales como IL8, GRO-alfa,
PF4, MCP-1, IP-10, mig, y también por polisacaridos bacterianos
Los neutréfilos se adhieren al endotelio por medio de selectinas,
que funcionan como receptores de neutréfilo en la superficie de
célula endotelial Los receptores de integrina en las superficies
celulares de neutrdfilo facilitan la unién de neutrdfilos a Ia matnz
extracelular Los neutréfilos no parecen Jugar un papel critico en
la curacion de la herida en la ausencia de infecciones a medida
que las heridas pusden curarse en animales en los cuales los
neutréfilos se eliminan Los neutréfilos se remueven por
macréfagos de tejido cuando no se necesitan mas

Los monocitos aparecen aproximadamente 24 horas después
de la lesién y tienen valores maximos 48 después de la lesién Ya
que los monocitos maduran en los macréfagos pueden

considerarse una fuente esencial de citoquinas accionando los
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procesos de reparacién Los macréfagos y monocitos también se
atraen por una variedad de quimioquinas Estas quimioquinas
contribuyen a la Infiltracién espacial y temporalmente diferente de
subconjuntos de leucocito y de esta manera integran los procesos
reparativos e inflamatorios durante la reparaclon de la herida

Los macréfagos de tejido son las células que esencialmente
controlan y regulan el proceso de curacidn de la herida y las
heridas no pueden curarse sin la participacion de estas células
como se muestra por los experimentos incluyendo eliminacién de
macréfagos de herida La diferenciacion de macréfagos se inicia
por varias citoquinas espacificas Muchas citoquinas producidas y
sacretadas por macrofagos activados favorecen la migracidn
adicional de células Inflamatorias en el 4rea de la herida Los
macriéfagos también controlan la degradaciéon de la matnz
extracelular y regulan la remodelacion de |a matriz de herida Los
macrofagos secretan las citoquinas y factores de crecimiento
incluyendo TGF-beta, FGF, VEGF, y quimioquinas tal como JE

TGF-beta parece ser al factor principal responsable de la
formacion de tejido de granulacidn y la sintesis de proteinas de la
matriz extracelular y de esta manera se ha referido como una
*hormona de la herida® TGF-beta es un miembro de uno de los
grupos mas compiejos de superfamilias de citoquina, consistiendo
de varias isoformas de TGF-beta y otros miembros de la familia
por ejemplo, Activina A y BMP La complejidad del proceso de

curacibn de heridas se ilustra por la observacién que la
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manipulacion de las proporciones de miembros de la superfamilia
de TGF-beta, particularmente la proporcion de TGF-beta-l en
relaciédn a TGF-beta-3, reduce la cicatrizacion y fibrosis

Re-epitelizacién se media por factores de crecimiento
mitogénicos y quimiotacticos de la familila EGF de factores de
crecimiento Leptina se ha mostrado ser un factor de crecimiento
potente para queratinocltos durante la curacion de la herida

La fase final de la curaclén de la herida se caracteriza por el
reemplazo gradual de los tejidos de granulacién por tejido
conectivo Este proceso también requiere accionar localmente las
citoquinas Sin embargo, poco se conoce acerca de los factores y
mecanismos que |limitan eventualmente el crecimiento del tejido
una vez que el proceso de reparaclén se ha completado La
sintesis de colageno e inhibidores de proteinaza se estimula, entre
otras cosas por TGF-beta y factores relacionados El cierre de la
herida y la evolucibn de una cicatriz se asocia con una
disminucién de golpe en celularidad, Incluyendo desaparicién de
miofibroblastos tipicos Se ha sugerido que |la muerte celular por
apoptosis es el mecanismo responsable de la evoluclén de tejida
de granulacién en una cicatriz

La curacién de la herida fetal es sobresaliente por su
ausencia de cicatrizacién Existe alguna evidencia de que [os
fibroblastos adultos y fetales despliegan diferencias fenotipicas en
términos de actividad migratoria, respuesta motogénica a

citoquinas y la sintesis de citoquinas motogénicas, factores de
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crecimlento y macromoléculas de matriz

Al manipular las acciones del factor de crecimiento y
citoquinas, es posible acelerar o modilficar la curacién de la herida
Los experimentos de animal y también experiencia clinica han
demostrado que la administracidon tépica de varias citoquinas,
incluyendo bFGF, EGF, KGF, PDGF, TGF-beta, ya sea solos o en
combinacién, acelera considerablemente la curacidn de la herida
al estimular la formacidn de tejdo de granulaclén y mejorar la
epitelizacidn

Los compuestos objetivo endoégenos adecuados incluyen
proteinas de fase aguda de Inflamacion Los ejemplos adecuados

de tales protelnas y sus funciones se proporciona en la Tabla 2
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Los inductores principales de proteinas de fase aguda son
IL1, IL6, y TNF Los dos mediadores IL1 y IL8 se han utilizado
para clasificar las proteinas de fase aguda en dos subgrupos Las
proteinas de fase aguda tipo 1 son aquellas que requieren la
acciéon sinergistica de IL6 e IL1 para sintesis maxima Ejemplos
de proteinas Tipo 1 son proteina C-reactiva, amiloide de suero A y
glicoprotelna de acido alfa-1 Protelnas de fase aguda tipo 2 son
aquellos que requieren IL8 solamente para inducclén maxima
Ejemplos de proteinas Tipo 2 son cadenas de fibrindgeno,
haptoglobina, y alfa-2-Macroglobulina Expresién de genes
codificando proteinas de fase aguda tipo 2 se suprime en lugar de
mejorarse frecuentemente por IL1 (Ramadori et a/, Fey ot al) Los
efectos aditivos, sinerglsticos, co-operativos y antagonisticos
entre citoquinas y otras substancias mediadores que influencian la
expresién de proteinas de fase aguda ocurren y se han observado
en casi todas las combinaciones Muchas citoquinas también
muestran efectos diferenciales, induciendo la sintesis de una o
dos proteinas de fase aguda pero no otros Por ejemplo, Activina
A induce un subconjunto de proteinas de fase aguda en células
HepG2 Lipopolisacéaridos bacterianos y varlas citoquinas
(principalmente IL1, IL6 y TNF pero también LIF, CNTF, oncostatin
M, ILI1, y cardiotrofin-1) se incluyen en la inducclén de sintesis
SAA y algunas de estas citoquinas actuan de manera sinergistica

(Benigni et al)
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IL1 y también IFN-gamma reducen algunos de los efectos de
IL6 Algunos de los efectos de IL2 e IL6 se antagonizan por TGF-
beta La accion combinada de dos o aun mas citoquinas que
puede producir efectos que no tienen factor propio seria capaz de
lograrse En células de hepatoma HepG2 cultivadas, IL1, ILS,
TNF-alfa y TGF-beta inducen |la sintesis de antiquimotripsina y atl
mismo tiempo reprime la sintesis de albumina y AFP (aifa-
Featoproteina) La sintesis de fibrindgeno se induce por IL8 y este
ofecto es, a su vez, suprimida por IL1-alfa, TNF-alfa o TGF-beta-1

Compuestos objetivo endégenos adecuados incluyen
compuestos enddégenos incluldos en hemostasis y cascadas de
coagulacién Aparte de Incluirse en 1{a regulacién de
permeabilidad capllar y los vasos el endotelio de l|os vasos
sanguineos juegan un papel decisivo para mantener una superficie
no trombogénica al proporcionar activadores e Iinhibidores de
coagulacion y fibrinolisis El endotelio también se incluye en
modulacién de varios procesos inmunoldgicos

En células endoteliales IL1 Induce, entre otras cosas, la
sintesis de varios factores estimulantes de colonia, IL6, TNF-alfa,
prostaglandinas, factor de activacién de plaqueta (PAF), inhibidor
de activador de plasmindégeno (PAl) Un regulador endégeno
importante de IL1 es PGE2 que inhibe secrecién de IL1 y TNF-alfa
TNF-alfa, entre otras cosas, induce la sintesis de tromboplastina
de tejido (TPL) que participa en l|la formacién del complejo

activador del factor X que cataliza la generacién de trombina El
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complejo también activa el factor IX TNF-alfa también induce la
sintesis de IL1 por células endoteliales y esta IL1 también puede
promover la produccién de TPL, por células endoteliales La
sintesls de TNF-alfa también puede inducirse por IL1 TNF-alfa e
IL1 también inducen la sintesis de antigenos de superficie celular
La expresién de moléculas de adhesién incrementa la adhesién de
linfocitos y leucocitos en la pared del vaso y facilita de esta
manera la migracién transendotelial de estas células TNF-alfa &
IL1 subregulan el sistema de inactivacion de Proteina C al inhibir
la sintesis de trombomodulina La trombomodulina compuesta con
trombina activa proteina C que puede entonces formar los
complejos con protelna S unida por membrana Estos complejos
inhlben el factor Va La proteina C actlvada también neutraliza el
inhibidor de activador de plasminégeno (PAIl) por composicién
TNF-alfa y también IL1 de esta manera reducen la inactivacién del
factor Va

Otros compuestos objetlvo endbgenos adecuados Incluidos
en coagulacidén incluyen Kallkrein, Factor Xll, Factor Xlb, Factor
Xl|, Factor Xla, Factor IX, Factor IXa, Factor VIIl, Factar Vllla,
Factor X, Factor Xa, Factor Va, Factor Xllla, Protrombina
Trombina, Fibrinégeno, Fibrina, Plasminigen, Plasmina

Compuestos objetivo enddégenos adecuados también incluyen
hormonas, tales como hormonas de tensidbn (por ejemplo
Adrenalina, hormona Adrenocorticotrépica, Corticosterona

Epinefrina, Hormona de Crecimiento, Hidrocortisona)
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fluido/electrolito y hormonas vasculares (por ejemplo, Aldosterona,
Androstenodiona, Vasopresina, Bradiquinina, Calcitonina,
Neurotensina), hormonas digestivas y de higado (por ejemplo,
Colecistoquinina, Colesterol, VIP), hormonas reproductivas (por
ejemplo, Gonadotrophin Crénica, Epogen, Estradiol, Estriol,
Estrona, Etiocolanolona, FSH, Hormona Lactogénica, Hormona
Luteinizante, Testosterona, Oxitocina, Progesterona, Prolactina,
Gonadotrofina), hormonas que manejan azucar (por ejemplo,
Glucagon Insulina), hormonas de tiroide (por ejemplo, T2, T3, T4,
Hormona Trirotrépica, factor de Iliberacién Tirotrépico, TSH,
Hormona Paratiroidea), hormonas éseas (por ejemplo, CSF-1,
RANK1, miembros de la familia de Proteina Morfogénica 6sea), y
otras hormonas, tales como, hormona estimulante de tiroide (TSH),
hormona estimulante de foliculo (FSH), hormona luteinizante (LH),
Prolactina (PRL), hormona de crecimiento (GH). hormona
Adrenocorticotrépico (ACTH), hormona Antidiurética (ADH)
(vasopresina), Oxitocina, hormona de liberacidn de Tirotropina
(TRH), hormona de liberacién de Gonadotropina {(GnRH), hormona
de liberacibn de hormona de crecimiento (GHRH), hormona de
liberacién de corticotropina (CRH), Somatostatina, Dopamina,
Melatonina, Tiroxina (T4), Calcitonina, hormona de paratiroide
(PTH), Glucocorticoides (por ejemplo, Cortisol),
Mineralocorticoides (por ejemplo, aldosterona), Andrégenos (por
ejemplo, testosterona), Adrenalina (epinefrina), Noradrenalina

(norepinefrina), Estrégenos (por ejemplo, estradiol), Progesterona,
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gonadotropina crénica de humano (HCG), Insulina, Glucagén,
Somatostatina, Amilina, Entropoyetina (EPQ}, Calcitriol, Calciferol
(vitamina D3), péptido Atrial-natriurético (ANP), Gastrina,
Secretina, Colecistoquinina (CCK), Somatostatina, Neuropéptido Y,
Grelina, PYY3-36, factor de crecimiento-1 similar a insulina (IGF-
1), Angiotensinogen, Trombopoyetina, Leptina, Protelna 4 de
Unién a Retinol, y Adiponectina Ademéas hormonas adecuadas se

enlistan en la Tabla 3
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Tabla 4 proporciona una lista no exhaustiva de compuestos
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objetivo endégenos adecuados y terapéuticos preferidos para tener
como objetivo el compuesto endégeno con un ligando como se
describe en la presente La columna de ‘ldentificador
Ejemplificativo® proporciona los Numeros de Registro de los
Servicios de Resumenes Quimicos (CAS) (publicados por la
Sociedad Quimica Americana) y/o Numeros de Acceso al Banco
Genético ({(por ejemplo, Locus ID, NP_XXXXX (Proteina de
Secuencia de Referencia), y XP_XXXXX (Proteina de Modeslo)
identiticadores disponibles en la péagina web del Centro Nacional
para Informacién de Biotecnologia (NCBI) www ncbi nim nih gov)
que corresponden a las entradas en el Registro CAS o bases de
datos del Banco Genético que contlenen una secuencia de
aminoacidos del compuesto objetivo endégeno o de un fragmento o
variante del compuesto objetivo endégen Las paginas de
resumen asociadas con cada uno de estos Numeros de Acceso
GenSeq y Banco Genético y CAS asi como también las
publicaciones periodisticas citadas (por ejemplo, numero ID
PubMed (PMID)) se incorparan cada una para referencia en sus
totalidades, particularmente con respecto a las secuencias de
aminoéacidos descritas en |la presente La columna de “actividad
blolégica® describe las actividades bioldégicas asociadas con la
molécula objetivo endégena La columna ‘Indicacion Preferida”
describe la enfermedad, desordenes, y/o condiciones que pueden
tratarse, prevenirse, dlagnosticarse, o mejorarse por un ligando

que comprende una porcidn que tiene un sitio de unién con
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especificidad de unién para el compuesto objetivo endbégeno
indicado

La invencién también se reflere a un ligando que comprande
una porcién teniendo un sitio de unién con especificidad de unién
para cualquiera de los compuestos objetivo endégenos enlistados
en la Tabla 4 para utllizarse en la fabricacién de un medicamento
para tratar cualquiera de Ias |Indicaciones preferidas
correspondientes descritas en la Tabla 4

La invenciéon también se refiere a un método para tratar
cualquiera de las indicaciones preferidas enlistadas en la Tabla 4,
comprendiendo administrar a8 un sujeto en necesidad del mismo
una cantidad efectiva de un ligando que comprende una porcidn
teniendo un sitio de unidn con especificidad de umoén para el

compuesto objetivo endégeno correspondiente enlistado en la

Tabla 4
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Las listas presantadas de compuestos objetivo endégenos
por ningun medio son exhaustivas Donde un ligando se une a dos
epitopos (en los mismos o diferentes antigenos), el{los)
antigeno(s) pueden seleccionarse de esta lista En modalidades
particulares, el ligando comprende un dAb que une TNFR1 y un
segundo dAB o dominio de unién a epitopo que une cualquiera de
estos antigenos En tales modalidades, el igando multiespecifico
puede comprender cualquier combinaclén de dominios varlables de

inmunoglobulina (por ejemplo, VyVy, ViV, VLV.)

Ligandos y monémeros dAb que une albumina de suero

La invencién proporciona un ligando o monémero de dAb (por
ejemplo, ligando especifico dual comprendiendo tal un dAb) que se
une a albumina de suero (SA) con K, de 1nM a 500 4M (es decir, x
10° a 5 x 10%), preferentemente 100 nM a 10 uM
Preferentemente, para un ligando especifico dual comprendiendo
un primer dAb anti-SA y un segundo dAb a otro objetivo la
afinidad (por ejemplo K4 y/0 Kgpegeas COMO 8§ mMide por resonancia
de plasmén de superficie, por ejemplo utilizando BiaCore) del
segundo dAb para su objetivo de 1 a 100000 veces
{(preferantemente 100 a 100000, mas preferentemente 1000 a
100000, o 10000 a 100000 veces) la afinidad del primer dAb para
SA Por sejemplo, el primer dAb une SA con una afinidad de
aproximadamente 10 #M, mientras el segundo dAb une su objetivo

con una afinidad de 100 pM Preferentemente, la albumina de
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suero es albumina de suero de humano (HSA) En una modalidad,
el primer dAb (0 un monémero dAb) une SA (por esjemplo, HSA)
con Ky de aproximadamente 50, preferentemente 70, y mas
preferentemente 100, 150 o0 200 nM

En ciertas modalidades, el mondmero de dAb que une SA
resiste agregacién, se desdobla de manera reversible y/o
comprende una regién de estructura como se describe arriba para

monémeros de dAb que unen TNFR1

Formatos de ligando

Ligandos y mondémeros de dAb pueden formatearse como
anticuerpos mono o0 multiespecificos o fragmentos de anticuerpo o
en estructuras sin anticuerpo mono o multiespecificos Los
formatos adecuados incluyen, cualquier estructura de polipéptido
adecuada en la cual un dominio variable de anticuerpo 0 una o
méas de las CDRs de la misma puede incorporarse para conferir la
especificidad de unién para antigeno en {a estructura Una
variedad de formatos de anticuerpo adecuados se conocen en la
materia, tales como, formatos similares a I19gG, anticuerpos
quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos humanos,
anticuerpos de cadena sencilla, anticuerpos bilespecificos,
cadenas de pesada de anticuerpo, cadenas de Iligera de
anticuerpo, homodimeros y heterodimeros de cadenas pesadas de
anticuerpo y/o cadenas ligeras, fragmentos de unién a antigeno de

cualquiera de lo anterior (por ejemplo, un fragmento Fv (por
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ejemplo, Fv (scFv) de cadena sencilla, Fv unido a disulfuro), un
fragmento Fab, un fragmento Fab', un fragmento F(ab');), un
dominio variable sencillo (por ejemplo, Vu, V.. Vuun), un dAb, y
versiones modificadas de cualquiera de lo anterior (por ejemplo,
modificados por la unién covalente de glicol de polialquileno (por
ejemplo, glicol de polietileno, glicol de polipropileno, glicol de
polibutileno) u otro polimero adecuado) Ver, PCT/GB03/002804,
presentada el 30 de Junio de 2003, que designa los Estados
Unidos, (WO 2004/081026) considerando PEGilados de dominlos
variables unicos y dAbs, métodos adecuados para preparar los
mismas, incrementa la vida madla /n vivo de los dominios variables
unicos PEGilados y monémeros dAB y multimeros La ensefianza
completa de PCT/GB03/002804 (WO 2004/081028), Incluyendo las
porciones referidas arriba, se incorpora en la presente para
referancia

El hgando puede formatearse como un dimero, trimero o
polimero de monémeros de dAb deseados, por ejemplo utiizando
un enlazador adecuado como (Gly,S er),, donde n = de 1 a 8, por
ejemplo 2 3, 4, 5, 6 o 7 S| se desea, llgandos, incluyendo
monémeros de dAb, dimeros y trimeros, pueden unirse a un
anticuerpo regién Fc, comprendlendo uno o ambos dominios C,2 y
Cu3, y opcionalmente una regién de andamio Por ejemplo, los
vectores que codifican ligandos unidos como una secuencia de
nucleétido unica a una region Fc pueden utilizarse para preparar

tales polipéptidos
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Los ligandos y monémeros de dAB también pueden
combinarse y/o formatearse en estructuras de multiples ligandos
de no anticuerpo para formar complejos multivalentes, que unen
moléculas objetivo con el mismo antigeno, proporcionando de tal
modo avidez superior Por ejemplo, los receptores bacterianos
naturales tales como SpA pueden utilizarse como andamios para el
injerto de CDRs para generar ligandos que se unen
especificamente a uno o mas eplitopos Los detalles de este
procedimiento se describen en EE UU 5,831,012 Otros andamios
adecuados incluyen aquellos basados en fibronectina vy
afficuerpos Los detalles de los procedimlentos adecuados se
describen en WO 98/58965 Otros andamios adecuados Inciuyen
lipocalina y CTLA4, segun se describe en van den Beuken et a/ , J
Mol Biol 310 591-601 (2001), y los andamios tales como aquellos
descritos en WO 00/69907 (Medical Research Council), los cuales
se basan por ejemplo en |la estructura de anillo de GroEL
bacteriano u otros polipéptidos de chaperona Los andamios de
proteina pueden combinarse, por ejemplo, CDRs pueden injertarse
sobre un andamio de CTLA4 y utilizarse Junto con dominios de
inmunoglobulina V4 o V, para farmar un ligando Del mismo modo,
flboronectina, lipocalina y otros andamios pueden combinarse

Una variedad de métodos adecuados para preparar cuaiquier
formato deseado se conocen en la materia Por ejemplo, las
cadenas de anticuerpo y formatos (por ejemplo, formatos tipo 19G,

anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos
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humanos, anticuerpos de cadena sencilla, anticuerpos
biespecificos, cadenas pesadas de anticuerpo, cadenas ligeras de
anticuerpo, homodimeros y heterodimeros de cadenas pesadas de
anticuerpo y/o cadenas ligeras) pueden prepararse por expresién
de construccién de expresion adecuada y/o cultivo de células
adecuadas (por ejemplo, hibridomas, heterohibridomas, células
huésped recombinante que contienen construccliones
recombinantes que codifican el formato) Ademas, los formatos
tales como fragmentos de unién de antigeno de anticuerpos o
cadenas de anticuerpo (por ejemplo, un fragmento Fv (por ejamplo
cadena sencilla Fv (scFv), un Fv unido a disulfuro), un fragmento
Fab, un fragmento Fab’, un fragmento F(ab’),), pueden prepararse
por expresion de construcclones de expresion adecuadas o por
digestiébn enzimatica de anticuerpos, por ejemplo, utilizando
papalna o pepsina

El ligando puede formatearse como un ligando especifico
dual o un ligando multi-especifico, por ejemplo, segun se describe
en WO 03/002609, las ensefianzas completas de las cuales se
incorporan en la presante para referencia Los ligandos
especificos duales comprenden dominios variables unicos de
inmunoglobulina que tienen especificidades de unién diferentes
Tales ligandos especificos duales pueden comprender
combinaciones de dominios de cadena ligera y pesada Por
ejemplo, el ligando especifico dual puede comprender un dominio

Vx ¥ un dominio V., los cuales pueden unirse juntos en la forma de

e
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un scFv (por ejemplo, utilizando un enlazador adecuado tal como
Gly.Ser), o formatearse en un anticuerpo biespecifico o fragmento
de unién de antigeno del mismo (por ejemplo, fragmento F(ab'),)
Los ligandos especificos duales no comprenden pares Vu/V,
complementarios que forman un sitio de unién por antigeno de
anticuerpo de dos cadenas convencional que une el antigeno o
epltopo cooperativamente A su vez, los ligandos de formato dual
compranden un par complementario V,/V_, en donde los dominios
V tienen especificidades de union diferentes

Ademas, los ligandos especificos duales pueden comprender
uno o mas dominios Cy o C, deseados Un dominio de regién de
andamio también puede incluirse s8i se desea Tales
combinaciones de dominios pueden, por ejemplo, imitar
anticuerpos naturales, tales como IgG o igM, o fragmentos del
mismo, tales como moléculas Fv, scFv, Fab o F{ab'); Otras
estructuras, tal como un brazo unico de una molécula IgG que
comprende dominios V,, V., Cuyl y C,, se contemplan
Preferentemente, el ligando especifico dual de la invencién
comprende solamente dos dominios variables a pesar de que
varios de tales ligandos pueden incorporarse juntos en la misma
proteina, por ejemplo, dos de tales ligandos pueden incorporarse
en un IgG o una inmunoglobulina multimérica, tal como IgM
Alternativamente, en otra modalidad una pluralidad de ligandos
aspeclficos duales se combinan para formar un multimero Por

ejemplo, dos diferentes ligandos especificos duales se combinan

™
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para crear una molécula tetra-especifica  Se apreciard por un
experto en la materia que las regiones variables pesadas y ligeras
de un ligando especifico dual producido de acuerdo al método de
la presente invencion puede seor sobre la misma cadena de
polipéptido, o alternativamente, en diferentes cadenas de
polipéptido En el caso de que las regiones variables se
encuentren sobre diferentes cadenas de polipéptido, entonces
pueden unirse por medio de un enlazador, generaimente un
enlazador flexible (tal como una cadena de polipéptido), un grupo
enlazador quimico, o cualquier otro método conocido en la
materia

El ligando multiespecifico posee mas de una especificidad de
unién por epltopo Generaimente, el ligando multiespecifico
comprende dos o mas dominios de unién por epitopo, tales dAbs o
dominio de proteina de no anticuerpo comprendiendo un sitio de
unlén para un epitopo, por ejemplo, un afficuerpo, un dominio SpA,
un dominio clase A de receptor LDL, un dominio EGF, un avimero
Los ligandos multiespacificos pueden formatearse ademas segun
se describe en |la presente

En algunas modalidades, el ligando es un formato tipo IgG
Tales formatos tienen la @estructura de cuatro cadenas
convencional de una molécula IgG (2 cadenas pesadas y dos
cadenas ligeras), en las cuales una o0 méas de las reglones
variables (Vy y 0 V) se han reemplazado con un dAb o dominio

variable sencillo de una especlficidad deseada Preferantemente,
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cada una de las regiones variables (2 regiones V, y 2 reglones V)
se reemplaza con un dAb o dominio varlable unico Los dAb(s) o
dominio (s) varlable (s) unico (s) que se Incluyen en un formato
tipo IgG pueden tener la misma especificidad o diferentes
especificildades En algunas modalldades, el formato tipo IgG es
tetravalente y puede tener uno, dos, tres o cuatro especificidades
Por ejemplo, el formato tlpo IgG puede ser monoespecifico y
comprende 4 dAbs que tienen I|la misma especificidad,
biespecificos y comprende 3 dAbs que tienen la misma
especificidad y otro dAb que tiene una diferente especificidad
biespecifico y comprende dos dAbs que tienen la misma
especificidad y dos dAbs que tienen la misma especificidad un
tercer dAbs con una diferente especificidad y un cuarto dAb con
una diferente especificldad de los dAbs primero, segundo y
tercero, o tetraespecifico y comprende cuatro dAbs que cada uno
tienen una diferente especlificidad Los fragmentos de unién por
antigeno de los formatos tipo 1gG (por ejemplo, Fab, F(ab'), Fab',
Fv, scFy) puede prepararse Preferentemente, los formatos tipo
IgG o fragmentos de unién por antigeno del mismo no degradan

TNFR1

Formatos Extendidos de Vida Media
Los ligandos pueden formatearse para extender in vivo la
vida media de suero La vida medio /in vivo aumentada es utll en

aplicaciones in vivo de inmunoglobullnas, especialmente

&
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anticuerpos y més especiaimente fragmentos de anticuerpo de
pequefio tamafio tal como dAbs Tales fragmentos (Fvs, Fvs unido
por disulfuro, Fabs, scFvs, dAbs) se aclaran rapidamente del
cuerpo, los cuales pueden limitar severamente las aplicaciones
clinicas

Un ligando (por ejemplo, un mondémero dAb) puede
formatearse para tener un tamafio hidrodindmico méas grande, por
ejemplo, por unién de un grupo de polialquilénglicol (por ejemplo
grupo polietilénglicol (PEG), grupo pollpropilénglicol), albumina de
suero, transferina, raceptor de transferina o al menos |la parte de
umién de transferina del mismo, una regién Fc de anticuerpo, o por
conjugacion a un dominio de anticuerpo En algunas modalidades
el ligando es PEGilado Preferentemente, el ligando PEGilado une
un compuesto objetivo endégeno con sustancialmente la misma
afinidad como el mismo ligando que no es PEGIllado Por ejemplo,
ol ligando puede ser un monémero dAb PEGilado que une un
compuesto objetivo endégeno, en donde el monémero dAb
PEGilado une dicho compuesto objetivo enddégeno con una afinidad
que difiere de la afinidad de dAb en forma no PEGIilada por no mas
de un factor de aproximadamente 1000 preferentemente no mas
de un factor de aproximadamente 100, méas preferentemente no
méis de un factor de aproximadamente 10, o con afinidad
sustancialmente afinidad sin cambiar en relacléon a una forma no
PEGilada

Los ligandos pequefios, tal como monémero dAb, puedsn

|8
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formatearse como un fragmento de unién por antigeno mas grande
de un anticuerpo o como un anticuerpo (por eJemplo, formatearse
como un Fab, Fab®’, F(ab),, F(ab')z, 19G, scFv) El tamado
hidrodinamico de un antagonista (por ejemplo, ligando, montmaero
dAb) y su vida media de suero puede también aumentarse al
conjugar o unir el antagonista a un dominio de unién {por ejemplo,
anticuerpo o fragmento de anticuerpo) que une un antigeno o
epltopo que aumenta la vida media /n vivo, segun se describe en
la presente Por ejemplo, el ligando (por ejemplo, monémero dAb)
puede conjugarse o unirse a una albumina de anti-suero o receptor
Fc anti-neonatal dAb, Fab, Fab' o scFv, 0 a un aficuerpo de anti-
SA o affiicuerpo de receptor Fc anti-neonatal

El tamafio hidrodindmico de los ligandos (por ejemplo
monémeros dAb y multimeros) de la invencién puede determinarse
utilizando métodos que se conocen bien en |la materia Por
ejemplo, la cromatografia de filtracion de gel puede utilizarse para
determinar al tamafio hidrodindmico de un ligando Las matrices
de filtracion de gel adecuadas para determinar los tamafos
hidrodinamicos de hgandos, tal como aglomerantes de agarosa
degradada, se conocen bien y faclimente disponibles

El tamafio de un formato de ligando (por ejemplo, el tamafio
de una porcién PEG unida a una porcién de unidad que tiene un
sitlo de unién por un compuesto objetivo endégeno, puede variarse
dependiendo de la aplicacion deseada Por ejemplo, en donde el

ligando se pretende que deje la circulacibn y entre en tejidos
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periféricos, es deseable mantener el tamafio hidrodinamico del
ligando bajo para facilitar la extravasaclén de la corriente de
sangre Alternativamente, en donde se desea tener el ligando
restante en la circulacidn sistémica por un perfodo mas largo de
tiempo el tamafio de ligando puede aumentarse, por ejemplo, al
formatear una proteina tipo Ig o por adicién de una porcién PEG
de 30 a 60 kDa

Los ejemplos de albumina adecuada, fragmentos de
albumina o variantes de albumina para utllizarse en ligando de
acuerdo a la invenciéon se describen en WO 2005/077042A2, |a
cual se incorpora en la presente para referencia en su totahdad
En particular, la siguiente albumina, fragmentos de albumina o
variantes de albumina pueden utllizarse en la presente invencién

. SEQ ID NO 1 (como se describe en WO
2005/077042A2, esta secuencla Incorporandose explicitamente en
la presente descripclén para referencia),

. fragmento de albumina o variante comprendiendo o
consistiendo de aminoécidos 1-387 de SEQ ID NO1 en WO
2005/077042A2,

. albumina, o fragmento o variante de la misma,
comprendiendo una secuencia de aminoécidos seleccionada del
grupo consistiendo de (a) aminoacidos 54 a 61 de SEQ ID NO 1
en WO 2005/077042A2, (b) aminoacidos 76 a 89 de SEQ ID NO 1
en WO 2005/077042A2, (c) aminoécidos 92 a 100 de SEQ ID NO 1
en WO 2005/077042A2, (d) aminoacidos 170 a 178 de SEQ iD

| ¥
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NO 1 en WO 2005/077042A2, (e) aminodcidos 247 a 252 de SEQ
ID NO 1 en WO 2005/077042A2, (f) aminoacldos 266 a 277 de SEQ
ID NO 1 en WO 2005/077042A2, (g) aminoacidos 280 a 288 de
SEQ ID NO 1 en WO 2005/077042A2, (h) aminoacidos 362 a 368
de SEQ ID NO 1 en WO 2005/077042A2, (1) aminoacidos 439 a 447
de SEQ ID NO 1 en WO 2005/077042A2 (J) aminoécidos 462 a 475
de SEQ ID NO 1 en WO 2005/077042A2, (k) aminoéacidos 478 a
486 de SEQ ID NO 1 en WO 2005/077042A2, y (1) aminoacidos
560 a 566 de SEQ ID NO 1 en WO2005/077042A2

Los ejemplos adicionales de albumina adecuada, fragmentos
y analogos para utilizarse en un ligando de acuerdo a la invencion
se dascriben en WO 03/076567A2, el cual se incorpora en la
presente para referencia en su totalldad En particular, la
siguiente albumina, fragmentos o varlantes pueden utilizarse en la
presente invencidn

. albumina de suero humana segun se describe en WO
03/076567 A2, por ejemplo, en la flgura 3 (esta informaclén de
secuencia Incorporandose explicitamente en I|a presente
descripcién para referencia),

. albumina de suero humano (HA) consistiendo de una
cadena de polipéptido no glicosilado unico de 585 aminoacidos con
un peso molecular de formula de 66,500 (Véase, Meloun, et al,
FEBS Letters 58 136 (1975), Behrens, ot al, Fed Proc 34 581
(1975), Lawn, et al/, Nucleic Acids Research 9 6102-6114 (1981),
Minghettl, et a/ , J Blol Chem 261 61 Al (19886)),

'8

AB3B



10

15

20

25

152

. Una varnante polimérfica o analogo o fragmento de
albumina segun se describa an Weitkamp, ot al, Ann Hum Genet
37 219 (1973),

. Un fragmento de albumina o variante segun se describ
en EP 322094, por ejemplo, HA(I-373 , HA(1-388), HA(I-389), HA(I-
369), y HA{(1-419) y fragmentos entre 1-369 y 1-419,

. Un fragmento de albumina o varlante segun se describe
en EP 399666, eg, HA(1-177) y HA(l -200) y fragmentos entre
HA(I-X), donde X es cualquier numero de 178 a 199

En donde una parcidn que extiende |la vida madia (una o
mas) (por ejemplo, albumina, transferina y fragmentos y anélogos
del mismo) se utiliza en el ligando de la invencidn, puede
conjugarse utilizando cualquier método adecuado, tal como, por
fusidn directa a la porcién de unidn que tiene un sitio de unién
para un compuesto objetivo endégeno, por ejemplo, al utilizar una
construccion de nucleétido unico que codifica una protelna de
fusibn, en donde l|la proteina de fusidon se codifica como una
cadena de polipéptido unico con la porcidén que extiends la vida
media ubicada N- o C- terminalmente a |la porcién de unién TNFR1
Alternativamente, la conjugacién puede lograrse al utiizar un
enlazador de péptido entre las porciones, por ejemplo, un
enlazador de péptido segun se describe en WO 03/076567A2 o WO
2004/003019(estas descripciones del enlazador incorporandose
para referencia en la presente descripcidn para proporcionar

ejemplos para utilizarse en la presente invencién)
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Tiplcamente, un polipéptido que mejora la vida medla de
suero in vivo es un polipéptido que se presenta naturalmente in
vivo y que resiste |la degradaciédn o remocién por mecanismos
endégenos que remueven el material no deseado del organismo
(por ejemplo, humano) Por ejemplo, un polipéptido que mejora la
vida media de suero /n vivo pueade seleccionarse de proteinas del
aglomerante extracelular, protelnas encontradas en la sangre
proteinas encontradas en la barrera cerebral de sangre o en tejido
neural, protelnas ubicadas hacia el rifién, higado, pulmoén,
corazén, piel o hueso, protelnas de tensidn, proteinas especlificas
de enfermedad, o proteinas incluidas en transporte Fc

Los polipéptidos adecuados que mejoran la vida media de
suero /n vivo incluyen, por ejemplo, proteinas de fusién de agente
neurofarmacéutico de ligando especifico de receptor transferina
(véase Patente de EE UU No 5,977,307, las ensefianzas de las
cuales se incorporan en la presente para referencla), receptor de
célula endotelial capllar cerebral, transferina, receptor de
transferian (por ejemplo, receptor de transferina soluble), insullna
receptor de factor de crecimiento 1 tipo insulina (IGF 1), receptor
de factor de crecimiento 2 tipo insulina (IGF2), receptor de
insulina, factor de coagulacién de sangre X, a1-antitripsina y HNF
1a Los polipéptidos adecuados que mejoran la vida media de
suero también incluyen glicoproteina alfa 1 (orosomucoide, AAG),
antiquimotripsina alfa 1 (ACT), microglobulina alfa 1 (protelna HC

AlM), antitrombina 11l (AT I|ll), apollpoproteina A-1 (Apo A-1),
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apolipoproteina B (Apo B), ceruloplasmina (Cp), componente C3
complemento (C3), componente C4 complemento (C4), inhibidor de
esterasa C1 (C1 NHC), proteina de reactivo C (CRP), ferritina
(FER), hemopexina (HPX), lipoproteina (a) (Lp(a)), proteina de
unibn mannosa (MBP), mioglobina (Myo), prealbumina
(transtiretina, PAL), proteina de unién de retinol (RBP), y factor
reumatoide {RF)

Las protelnas adecuadas del aglomerante extracelular
incluyen, por ejemplo, colagenos, Ilamininas, Iintegrinas vy
fibronectina Los coladgenos son las proteinas principales del
aglomerante extracelular Aproximadamente 15 tipos de moléculas
de colageno se conocen actualmente, encontradas en diferentes
partes del cuerpo, por ejemplo, coldgeno tipo | {(contando para
90% de colageno de cuerpo) encontrado en huesos, piel, tenddn,
ligamentos, cornea, érganos internos o colageno tipo Il encontrado
en cartilago, disco vertebral, notocordia, y humor vitreo del ojo

Las proteinas adecuadas de la sangre incluyen, por ejemplo,
proteinas de plasma (por ejemplo, fibrina, macroglobulina a-2,
albumina de suero, fibrindgeno (por ejemplo, fibrinbgeno A,
fiborindgeno B), proteina A de amiloide de suero, haptoglobina,
profilina, ubiquitina, uteroglobulina y B-2-microglobulina), enzimas
e inhhibidores de enzima (por ejemplo, plasminogen, lisozima,
cistatin aC, antitripsina alfa 1 e inhibldor de tripsina pancreéatica),
proteinas del sistema inmune, tal como proteinas de

inmunoglobulina (por sejemplo, IgA, IgD, IgE, I1gG, IgM, cadenas
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ligeras de Inmunoglobulina (kappa/lambda)), proteinas de
transporte (por ejemplo, proteina de unién de ratinol,
microglobulina a-1), defensinas (por ejepmlo, beta-defensina 1,
defensina 1 neutréfilo, defensina 2 neutréfilo y defensina 3
neutréfilo) y lo similar

Las proteinas adecuadas encontradas en la barrera cerebral
de sangre o en el tejido neural incluyen, por ejemplo, receptor de
meianocortina, mielina, transportador de ascorbato, y lo similar

Los polipéptidos adecuados que mejoran la vida medida de
suero /n vivo también incluyen las proteinas localizadas en el rifidn
(por ejemplo, policistina, coldgeno tipo 1V, transportador de anién
organico K1, antigeno de Heymann), proteinas ubicadas en el
higado (por ejemplo, dehidrogenasa de alcohol, G250), proteinas
ubicadas en el pulmén (por ejemplo, componente secretador, que
une IgA), proteinas ubicadas en el corazén (por ejemplo, HSP 27,
el cual se asocia con cardiomiopatia dilatada), proteinas ubicadas
a la piel (por ejemplo, queratina), proteinas especificos de hueso
tales como proteinas morfogénicas (BMPs), las cuales son un
subgrupo de la supefamilia de protelnas de factor de crecimiento p
en transformacién que demuestran actividad osteogénica (por
eJjemplo, BMP-2, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7, BMP-8), proteinas
especificas de tumor (por ejemplo, antigeno de trofoblasto,
receptor de herceptina, receptor de oestrogen, catepsinas (por
ejemplo, catepsina B, que pueden encontrarse en higado y bazo))

Las protelnas especificas de enfermedad adecuadas

K+
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incluyen, por ejemplo, antigenos expresados solamente en células
T activadas, incluyendo LAG-3 (gen de activacidén de linfacito),
ligando de osteoprotegerina (OPGL, ver Nature 402, 304-309
{1999)), O0X40 (un milembro de la familiad e receptor TNF,
expraesado en células T actlvadas y especificamente reguladas en
células productoras (HTLV-1) tipo | del virus de leucemia T
humano, véase /mmunol 165(1) 263-270 (2000)) Las proteinas
especificas de enfermedad adecuadas también incluyen, por
ejemplo, metaloproteasas (asociadas con artnitis/cAnceres)
incluyendo CG6512 Drosophila, paraplegina humana, FtsH
humana, AFG3L2 humano, ftsH murino, y factores de crecimiento
antiogénicos, incluyendo factor de crecimiento de fibroblasto
acldico (FGF-1), factor de crecimiento de fibroblasto bésico (FGF-
2), factor de crecimiento endotelial vascular/factor de
permeabilidad vascular (VEGF/VPF), factor a de crecimiento en
transformacién (TGF a), factor alfa de necrosis tumoral (TNF-a),
angiogenina, interleuquina-3 (IL-3), interleuquina-8 (IL-8), factor
de crecimiento endotelial derivado de plaquetas (PD-ECGF), factor
de crecimiento placental (P1GF), factor de crecimiento BB
derivado de plaquetas midkine (PDGF), y fractalquina

Los polipéptidos adecuados que mejoran la vida media de
suero /n vivo también Iincluyen proteinas de tensiéon tales como
proteinas de choque térmico (HSPs) HSPs se encuentran
normalmente en forma intracelular Cuando se encuentren

extracelularments, es un indicador que una célula ha muerto y
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derramado sus contenidos La muerte celular no programada
(necrosis) se presenta cuando como un resultado de trauma,
enfermedad o lesién, HSPs extracelular activan una respuetsa del
sistema inmune La unién a HSP extracelular puede dar coma
resultado la localizacidon de las composiciones de la Invencién a un
sitio de enfermedad

Las proteinas adecuadas incluidas en el transporte Fc
incluyen, por ejemplo, receptor Brambell (también conocido como
FcRB) Este receptor Fc tiens dos funciones, ambos de los cuales
son potencialmente utiles para el suministro Las funciones son
(1) el transporte de IgG de madre a nifla a través de la proteccidn
de placenta (2) de IgG de la degradacién prolongado de tal modo
su vida media de suero Se considera que los reciclos de receptor
IgG de endosomas (Ver, Holliger et al/, Nat Blotechno! 15(7) 632-6
(1997) )

Los métodos para analisis farmacocinético y determinacién
de la vida media de ligando sera familiar a aquellos expertos en la
materila Los detalles pueden encontrarse en Kenneth, A et al/
Chemical Stabiity de Pharmaceuticals A Handbook for
Pharmacists and in Peters et al, Pharmacokinetc analysis A
Practical Approach (1996) También se hace referencia a
“Pharmacokinetics®, M Gibaldi & D Perron, publicada por Marcel
Dekker, 2" Rev ex edition (1882), la cual describe parametros
farmacocinéticos tales como vidas media de alfa t y beta t y area

bajo la curva (AUC)
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Ensayos para Valorar La Funcibn de Compuesto Objetivo
Endégeno

Los siguientes ensayos, las varlaciones adecuadas de los
mismos y otros ensayos adecuados pueden utllizarse para valorar
la actividad de compuestos objetivo endégenos, y valorar el sl un
ligando sustancialmente inhibe la actividad de un compuesto
objetivo endégeno al cual se une

La funcién ABC-1 puede ensayarse al medir el flujo de lipido
mediado por polipoproteina de células cultivadas (J Clin Invest
19990ct, 104(8) R25-31) La funcién de quimera exotoxina de
pseudonomas aFGF1 puede ensayarse In vitro utilizando un
ensayo de citotoxicidad (Proc Natl Acad Sci USA 1989 Jun, 86(11)
4215-4219) Una actividad de inhibina A puede ensayarse /in vitro
al medir su actividad inductora por diferenciacién hacia las células
de eritroleucemia Amigo de ratén (MEL) y células K-562 humanas
(Proc Natl Acad Scl USA 1988 Apr, 85(8) 2434-2438), o su
supresié de la secrecién de hormona estimuladora de follculo
pituitario (Biol Reprod 2000 Sep, 63(3) 865-871) La actividad de
inhibina beta C pueden ensayarse /n vitro al medir su actividad
inductora de diferenciacién hacia las células (MEL) de
eritroleucemia Amigo de ratén y células K-562 humanas (Proc Natl
Acad Sci USA 1988 Apr, 85(8) 2434-2438), o su supresion de |la
secrecion de hormona estimuladora de foliculo pituitario (Biol
Reprod 2000 Sep, 63(3) 865-871) La actividad de deaminasa de

adenosina puede ensayarse /n vitro al medir el catabolismo de
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purina (Mol Cell Biol 1985 Apr, 5(4) 782-767) La funcién de
adlposina puede ensayarse in vitro al medir la acumulacién de
cAMP en células de melanoma de ratén estimuladas por adiposina
(Hum Mol Genet 1995 Feab, 4(2) 223-230)

La funcidn ASP puede ensayarse /n wvitro al medir la
inhibicibn de acumulacién de cAMP estimulada por alfa-MSH en
células de melanoma de ratén (Hum Mol Genet 1995 Feb, 4(2)
223-230) La mielina puede ensayarse in vitro por medicién de su
fosforilacién por quinasa MAP (J Neurochem 1988 Sep, 73(3)
1090-1097), o su efecto en transmislon sinaptica entre neuronas
(Eur Neurol 1988, 28(2) 57-63) La protelina basica de mielina
puede ensayarse in vitro por mediclén de su fosforilacién por
quinasa MAP (J Neurochem 1999 Sep, 73(3) 1080-1097), o su
efecto en transmisidén sinéptica entre las neuronas (Eur Neurol
1988, 28(2) 57-63) La funcién de colageno puede medirse
utilizando un ensayo de estabilidad de fibrllo de coldgeno (Cell Mol
Life Sci 2000 May, 57(5) 859-863), o un ensayo de adhesibn
celular in vitro (J Call Biocheam Oct 1, 1997, 67(1) 75-83) La
glucosidasa alfa puede ensayarse por hidrélisis de p-Nitrofenil a-d-
glucdsido de sustrato artificial cromogénico Bergmeyer, H U
(ed) Methods de Enzymatic Analysis, Second English Edition, 1,
459 (1974) Alfa-galactosidasa puede ensayarse por hidrolisis de
p-Nitrofenil a-D-galactosidasa de sustrato artificial cromogénico
p-Nitrofenil y D-galactosa-Rietra et a/, (1975) “Properties of the

residual alpha-galactosidase activity in the tissues of a Fabry
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hemizygote® Clin Chim Acta, 82(3) 401-13 Alfa-L iduronidasa
puede ensayarse por hidrélisis del sustrato 4-metilumbeliferil alfa-
L-iduronido se sigue en un ensayo fluorométrico (Hopwood et a/
(1978), Clin Chim Acta , 82 257-65), gtros ensayos se encuentran
en Thompson (1978) °Substratos for the assay of alpha-L-
iduronidase® Clin Chim Acta, 88(3) 435-48

La actividad de angliopoyetina 1 puede ensayarse in vitro
utiizando un ensayo de brote capllar (Curr Biol Apr 23, 1988
B(9) 529-532) La actividad de Anglopoeitin 2 puede ensayarse /n
vitro utilizando un aensayo de brote celular (Curr Biol Apr 23
1998, 8(9) 529-532) La angiostatina puede ensayarse en un
ensayo de proliferacidon endotelial (Kringle domains of Human
Anglostatin Cao et a/ (1996) J Biol Chem 271 28461-29467
La actividad de ADMP puede ensayarse /n vitro al medir su
habilidad para regular los factores dorsalizantes noggin, goosecoid
o follistatin (Development 1985 Dec,121(12) 42903-4301) TRAIL
puede ensayarse en un ensayo de apoptosis (TRAIL- R2 a novel
apoptosis-mediating receptor for TRAIL, Walczak et al (1996)
EMBOJ 16 5386-5397) La funcidn de arresten puede ensayarse
in vitro al medir su habilidad para inhibir la proliferacién celular
endotelial, migracién, formaclén de tubo, y neovasculanzacién de
Matrigel (Cancer Res May 1 2000,60(9) 2520-6) La actividad de
arilsulfatasa B puede ensayarse por la mediciébn in vitro de
hidrélisis de sulfatos de N-Acetil-D-galactosamina (J Bliol Chem

Feb 25, 19980, 265(6) 3374-3381) La actividad de asparaginasa
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puede ensayarse /n vitro utilizando un ensayo enzimatico de
asparaginasa (Anal Biochem Apr 10, 2000,280(l) 42-45) La
actividad de rBP| puede ensayarse in vitro utilizando un ensayo
antibacteriano (J Biol Chem Nov 5, 1987, 262(31) 14891- 14894)
BDNF puede ensayarse en un crecimiento neuronal y ensayo
de actividad sinaptica (BDNF mejora el crecimlento neural y
actividad sinaptica en cultives de célula hipocampal Bartrupetf al/
(1997) Neuroreport 1, 8(17) 3791-4 Daniels L B, Glew R H, Radin
N S, Vunnam R R) B-glucocerebrosidase puede ensayarse
utiizando un ensayo fluorométrico para la enfermedad Gaucher
utilizando conduritol-beta-apéxido con higado como la fuente de
Beta-glucosidasa (Clin Chim Acta Sep 25, 1980, 106(2) 155-63,
Johnson W G, Gal A E, Miranda A F, Pentchev P G Ei diagndstico
de enfermedad Gaucher adulta uso de un nuevo sustrato
cromogénico, 2-hexadecanoilamino-4-nitrofenil-beta-D-
glucopiranoside, en fibroblastos de piel cultivados Clin Chim
Acta Mar 14, 1980,102(l) 91-7) BMP-2 puede ensayarse segun
se describe por Wang, EA et al Recombinant humanbone
morphogenetic proteina induce boneformation Proc NatAcad
Sci 87 2220-2224,1990 La funcién BT-SD puede ensayarse /n
vitro al utllizar un ensayo de dismutasa superdxido (Nucleic Acids
Res Mar 25, 1985, 13(6) 2017-34) La actividad de BRCAI puede
ensayarse al medir alteraciones en expresion de p21WAFI/CIPI
(Oncogene Jun 11, 1998,16(23) 3069-82) La actividad de

BRCA2 puede ensayarse al medir alteraclones en expresién de
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p21 WAF1/CIP1 (Oncogene Jun 11, 19988,16(23) 30689-82) La
actividad vasodilatador de CGRP puede ensayarse utilizando el
ensayo de vasodilatacion de anillo adértico descrito en Pharmacol
Res 19899 Mar, 39(3) 217-20, las actividades de proliferacion de
célula endotelial y osteoblasto /in vitro (Eur J Pharmacol Dec 15,
2000, 409(3) 273-8, Proc Natl Acad Sci U S A 1980 May, 87(9)
3299-303)

La actividad de caireticulin puede medirse in vitro utilizando
ensayos de representacion por imagenes de calcio (Cell Sep B8,
1995, 82(5) 765-71) La funcidbn CD4 puede ensayarse /n vitro al
medir la unién gpl20 (Viral Immunol 2000, 13(4) 547-554), o
tomocitoquinas de respuestas de monocito siguiendo la unién de
gp120 (J Immunol Oct 15, 1988, 161(8) 4309-4317) EI ligando
CD40 puede ensayarse segun se describe por Hollenbaugh D, et
al , E! antigeno de célula T humana gp39, un miembro de la familia
de gen TNF, es un ligando para el receptor CD40 expresiotn de
una forma soluble de gp39 con actividad co-estimuladora de célula
B EMBO J 1992 Dec, 11(12) 4313-21 Las proteinas de unién
de quimioquina pueden ensayarse utllizando ensayos de unién de
receptor (J Biol Chem May 9, 1997, 272(198) 12485-12504) CNTF
puede ensayarse in vitro utihzando ensayos de supervivencia y
proliferacién neuronal (EMBO J Apr 2, 2001 , 20(7) 1692-1703)
La actividad de contortrostatin puede medirse /n vitro al medir la
unién a integrinas alfavbeta 3 y nalfabvbetab, Inhibicidn de

agregaciéon plaqueta ofn, e inhibicibn de adhesién de célula

4

A



10

16

20

25

163

cancerigena a fibronectina y vitronectina (Arch Biochem Biophys
Mar 15, 2000,375(2) 278-288) La actividad de proteina de
unién CRF puede medirse utilizando un ensayo de unién CRF
(Peptides Jan 22, 2001, 22(1) 47-56)

La actividad de CTLA4 actividad puede medirse utilizando un
ensayo de activacién de célula T (J Immunol Mar 1, 2001, 186(5)
3143-3150) La funciéon de Decorin puede medirse utilizando un
ensayo de estabilidad de fibrilo colageno /n vitro (Ceill Mol Life Sci
2000 May,57(5) 859-863), o un ensayo de adhesion celular in vitro
(J Cell Biochem Oct 1, 1997,87(1) 75-83) La funcién de Del-l
puede ensayarse /n vitro utilizando un ensayo de adhesién de
integrina alfavbetad (Genes Dev Jan 1, 1988, 12(1) 21-33) La
Desmoteplasa puede ensayarse segun se describe por Wallen, P,
Biochemistry de plasminogen InKlineD L, Reddy, KN N, eds
Fibrinolysis Boca Raton, FL CRC Press,1980 1-25, Saksela, O,
Rifkin, D B, Cell-associated plasminogen activation Regulation
and physiological functions Annu Rev Cell Blol 1988, 4 93-1286,
Womack C J, lvey F M, Gardner A W, Macko R F, Fibrinolytic
response to acute exercise in patients with peripheral arterial
disease Med Sci Sports Exerc 2001 Feb, 33(2) 214-9 La
actividad de Dnasa puede medirse utilizando el ensayo de
degradacion de ADN en J Biochem (Tokyo) 1982 Oct, 92(4)
1297-303 La actividad de Ectoapirasa puede ensayarse /n vitro
utilizando un ensayo de ectoapirasa (J Bicl Chem Sep 18, 1988,

273(38) 24814-24821) EGF puede ensayarse utilizando un
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ensayo de crecimiento celular (J Bliol Chem Mar 31, 1885,
270(13) 7495-500) La actividad de EMAP Il puede ensayarse in
vitro utilizando un ensayo de brote celular (Curr Biol Apr 23,
1908, 8(8) 529-532) FGF-| puedo ensayarse utilizando un ensayo
de proliferacién celular Cell, vol 50, no 5, pp 729-737 (Aug
1987) Proc Natl Acad Sci U S A, vol 86, no 3, pp 802-806 (1989)
FGF-2 puede ensayarse utilizando un ensayo de proliferacién
utilizando células NR8R-3T3 (Rizzilno 1988 Cancer Res 48
4266) La actividad de Fibrolase puede ensayarse in vitro
utilizando un ensayo fibrinolitico (Thromb Res May 15, 1994,
74(4) 355-387) FLT3 puede ensayarse en un ensayo de
proliferacién utilizando una estirpe de célula pro B transformada
Fit-3 (Hannum 1994 Nature 368 643)

La actividad de Follitropina puede ensayarse /n vitro al medir
la produccién de cAMP en células que expresan el receptor FSH (J
Reprod Immunol 2001 Jan, 48(1) 1-19) La actividad de GDNF
puede ensayarse /n vitro al medir aumentos en la fosforllacién de
tirosina Ret en respuesta al tratamlento GDNF (Mol Cell Biol Mar
15, 1995, (3) 1613-1619) La actividad de Gelsolin puede
ensayarse in vitro al medir proteolisis de actina (Nature 1987 Jan
22-28, 325(6102) 362-364) La actividad de GGF2 puede
ensayarse in vitro al medir la activaclén de quinasas de tirosina de
receptor ERBB en células rabdomiosarcoma humana (int J Cancer
Jul 1, 2000,87(1) 29-36)

La actividad gilucogénica de Glucagon se media por un
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receptor de glucagones de alta afinidad La actividad biolégica de
glucagon recombinante puede valorarse por ensayos de unidn
directa (Science Mar 12, 1993, 259(5101) 1614-6) La actividad
de HBNF puede ensayarse /n vitro utilizando un ensayo de sobre
creimiento de neuritas (J Biol Chem Oct 27, 1995, 270(43)
25902-25989) La unién de receptor hCG y la activaclén puede
medirse para valorar la actividad biolégica de hCG recombinante
(J Biol Chem Oct 5, 1983, 268(28) 20851-4) Las protelnas de
choque térmico pueden ensayarse por la administracién de
complejos de péptido HSP en dos modelos de carcinoma inducida
por UV en ratones (US §5,837,251) Interleuquina 1 puede
ensayarse al 1) unirse a receptores IL-1 receptores en YT-NCI o
células C3H/HeJ (Carter et al, Nature 344 633-838, 1990), 2)
induccién de adhesidn de leucocito de célula endotelial (Carter ot
al , Nature 344 633-638, 1990), 3) ensayos de proliferacié en
células A375-C6 (Murai Tetal/,J Biol Chem 276 6797-8808,
2001), proliferacién D10S Orencole & Dinarello (1989) Cytokine 1,
14-20 IL-lra puede ensayarse por 1) competencia para la unién
de IL-1 a receptores IL-l en YT-NCI| o células C3H/HeJ (Carter et
al, Nature 344 §633-638, 1990), 2) inhibilcibn de adhesién de
leucocito de célula endotelial inducida por IL-1 (Carter et al,
Nature 344 633-638, 1990}, 3) ensayos de prollferaciéon en células
A375-C6, una estirpe de celula de melanoma humano susceptible a
la acclén antiproliferativa de IL-| (Mural T ot &/, J Biol Chem

278 6797-6806, 2001) IL-10 puede ensayarse por 1) unién de IL-
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10 a células NK (carson WE st a/ , Blood 85 3577-3585, 1895), 2)
inbhicién de la produccidn TNF-alfa por macrofagos (Riley J K et
al, J Biol Chem 274 16513-16521, 1998), 3) inhibicién
deproliferacién de macréfago (O'Farrell A- M et al, EMBO 17
10068- 1018, 19898), MC-9 proliferation Thompson- Snipes el al
(1991) J Exp Med 173, 507-510 IL-11 puede ensayarse en
ensayo de prolifaracion de célula hematopoyética «interleukin-11
enhances humano megakaryocytopoliesis in vitro * Blood Jan 15
1992, 79(2) 327-31 “"Synergistic effects of stem cell factor and
interleukin 8 or interleukin 11 on the expansion of murine
hematopoietic progenitors in liquid suspension culture ®* Stem
Cells 1995 Jul, 13(4) 404-13, B9-11 proliferation Lu et al (1994)
J immunol Methods 173, 19 iL-12 puede ensayarse én un
ensayo de citotoxicidad de célula asesina natural (NK) y ensayo de
liberacion de interferona-gamma (IFN- gamma) °Requirement for
type 2 NO synthase for IL-12 signaling in Innate immunity®
Science 284 051-855, 18998, KIT— 225 proliferation Horli ot al
(1987), Blood 70, 1069-1078

La actividad de proteina de uniéon IL18 puede ensayarse In
vitro al medir su habilidad para inhibir la temprana respuesta de
Th1 (Immunity 1999 Jan, 10(1) 127-136) La funcién de quimera
de toxina de difteria IL2 In vitro utilizando un ensayo de
citotoxicldad (Exp Hematol 2000 Dec, 28(12) 1390-1400) IL.-4
puede ensayarse en un ensayo de citotoxicidad en linfocitos T

normales (PMID 8144844), Aumento RAMOS de expresién CD23
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Siegel & Mostowskl (1990) J Immunol Methods 132, 287-285 La
actividad de receptor IL-4 puede medirse por la hbilidad para
inhibir la proliferacién dependiente de IL-4 de células TF-1
(Kitamura, T et a/, 1989, J Cell PPhysiol 140 323) IL-8 puede
ensayarse en un ensayo que monitorea el reflujo de calcio en
células que llevan IL8BR (Holmes et a/ (1991)Sclence 253, 1278-
80) Interferona gamma puede medir la actividad en ensayo anti-
viral utilizando las células Hela infectadas con virus EMC (Meager,
A 1987, Lymphokines and Interferons, A Practical Approach,
Clemens, MJ et al/, ads, IRL Press, p 128), puede medir la
modulacién de la expresién clase Il MHC en estirpe de céiula de
carcinoma colorectal humano COLO 205 (Gibson y Kramer, 1989,
J Immunol Methods, 125 105- 113)

La actividad de interferona-omega puede medirse utilizando
un ensayo antiviral in vitro (J Med Microbiol 1898 Nov, 47(11)
1015-8) La actividad de IP-10 puede medirse /n vitro utiizando
un ensayo de quimiotaxis de célula de musculo liso de arteria de
rata (J Biol Chem Sep 27, 1996, 271(39) 24286-24293) La
actividad de IL-3 puede medirse in vitro utilizando un ensayo de
diferenciacién celular hematopoyética (Sclence 1885, 228(4701)
810-815) La actividad de KGF- 1 puede ensayarse in vitro
utiizando un ensayo de proliferacidn celular epitelial (Proc Natl
Acad SciUS A 1989 Feb, 86(3) 802-806) La actividad de Kistrin
puede ensayarse in vitro al ensayar |la trombolisis, reoculasion, y

sangrado asociado con I|a administraciéon del activador de
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plasminégeno tipo tejido recombinante (rt-PA) en un modelo canino
de trombosis de arteria coronaria (Circulation 1881 Mar, 83(3)
1038-1047) La actividad de inhibidor 1 de proteasa Kunitz puede
ensayarse in vitro al medir la actividad inhibidora hacla el
activador HGF (J Biol Chem Mar 7, 1997, 272(10) 6370-8376)
La actividad de Lactotransferrina puede medirse utillzando un
ensayo de inhibicién viral in vitro (J Med Microbiol 1998 Nov,
47(11) 1015-8), y ensayos antimicrobianos (J Clin Invest Sep 1,
1998, 102(5) 874-80) La Leptina puede ensayarse por
modulacidn in vivo de la toma alimenticia, reduccién en peso
corporal, y disminucién de insulina y nivelas de glucosa en ratones
ob/ob, radiocinmunoensayo (RIA) y activacidn del receptor de
leptina en un ensayo basado en célula Protein Expr Purif 1998
Dec, 14(3) 335-42 La actividad de LIF puede medirse /n vitro
utiizando un ensayo de difereanciacion celular hematopoyética
(Science 1985, 228(4701) 810-815) La actividad de LFA-3 puede
ensayarse /n vitro al medir su habilidad para inhibir la funcion de
célula T (JExp Med Jul 1, 1993,178(1) 211-222) La actividad de
plasmindégeno Lys puede medirse utihzando un ensayo de
fibrinolisis /n vitro (J Biol Chem Dec 25, 1892, 267(36) 26150-6)

La actividad de Maspin puede medirse utilizando ensayos
angiogénesis /n vitro (Nat Med 2000 Feb, 8(2) 186-8) La
actividad de Metioninasa puede ensayarse [n vitro segun se
describe por Ito et @/ (J Biochem (Tokyo), 1875 Nov, 78(5) 1105-

1107) La actividad de MTP puede ensayarse /n vitro al utihizar un
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ensayo de secrecidon de lipoproteina que contiene apoB (J Biol
Chem Sep 2, 1994, 269(35) 21951-21954) La actividad de NGF
puede ensayarse por medicion de la activacion de factor de
transcripcién CREB en neuronas simpatéticas en cultivo (Science
Dec 17, 1999,286(5448) 2358-2361) La actividad de
endopeptidasa neutral puede ensayarse /n vitro al medir proteolisis
de péptidos tipo bombesina {(Proc NatimAcad Scl US A Dec 1
1991, 88(23) 10662- 10666) La actlvidad de NIF puede
ensayarse in vitro utilizando un ensayo de adhesidon de leucocito
polimorfonuclear (Mol Pharm 1999 Nov, 56(5) 928-932) La
actividad de Noggin puede ensayarse al medir las respuestas del
receptor TNF a la estimulacién de TNF de células HeLuna (J Biol
Chem Feb 28, 1997, 272(9) 5861-5870) La actividad de NT-3
puede ensayarse /n vitro al medir su habilidad para proliferar las
células progenitoras NC cultivadas crecidas en un medio definido
libre de suero {Proc Natli Acad Sci US A Mar 1, 1992, 88(5)
1661- 1665) La actividad de OP-l puede ensayarse in vitro al
medir la expresién VEGF en células calvarias de rata fetal (Mol
Celt Endocrinol Jul 20, 1999, 153(1-2) 113-124) La actividad de
osteoprotegerin puede ensayarse /n vitro utiizando un ensayo de
co-cultivo para osteoclastogenesis, un ensayo de resorcion de
huesos utllizando un sistema de cultivo de érgano de hueso largo
fetal, un ensayo de resorcién dentina, o un ensayo de proliferacién
de fibroblasto (FASEB J 1998, 12 845-854) La actividad de

acetilhidrolasa PAF de plasma puede determinarse por el método
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de Stafforini et a/ (Stroke 1997 Dec, 28(12) 2417-20)

La funcién parchada puede ensayarse /n vitro al medir la
unién de su ligando hedgehog sonico (Nature Nov 14, 1996,
384(6605) 129-134) La actividad de PDGF puede ensayarse in
vitro al medir su habilidad para inducir la fosforilacién de tirosina
en el receptor PDGF (J Biol Chem May 25, 1989,264(15) 89805-
8912) La funcién de PEDF puede ensayarse in vitro utilizando un
ensayo de sobrecrecimiento de neuritas (J Biol Chem Oct 27,
19956, 270(43) 25992-25999) El inhlbidor de activador de
plasminégeno puede ensayarse segun se describe por Wallen, P,
Biochemistry of plasminogen, In Kine D L, Reddy, K N N, eds
Fibrinolysis Boca Raton, FL CRC Press, 1980 1-25, Saksela, O,
Rifkin, D B, Cell-associated plasminogen activation Regulation
and physiological functions Annu Rev Cell Biol 1888, 4 93-128,
Womack C J, lvey F M, Gardner A W, Macko R F, Fibrinolytic
response to acute exercisein patients with peripheral arterial
disease Med Sct Sports Exerc 2001 Feb, 33(2) 214-8 La
actividad de PGP puede ensayarse /n vitro al medir el agonismo de
la quinasa de tirosina 3 y el factor estimulante de colonia de
granulocito (Exp Hematol 2001 Jan, 29(1) 41-50) La actividad de
PMP puede ensayarse /n vitro al medir la habilidad para inducir
megacariocltopoyesis en células CD43+ purificadas de la médula
6sea, células progenitoras de sangre periférica movilizadas, o
cordén umbilical {(J Hematother 1999 Apr, 8{(2) 198-208) La

eficacia de prosaptida puede medirse a través de regimenes de
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multiples dosis utilizando ratas diabéticas (Anesthesiology 2000
Nov, 83(5) 1271-8)

La actividad de Ranpirnase in vitro puede ensayarse al
utilizar ribonucleasa y ensayos de actividad citotéxica (J Mol Biol
Apr 19, 19986, 257(5) 9©92-1007) La actividad de Relaxin puede
ensayarse in vitro utilizando una Inhibicidn de ensayo in vitro de
contracciones uterinas de rata inducidas por KC| (Can J Physiol
Pharmacol 1981 May, 58(5) 507-12) La actividad de S-Antigeno
Retinal puede ensayarse /n vitro al medir la actividad canales con
abertura GMP cliclicas en células fotoreceptoras (J Blol Chem
Nov 25, 1994, 269(47) 29765-28770) La actividad de RhLH
puede ensayarse in vitro al medir fluorescencia Fura-2 en células
tecales porcinas aisladas en respuesta a la estimulacién RhLH
(Endocrinology 2000 Jun, 141(6) 2220-2228) La actividad de
Saruplasa puede medirse in vitro utilizando un ensayo de dlvisién
de plasminégeno (J Biol Chem Jan 18, 2001, epub ahead of print)
El receptor tipo 1 complementario puede ensayarse /n vitro al
medir la unién C3b y C4b (J Exp Med Nov 1, 1988, 1688(5) 1699-
1717)

La funcidén de hedgehog sénico puede ensayarse n vitro al
medir su unién al parchado (Nature 1996 Nov 14, 384(6605) 128-
134) La actividad de Estafiloquinasa puede medirse in vitro
utillzando un ensayo de division de plasminégeno (J Blol Chem
Jan 18, 2001, epub ahead of print) La actividad de SCF puede

ensayarse al medir la supervivencia de célula de mastocito,
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proliferaciébn, o produccién de citoquinas pro-inflamatorias
(immunol Rev 2001 Feb, 179 §7-60) La actividad de
etreptoquinasa puede medirse /n vitro utilizando un ensayo de
activacién de plasmindégeno (J Biol Chem Jan 18, 2001, epub
ahead of print) La actividad de dismutasa superdxida puede
ensayarse /n vitro utilizando un ensayo de dismutasa superdxida
(Nucleic Acids Res Mar 25, 1985, 13(6) 2017-34) La funclén
T1/ST2 puede ensayarse in vitro utiizando un ensayo de
activacién de célula Th2 (J Immunol Mar 1, 2001 , 188(5) 3143-
3150) La actividad de TGF beta 1 puede ensayarse in vitro al
medir la induccién de proliferacién de flbroblasto renal por la
induccién de FGF-2 (Kidney Int 2001 Feb, 598(2) 579-592) La
funcidén TGF Beta 2 puede ensayarse /n vitro al medir la inhibicidn
de la transcripcion INOS (Inflamm Res 1997 Sep, 46(9) 327-331)
TGF-beta 3 puede ensayarse para estimulaclén de produccién de
prostaglandina E2 (PGE2) y resorcibn de huesos en calvaria de
ratdn neonatal en cultivo de 6rganos (PNAS USA 1985 Jul, 82(13)
4535-4538), o estimulacién de la sintesis de colageno,
osteopontina osteonectina, y fosfatasa alcalina, y la habilidad de
estimular la duplicacién en células tipo osteoblasto (J Biol Chem
1987,262 2869, J Biol Chem 1988, 263 13918, J Cell Biol 1988,
106 915, J Cell Physiol 1887, 133 4286, Endocrinology 1987, 121
212, Endocrinology 1986,19 23086, y J Cell Biol 1987, 105 457)
Trombopoyetina {TPO) puede ensayarse para determinar la

regulacién de crecimiento y diferenciacién de megacarlocitos (Mol
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Cell Biol 2001 Apr, 21(8) 2859-2670, Exp Hematol 2001 Jan
29(1) 51-58, Leukemia 2000 Oct, 14(10) 1751-1756) La funcién
de Tie-2/Tek puede ensayarse al medir su fosforilacién en
respuesta a la estimulacidn por angiopoyetina (Int Immunol 19898
Aug, 10(8) 1217-1227) E! inhibidor de trayectoria de factor de
tejido puede ensayarse para la inactivacion de factor Xa e
inhibicién del complejo de factor de tejido Vila de |a trayectoria de
coagulacion extrinsica (J Biol Chem May 5, 1998, 263(13) 6001-
6004, Thromb Haemost 1998, 79(2) 306-309) La actividad de
proteina de unién TNF puede ensayarse al medir |la inhibicidn de la
activacion de PIP5K en respuesta a la estimulaclién TNF de células
HeLuna (J Biol Chem Feb 28, 1997, 272(9) 5861-5870) La
actividad de proteina de unién TNF puede ensayarse al medir la
inhlbiclén de la activacion de PIPSK en respuesta a la estimulacién
TNF de células HeLuna (J Biol Chem Feb 28, 1997, 272(9)
5861-5870) La actividad de receptor TNF puede ensayarse al
medir los aumentos de la activacidn de PIP5K en respuesta a la
estimulacion de TNF de células HelLuna (J Biol Chem Feb 28,
1997, 272(9) 5861-5870) t-PA puede ensayarse segun se
describe en Wallen, P Biochemistry de plasminogen In K1ine D
L, Reddy, K N N, eds Fibrinolysis Boca Raton, FL CRC Press,
1980 1-25, Saksela, O, Rifkin, D B , Cell- assoclated plasminogen
activation Reguiation and physiological functions Annu Rev Cell
Blol 1988, 4 93-126, Womack C J, IveyFM, Gardner A W, Macko R

F, Fibrinolytic response to acute exercise In patients with

S

Joy



10

15

20

25

174

peripheral arterial disease Med Sci Sports Exerc 2001 Feb, 33(2)
214-9 La actividad de IFN-tau puede ensayarse /n vitro al medir
la produccioén inducida por [FN-tau de una proteina 70 kD acida en
explantes cultivados de endometrio preparado de ovejas hembras
en el dla 13 del ciclo estroso (Mol Endocrinol 1990 Oct, 4(10)
1508-1514)

La actividad de Troponin | puede ensayarse in vitro
utilizando un ensayo de unién de mioflbrilo (J Muscle Res Cell
Motil 1998 Nov, 20(8) 755-780) La actividad de oxidasa urato
puede ensayarse in vitro utilizando un ensayo para oxidaciéon
catalizada por uricasa de Aacido urico (Anal Chem May 15, 1999,
71(10) 1928-1934), o por Inmunoensayo de oxidasa urato
recombinante (J Pharm Sci 1998 Sep, 85(9) 955-959) La
actividad de uroquinasa puede medirse In vitro utilizando un
ensayo de division de plasminégeno Sazonova et a/ (J Biol Chem
Jan 18, 2001, slectronic publication prior to print) La actividad
de VEGF-| puede ensayarse /n vitro utilizando un ensayo de
proliferacién celular endotelhial (Proc Natl Acad Sc1 US A 1989
Feb, 86(3) 802-8068) La actividad de Viscumin puede ensayarse
utilizando granulocito y ensayos de actlvacién de neutréfilo
(Anticancer Res 1999 Jul-Aug, 19(4B) 2925-2928, y J Leukoc Bio!
2000 Dec, 68(6) 845-853)

Preparacidn de Ligandos Basados en Inmunoglobulina

Los ligandos de unidn (por ejemplo, dAbs) como se describe
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en la presente de acuerdo a la invencién puede prepararse de
acuerdo a las técnicas previamente establecidas, utilizadas en el
campo de elaboracidn de anticuerpos, para la preparacfion da
scFv, anticuerpos °“fago” y otras moléculas de anticuerpo
elaboradas Las técnicas para la preparacion de anticuerpos se
describen por ejemplo en las siguientes revisiones y las
referencias citadas en la presente Winter & Milstein, (1991)
Nature 349 293-299, Pluckthun (1992) Immunological Reviews
130 151-188, Wright et al, (1992) Crti Rev Immunol 12 125-1868,
Holliger, P & Winter, G (1993) Curr Op Biotechn 4, 4486-449,
Carter ot a/ (1995) J Hematother 4, 463-470, Chester, KA &
Hawkins, R E (1995) Trends Biotechn 13, 284-300, Hoogenboom,
HR (1997) Nature Biotechnol 15, 125-128, Fearon, D (1997)
Nature Biotechnol 15, 618-619, Pluckthun, A & Pack, P (1897)
Immunotechnology 3, 83-105, Carter, P & Merchant, AM (1997)
Curr Opin Biotechnol 8,449-454, Holliger, P & Winter, G (1987)
Cancer immunol Immunother 45,128-130

Las técnicas adecuadas empleadas para la seleccidn de
dominios variables de anticuerpo con una especificidad deseada
emplean bibliotectas y procedimientos de selecciébn que se
conocen en la matena Bibliotacas naturales (Marks et a/ (19981} J
Mo! Biol, 222 581, Vaughan et a/ (1996) Nature Biotech , 14 308)
los cuales utilizan genes V recolocados colectados de células B
humanas se conocen bien por aquellos expertos en la materia

Bibliotecas Sintéticas (Hoogenboom & Winter (1982) J Mol Biol,
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227 381, Barbas ot al (1992) Proc Nati Acad Scl. USA, 89
4457, Nissim ot al (1994) EMBO J , 13 892, Griffiths et a/ (1994)
EMBO J 13 3245, De Krulf of a/ (1995) J Mol Biol, 248 97) se
preparan al clonar los genes V de inmunoglobulina, usualmente
utiizandoe PCR Los errores en el proceso de PCR pueden
conducir a un alto grado de seleccidn al azar Las bibliotecas Vy
y/o VL pueden seleccionarse contra antigenos o epitopos objetivo
por separado, en cuyo caso la uniébn de dominio unico se

selecciona directamente para, o juntos

Sistemas de Vector de Biblioteca

Una variedad de sistemas de seleccidn se conocen en la
materia que son adecuados para utilizarse en l|la presente
invencién Los ejemplos de tales sistemas se describen abajo

Los sistemas de expresién lambda de bacteriéfago pueden
seleccionarse directamente como placas bacteriéfagas o como
colonias de liségenos, ambos segun se describe previamente
{(Huse et a/ (1989) Science, 248 1275, Caton y Koprowski {1990)
Proc Natl Acad ScL US A, 87, Mullinax et al (1980) Proc Natl
Acad ScL US A 87 8095, Persson et al/ (1981) Proc Natl
Acad ScL US A, 88 2432) y son de uso en la invencién
Mientras que tales sistemas de expresién pueden utllizarse para
seleccionar hasta 10° diferentes miembros de una biblioteca, no se
adecuan facilmente para seleccién de numeros mas grandes (mas

de 10° miembros) De uso particular en la construccidn de

0%
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bibliotecas son sistemas de despliegue de seleccién, los cuales
permiten a un acido nucleico unirse al polipéptido que expresa
Segun se utiliza en la presente, un sistema de despliegue de
seleccidén es un sistema que permite ia seleccién, por medio de
despliegue adecuado, de l|los miembros individuales de Ila
biblioteca al unir los ligandos genéricos y/u objetivos

Los protocolos de seleccibon para aislar a los miembros
deseados de grandes bibliotecas se conocen en |la materia, segun
se tipifica por las técnicas de despliegue de fago Tales sistemas,
on los cuales diversas secuencias de péptido se despliegan en la
superficie de bacteriéfago filamentoso (Scoit y Smith (1980)
Science, 248 386), se han probado utiles para crear bibliotectas
de fragmentos de anticuerpo (y las secuencias de nucleétido que
las codifican) para la seteccion /n vitro y amphificaciébn de
fragmentos de anticuerpo especifico que unen un antigeno objetivo
(McCafferty ot al, WO 92/01047) Las secuencias de nucledtido
que codifican las regiones variables se unen a fragmentos de gen
que codifican las sefiales Ifder que dirigen |las mismas al espacio
peripldsmico de E cofl y como un resultado los fragmentos de
anticuerpo resuitante se despliegan en la superficie del
bacteriéfago tipicamente como fusiones a protefnas de cabra
bacteriéfagas (por ejemplo, plll o pVill) Alternativamente, los
fragmentos de anticuerpo se despliegan externamente en cépsidas
de fago lambda (fagocuerpos) Una ventaja de los sistemas de

despliegue basados en fago es que, debldo a que son sistemas

74
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biolégicos, los miembros de biblioteca selaccionada pueden
amplificarse simplemente al crecer el fago que contieane el
miembro de biblioteca seleccionada en células bacterianas
Ademds, ya que la secuencia de nucledtido que codifica el
miembro de biblioteca de polipéptido se contiene en un fago o
vector fagomido, secuenciaclén, expresién y manipulacién genética
subsiguiente es relativamente hacia adelante

Los meétodos para la construcciobn de bibliotecas de
despliegue de anticuerpo bacteriéfago y bibliotecas de expresion
de fago lambda se conocen bien en la materia (McCafferty et af
(1990) Nature, 348 552, Kang et al (1981) Proc Net! Acad Sci
US A, 88 4363, Clackson et al (1991) Nature, 352 824, Lowman
et al (1991) Biochemistry, 30 10832, Burton et a/ (1991) Proc
Natl Acad Sci US A, 88 10134, Hoogenboom et &/ (19981)
Nucleic Acids Res , 19 4133, Chang of al (1991) J Immunol, 147
36810, Breitling et al (1991) Gene, 104 147, Marks ot al (1981)
supra, Barbas et al (19882) supra, Hawkins y Winter (1992) J
Immunol, 22 867, Marks et al, 1992, J Blol Chem , 267 16007,
Lerner ot al (1992) Science, 258 1313, Incorporadas en Ia
presente para referencra)

Un procedimiento particularmente ventajoso ha sido el uso
de bibliotecas de fago scFv (Huston et a/, 1988, Proc Natl Acad
Sci US A, 85 5879-5883, Chaudhary ot a/ (1990) Proc Natl
Acad Sci US A, 87 1066-1070, McCafferty et al/ (1990) supra,
Clackson et al (1991) Nature, 352 624, Marks et al (1981) J Mol

70
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Biol, 222 581, Chiswell et al (1992) Trends Biotech , 10 80, Marks
et al (1992) J Biol Chem , 267) Varias modalidades de las
bibliotecas scFv desplegadas en proteinas de cabra bacteri6faga,
se han descrito Los refinamientos de los procedimientos del
despliegue de fago también se conocen, por ejemplc segun se
describe en WO96/06213 y WO092/01047 (Medical Research
Council et al) y WO087/08320 (Morphosys), los cuales se
incorporan en la presente para referencia

Otros sistemas para generar las blbliotecas de polipéptidos
incluyen el uso de maquinaria enzimética libre de célula para la
sintesis /in vitro de los miembros de biblioteca En un método, ias
moléculas de ARN se seleccionan por rondas alternativas de
seleccion contra un ligando objetivo y amplificacidén PCR (Tuerk y
Gold (1990) Science, 249 505, Ellington y Szostak (1990) Nature
346 818) Una técnica similar puede utilizarse para identificar las
secuencias de ADN que se unen al factor de transcripcién humano
predeterminado (Thiesen y Bach (1990) Nucleic Acids Res , 18
3203, Beaudry y Joyce (1992) Science, 257 635, W082/05258 y
W092/14843) En una manera similar, la translacidn in vitro puede
utilizarse para sintetizar los polipéptidos como un método para
generar las grandes bibliotecas Estos métodos que genaeralmente
comprenden complejos de polisoma establecldos, se describen
ademas en wO088/08453, wWO080/05785, wO080/07003
W091/02076, W091/05058, vy WO092/02536 Los sistemas de

despligue alternos que no se basan en fagos, tales como aquellos
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descritos en WO085/22625 y W095/11822 (Affymax) utilizan los
polisomas para desplegar los polipéptidos para la seleccion
Todavia una categoria adicional de las técnicas Incluye la
seleccién de repertorios en compartimientos artificlales, los cuales
permiten el enlace de un gen con su producto de gen Por
ejemplo, un sistema de seleccidon en el cual los acidos nucleicos
que codifican los productos de gen deseable pueden seleccionarse
en microcapsulas formadas por emulsiones de agua en acelte se
describe en WO99/02671, WO00/40712 y Tawfik & Griffiths (1998)
Nature Biotechnol 16(7), 852-6 Los elementos genéticos que
codifican un producto de gen teniendo una actividad deseada se
dividen en microcapsulas y después se transcriben y/o trasladan
para producir sus productos de gen respectivos (ARN o proteina)
dentro de las microcapsulas Los elementos genéticos que
producen el producto de gen que tiene actividad deseada se eligen
subsecuentemente Este procedimiento elige los productos de gen
de interés al detectar la actividad deseada por una variedad de

medios

Construccion de Biblioteca

Las bibliotecas pretendidas para selecciéon, pueden
construirse utilizando técnicas conocidas en la matena, por
ejemplo segun se establece anteriormente, o pueden adquirirse de
fuentes comerciales Las bibliotecas que son utiles en la presente

itnvencién se describen, por ejamplo, en WO 988/20749 Una vez

Ue
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que un sistema de vector se eliga y una o méas secuencias de
acido nucleico que codifican polipéptidos de Interés se clonan en
el vector de biblioteca, uno puede generar diversidad dentro de las
moléculas clonadas al tomar |la mutagenesis antes de la expresién,
alternativamente, las protefnas codificadas pueden expresarse y
seleccionarse, segun se describe anteriormente, antes de la
mutagenesis y rondas adicionales de seleccidén se realizan La
mutagenesis de las secuencias de #écido nucleico que codiflcan
polipéptidos estructuralmente optimizados se lleva cabo por
métodos moleculares estandares De particular uso se encuentra
la reaccién en cadena de polimerasa, o PCR, (Mullis y Faloona
(1987) Methods Enzymol, 1585 335, en la presente incorporada
para referencia) PCR, el cual utiliza multiples ciclos de
duplicacién de ADN catalizada por un termoestable, polimerasa de
ADN dependiente de ADN para amplificar la secuencia objetivo de
interés, se sabe bien en la materia La construccidon de varias
bibhotecas de anticuerpo se han discutido en Winter et a/ (1984)
Ann Rev Immunology 12, 433-55, y referencias citadas en el
mismo

PCR se realiza utilizando ADN templado (al menos 1 fg, mas
utilmente, 1-1000 ng) y al menos 25 pmol de cebadores de
oligonucleétido, puede ser ventajoso para utilizar una cantidad
mas grande de cebador cuando el grupo cebador es altamente
heterogéneo, a medida que tal secuencia se representa por

solamente una pequefia fraccidon de las moléculas del grupo, y las

(48
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cantidades llegan a ser limitantes en los ultimos ciclos de
amplificacidon Una mezcla de raaccidn tipica incluye 2 pl de ADN,
25 pmol de cebador oligonuclaétido, 2 5 ul de 10X de regulador 1
PCR (Perkin-Elmer, Foster City, CA), 0 4 ul de 1 25 uM de dANTP,
0 15 pul (0 2 5 unidades) de polimerasa de ADN Taq (Perkin Eimer,
Foster City, CA) y agua desmineralizada a un volumen total de 25
pl El aceite mineral se sobre recubre y el PCR se realiza
utilizando un ciclador térmico programable La longitud y la
temperatura de cada etapa de un ciclo PCR, asi como también el
numero de ciclos, se ajusta de acuerdo a los requisitos de
rigurosidad en efecto La temperatura de amasamiento vy
sincronizacion se determinan tanto por la eflclencia con el cual se
espera que un cebador se amase para un templado y el grado de
desigualdad que se tolerara, obviamente, cuando las moléculas de
acido nucleico se amplifican y mutagenizan simuitaneamente, se
requiere la desigualdad, al menos en la primera ronda de sintesis
La habilidad de optimizar la rigurosidad de las condiciones de
amasamiento de cebador se encuentra bien dentro del
conocimiento de un experto en |la materia Una temperatura de
amasamiento de entre 30°C y 72°C se \utiliza La
desnaturalizacién inicial de las moléculas templadas normalmente
ocurre en entre 92°C y 99°C por 4 minutos, seguido por 20-40
ciclos consistiendo de desnaturalizacién (94-88° por 15 segundos
a 1 minuto), amasamiento (temperatura determinada segun se

discute anteriormente, 1-2 minutos) y extenslén (72°C por 1-5
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minutos, dependiendo de |a longltud del producto amplificado)
La extensién final generalmente es de 4 minutos a 72°C, y

puede seguirse por una etapa Infinita (0-24 horas) a 4°C

Dominios Varnables Unicos en Combinacion

Los dominios utiles en |la Invencién, una vez seleccionados,
pueden combinarse por una variedad de métodos conocidos en la
materia, Inciuyendo métodos covalentes y no covalentes Los
métodos preferidos incluyen el uso de enlazadores de polipéptido,
segun se describe, por ejemplo, en relaciébn con |as moléculas
scFv (Bird et al, (1988) Science 242 423-426) SE proporciona la
discusién de enlazadores adecuados en Bird et al Sclence 242,
423-426, Hudson et al, Journal Immunol Methods 231 (1999) 177-
189, Hudson et al, Proc Nat Acad Sci USA 85, 58790-5883 Los
enlazadores son preferentemente flexibles, permitiendo a los dos
dominios unicos Interactuar Un ejemplo enlazador es un
enlazador (Glys Ser),, donde n=1 a 8, por ejemplo, 2, 3, 4, 507
Los enlazadores utilizados en anticuerpos, qQque son menos
flexibles, también pueden emplearse (Holliger et al/, (1993) PNAS
(USA) 90 6444-6448) En una modalidad, el enlazador empleado
no es una regidén de articulacién de inmunoglobulina

Los dominios variables pueden combinarse utilizando
métodos diferentes a enlazadores Por ejemplo, el uso de puentes
de disulfuro, proporcionados a través de los residuos de cisteina

elaborados o que se presentan naturalmente, pueden explotarse

S
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para estabilizar dimeros V4'V4'V 'V, 0 VR- V| (Relter ot al, (1994)
Protein Eng 7 697-704) o al remodelar la interfase entre los
dominios variables para mejorar el "ajuste” y de esta manera la
establlidad de interaccidn (Ridgeway et al, (1998) Protein Eng
7 617-621, Zhu et al, (1997) Protein Science 6 781-788) Otras
técnicas para unir o aestabilizar los dominios variables de
inmnoglobulinas, y en particular dominios de anticuerpo Vy,

pueden emplearse como adecuados

Caracterizacion de Ligandos

La unién de un ligando {por ejemplo, monémero dAb, ligando
especifico dual) a2 su (s) antigeno (s) especlfico (s) o epitopo (s)
puede (n) probarse por métodos que seran familiares a aquellos
expertos en la materia e incluyen ELISA En una modalidad
preferida de la invencién, la unién se prueba utilizando ELISA fago
monoclonal ELISA fago puede realizarse de acuerdo a cualquier
procedimiento adecuado un protocolo ejemplar se establece
abajo

Las poblaciones de fago producidas en cada ronda de
seleccidn pueden seleccionarse para la unién por ELISA al
antigeno o epitopo seleccionado, para identificar los anticuerpos
de fago °policlonal® EI! fago de colonias bacterianas infectadas
unicas de estas poblaciones puede seleccionarse asl por ELISA
para identificar los anticuerpos de fago “monocional® También es

deseable seleccionar los fragmentos de anticuerpo soluble para
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unirse a antigeno o epitopo, y esto también puede tomarse por
ELISA utilizando reactivos, por ejemplo, contra una etiqueta de
terminal N o C (ver por ejemplo Winter et al (1994) Ann Rev
Iinmunology 12, 433-55 y referancias citadas en |la presente

La diversidad de los anticuerpos monoclonales de fago
seleccionado también pueden valorarse por electroforesis de gel
de productos PCR (Marks et a/ 1991, supra, Nissim et al 1994
supra), probando (Tomlinson et al/, 1892) J Mol Bilol 227, 776) o

al secuencia el vector ADN

Estructura de hgandos

En el aso de que los dominios variables se seleccionan de
repertorios de gen V seleccionados por ejemplo utilizando
tecnologia de despliegue segun se describe en la presente,
entonces estos dominios variables compranden una region de
estructura universal, de tal forma que pueden reconocerse por un
ligando genérico especlfico segun se define en la presente E| uso
de estructuras universales, los ligandos genéricos y lo similar se
describe en WO 99/20749

En donde los repertorios de gen V se utilizan, la variacién en
la secuencia de polipéptido se ubica preferentemente dentro de los
ciclos estructurales de los dominios variables Las secuencias de
polipéptido ya sea de dominio variable pueden alterarse por
cambio de ADN o por mutacién a fin de mejorar la interaccién de

cada dominio variable con su par complementario E| cambio de

rdk,
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ADN se conoce en |la materia y se ensefia, por ejemplo, por
Stemmer, 1994, Nature 370 389-391 y Patente de EE UU No
6,297,053, ambos de los cuales se incorporan en la presente para
referencia Otros métodos de mutagenesis se conocen bien por
aquellos expertos en la maternia

En general, las moléculas de éacido nucleico y las
construcciones de vector requeridas para seleccidon, preparaciéon y
formateo de ligandos pueden construirse y manipularse segun se
establece en manuales de |aboratorio estandar, tal como
Sambrook et a/ (1989,) Molecular Cloning A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor, USA

La manipulacidn de acidos nucleicos utiles en la presente
invencién se llevan a cabo tipicamente en vectores recombinantes

Segun se utihza en la presente, el vector se refiere a un
elemento discreto que se utiliza para introducir ADN heterdlogo en
células para la expresidon y/o duplicacién de las mismas Los
métodos por los cuales se selecciona o construye y, por
consecuencia, utilizan tales vectores, se conocen bien por un
experto en la materia Los numerosos vectores se encuentran
publicamente disponibles, incluyendo plasmidos bacterianos,
bacteriéfago, cromosomas artificiales y vectores episomales
Tales vectores pueden utilizarse para simple clonaciéon vy
mutagenesis, se emplea alternativamente el vector de expresion
de gen Un vector para utilizarse de acuerdo a la invencién puede

seleccionarse para acomodar una secuencia codificadora de

2
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polipéptido de un tamafio deseado, tipicamente de 0 25 kilobase
(kb) a 40 kb 0 mas en célula huésped adecuada de longltud A se
transforma con el vector después de las manipulaciones de
clonacién in vitro Cada vector contiene varios componentes
funcionales, que generalmente incluyen un sitio de clonaciéon (o
*polienlazador™), un origen de duplicaciobn y al menos un gen
marcador elegible Si el vector dado es un vector de expresién,
adicionalmente posee uno o mas de los siguientes elemento
reforzador, promotor, terminacién de transcripcién y secuencias de
sefial, cada uno colocado en la proximidad del sitio de clonacion,
de tal forma que se unen operativamente al gen que codifica un
lhgando de acuerdo a la invencidn

Tanto los vectores de clonacibn como expresidn
generalmente contienen secuencias de acido nucleico que
permiten al vector duplicarse en una o mas células huésped
seleccionada Tlpicamente en los vectores de clonacién, esta
secuencia es una que permite al vector duplicarse
independientemente del ADN cromosdémico huésped e incluye
origenes de duplicacién o secuencias de duplicacion auténoma
Tales secuencias se conocen bien en la materia por una variedad
de bacteria, levadura y virus El origen de duplicacién del
plasmido pBR322 es adecuado para la mayoria de la bacteria de
gramo negativo, el origen plasmido de 2 micras es adecuado para
levadura, y varios origenes virales {(por ejemplo, SV 40,

adenovirus) son utiles para los vectores de clonacién en céiulas de

a9
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mamifero Generalmente, el origen de duplicacion no es necesario
para los vectores de expresién de mamifero al menos que estos se
utllicen en células de mamifero capaces de duplicar niveles altos
de ADN, tales como células COS

Ventajosamente, un vector de expresién o clonacibn puede
contener un gen de selaccion también referido como un marcador
elegible Este gen codifica una proteina necesarta para la
supervivencia o crecimiento de células huésped transformadas
crecidas en un medio de cultivo selectlvo Las células huésped no
transformadas con el vector que contienen el gen de seleccion por
lo tanto no sobreviviran en el medio de cultivo Los genes de
seleccidn tipica codifican las proteinas que confieren resistencia a
antibidticos y otras toxinas por ejemplo, ampicilina, neomicina,
metotrexato 0 tetraciclina, deficlencias auxotréficas
complementarias, o suministro de nutrientes critico no disponible
en ol medio de crecimiento

Ya que la duplicacién de vectores que codifican un ligando
de acuerdo a la presente invancién se reallza mas preferentemante
en E coli, un marcador elegible E coli, por ejemplo, el gen B-
lactamasa que confiere resistencia a la amplcllina antibiética, es
de uso Estos pueden obtenerse de plasmidos E cols, tales como
pBR322 o un plasmido pUC tal como pUC18 o pUC18

Los vectores de expresidn usualmente contienen un promotor
que se reconoce por o] organilsmo huésped y se une

operativamente a la secuencia codificadora de interés Tal
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promotor puede ser inducible o constitutiva El término
‘operativamente enlazada” se refiere a una yuxtaposicién en donde
los componentes descritos se encuentran en una relacién que les
permite funcionar en su manera pretendida Una secuencia de
control "operativamente enlazada® a una secuencia de codificacién
se liga de tal manera que la expresién de la secuencia de
codificacion se logra bajo condiciones compatibles con las
secuencias de control

Los promotores adecuados para utllizarse con huéspedes
procariéticos incluyen, por ejemplo, los sistemas de promotor de B-
lactamasa y lactosa, fosfatasa alcalina, el sistema de promotor
triptofan (trp) y promotores hibridos tales como el promotor tac
Los promotores para utilizarse en sistemas bacterianos también
generalmente contendran una secuencia Shine-Delgarno
operativamente unida a la secuencla de codificacién

Los vectores preferidos son vectores de expresion que
permite la expresion de wuna secuencia de nucledtido
correspondiente a un miembro de biblioteca de polipéptido De
esta manera la seleccién con el primer y/o segundo antigeno o
epitopo puede realizarse por propagacion separada y expresion de
un clon unico que expresa el miembro de biblioteca de polipéptido
o por uso de cualquier sistema de despliegue de selecclon Segun
se dascribe anteriormente el sistema de despliegue de selecclén
preferido es el despliegue de bacteri6fago De esta manera, los

vectores fago o fagomido pueden utilizarse, por ejemplo, pIT1 o
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pIlT2 Las secuencias lider utiles en la invencidén incluyen peiB,
stil, ompA phoA bla y pelA Un ejemplo son vectores de
fagomido que tienen un origen de duplicacién E coli (para
duplicacion de doble filamento) y también un origen fago de
duplicacién (para la produccién de ADN de fllamento unico) La
manipulacién y expresidon de tales vectores se conoce bien en la
materia (Hoogenboom y Winter (1992) supra, Nissim et a/ (1994)
supra) En resumen, el vector contiene un gen p-lactamasa para
conferir selectividad en el fagomido y un promotor lac rio arriba de
un casete de expresidn que consiste (terminal N o C) de una
secuencia lider pe1B (que dirige el polipéptido expresado al
espacio periplasmico), un sitio de clonacibn multiple (para
clonacién de la versidon de nucleétido del miembro de biblioteca),
opcionalmente, uno o mas etiquetas de péptido (para deteccion)
opcionalmente uno o mas de coddn de detencion TAG y la
proteina fago plll De esta manera, utilizando varias cepas
supresoras y no supresoras de E coli y con la adicién de glucosa,
iso-propilo tio-p-D-galactasido (IPTG) o un fago auxillar, tal como
VCS M13, el vector es capaz de duplicarse como un plasmido sin
expresién, producir grandes cantidades del miembro de biblloteca
de polipéptido solamente o producir fago, algunos de los cuales
contienen al menos una copia de |a fusiédn de polipéptido plll en su
superficie

La construccion de vectores que codlfican los ligandos de

acuerdo a la invencidn emplea técnicas de ligacidn
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convencionales Los vectores aislados o fragmentos de ADN se
dividen, cortan, y vuelven a ligar en la forma deseada para generar
el vector requerido $Si se desea, el andlisis para confirmar que las
secuencias correctas se presantan en el vector construldo pueden
realizarse en una forma conocida Los métodos adecuados para
construccion de vectores de expresidn, preparar las
transcripciones /n vitro, introducir el ADN en células huésped, y
realizar analisis para valorar la expreslon y funcién se conocen por
aquellos expertos en la materia La presencia de una secuencia
de gen en una muestra se detecta, o su amplificaclén yl/o
expresién cuantificada por métodos convencionales, tal como
analisis southern o Northern, Western blotting, dot blotting de
ADN, ARN o proteina, hibrnidizacién in s/tu, inmunocitoquimica o
analisis de secuencia de acido nucleico o moléculas de protefna
Aquellos expertos en la materia facilmente contemplardn como

estos métodos pueden modificarse, si se desea

Estructuras

Las estructuras pueden basarse en moléculas de
inmnoglobulina o pueden ser de no inmunoglobulilna en origen
segun se establece anteriormente Las estructuras de
inmunoglobulina preferidas segun se definen en la presente
incluye cualquiera de uno o mas de aquellos seleccionados de lo
siguiente una molécula de inmunoglobulina comprendiendo al

menos (i) la CL (subclase kappa o lambda) dominio de un
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anticuerpo, o (ii) el dominio CH1 de una cadena pesada de
anticuerpo, una molécula de inmunoglobulina comprendiendo los
dominios CH1 y CH2 de una cadena pesada de anticuerpo, una
molécula de inmunoglobulina comprendiendo los dominios CH1,
CH2 y CH3 de una cadena pesada de anticuerpo, o cualquiera del
subgrupo (i) junto con el dominio CL (subclase kappa o lambda)
de un anticuerpo Un dominio de regién de articulaclén puede
también incluirse Tales combinaclones de dominios, por ejemplo,
pueden imitar los anticuerpos naturales, tales como IgG o IgM, o
fragmentos de los mismos, tales como moléculas Fv, scFv, Fab o
F(ab')a Aquellos expertos an |la materia estardn concientes de

que esta lista no se presenta que sea exhaustiva

Andamios de Proteina

Cada dominio de unién de epitopo comprende un andamio de
proteina y uno o mas CDRs que se incluyen en la interaccién
especifica del dominio con uno o mas epltopos Ventajosamente,
un dominio de union de epitopo de acuerdo a la presenta Invencién
comprende tres CDRs Los andamios de proteina adecuados
incluyen cualquiera de aquellos seleccionados del grupo que
consiste de lo siguiente aquellos basados en dominios de
inmunoglobulina, aquellos basados en fibronectina, aquellos
basados de afficuerpos aquellos basados en CTLA4, aquellos
basados en chaperonas tales como GroEL, aquellos basados en

lipocalina y aquellos basados en receptores Fc bacterianos SpA y

o4
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SpD Aquellos expertos en |a materia aprecian que esta lista no

soa pretende que sea exhaustiva

Andamios para utilizarse en los Ligandos en Construcciéon
Seleccién de la Conformacién de cadena princlpal

Los miembros de la superfamilia de inmunoglobulina todos
comparten un pliegue similar para su cadena de polipéptido Por
eJemplo, a pesar de que los anticuerpos son altamente diversos en
términos de su secuencia primarna, la comparacién de secuencias
y estructuras cristalograficas ha revelado que, contrarlo a la
expectacién, cinco de los seis ciclos de unién de antigeno de
anticuerpos (H1, H2, L1, L2, L3) adoptan un numero limitado de
conformaciones de cadena principal, o estructuras canénicas
(Chothla y Lesk (1987) J Mo! Biol/, 196 801, Chothia et al (1989)
Nature, 342 877) EIl analisis de longitudes de ciclo y residuos
clave han permitido por lo tanto la mayonia de anticuerpos
humanos (Chothia et a/ (1992) J Mol Biol, 22T 799, Tomlinson el
al (1995) EMSO J, 14 4628, Wilhams et al (1998) J Mol Biol
264 220) A pesar de que la region H3 es mucho mas diversa en
términos de secuencia, la longitud y estructura (debido al uso de
segmentos D) también forma wun numero Ilimitado de
conformaciones de cadena principal para longitudes de ciclo corto
que dependen de la longitud y la presencia de residuos
particulares, o tipos de residuo, en posiciones clave en el ciclo y la

estructura de anticuerpo (Martin et a/ (1986) J Mol Biol, 263

Zes
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800, Shirai et al (1996) FEBS Letters, 389 1)

Las bibliotecas de ligandos y/o dominios pueden disefiarse
en los cuales ciertas longitudes de ciclo y residuos clave se han
elegido para asegurar que la conformacion de cadena principal de
los miembros se conoce Ventajosamente, estos son
conformaciones reales de las moléculas de superfamilia de
inmunoglobulina encontradas en naturaleza, para minimizar los
cambios que no son funcionales, segun se discute anteriormente
Los segmentos de gen de linea de germen V sirven como una
estructura basica adecuada para construir el anticuerpo o
bibliotectas de receptor de célula T, otras secuencias también son
de uso Las variaciones pueden presentarse a una baja
frecuencia, de tal forma que un pequefic numero de miembros
funcionales puede poseer una conformacién de cadena principal
alterada, lo cual no afecta su funcién

La teoria de estructura canbénica es también de uso para
valorar el numero de diferentes conformaciones de cadena
principal codificadas por ligandos, para pronosticar Ila
conformacién de cadena principal en base a las secuencias de
ligando y para elegir los residuos para la diversificacidbn que no
afectan la estructura canénica Se sabe que, en el dominio Vg
humano, el ciclo L1 puede adoptar una de cuatro estructuras
candnicas, el ciclo L2 tiene una estructura candénica unica y que
90% de los dominios V¢ humanos adoptan una de cuatro o cinco

estructuras candnicas para el ciclo L3 (Tomlinson et a/ (1985)
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supra), de esta manera en el dominio V¢ solo, diferentes
estructuras candnicas pueden combinarse para crear un rango de
diferantes conformaciones de cadena principal Dado que el
dominio V, codifica un diferente rango de estructuras canénicas
para los ciclos L1, L2 y L3 y que los dominios Vg y V, pueden
emparejarse con cualquier dominio Vy que puede codificar varias
estructuras candnicas para los ciclo H1 y H2, el numero de
combinaciones de estructura candnica observadas para estos
cinco ciclos es muy grande Esto implica que la generacién de
diversidad en la conformacién de cadena principal puede ser
esencial para la produccién de un amplio rango de especificidades
de unibn Sin embargo, al construir una biblioteca de anticuarpo
en una conformacién de cadena principal conocida unica se ha
encontrado, contrario a la expectacién, que la diversidad en la
conformacién de cadena principal no se requiere para generar
suficiente diversidad para tener como objetivo sustancialmente
todos los antigenos Aun méas sorprendentemente, Ila
conformacién de cadena principal unica no necesita ser una
estructura consens¢ - una conformacidn que se prasenta
naturalmente unica puede utilizarse como |la base para una
biblioteca entera De esta manera, en un aspecto preferido, los
ligandos especificos duales de Ila invencidn poseen una
conformacion de cadena principal conocida unica

La conformaciéon de cadena principal unica que se elige es

preferentemente de lugar comun entre las moléculas del tipo de

(Fas
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superfamiia de inmunoglobulina en cuestion Una conformacién
es de lugar comun cuando un significante numero de moléculas
que se presentan naturalmente son observadas para adoptarla
De acuerdo con lo anterior, en un aspecto preferido de la
invencién, la ocurrencia natural de las diferentes conformaciones
de cadena principal para cada ciclo de unién de un dominio de
inmunoglobulina se consideran por separado y después un dominio
variable que se presenta naturalmente se elige, el cual posee la
combinacién deseada de conformaciones de cadena principal para
los diferentes ciclos Si ninguno estd disponible, el aquivalente
més cercano puede elegirse Es prefarible que la combinacidn
deseada de conformaciones de cadena principal para los
diferentes ciclos se crea al seleccionar los segmentos de gen de
linea germinal que codifican las conformaciones de cadena
principal deseada Es mas preferible, que los segmentos de gen
de linea germinal seleccionados se expresan frecuentemente en
naturaleza, y mas preferentemente que son Ilos mas
frecuentemente expraesados de todos los segmentos de gen de
Iinea germinal naturales

En el diseiio de ligandos (por ejemplo, dAbs) o bibliotecas de
los mismos la incidencia de las diferentes conformaciones de
cadena principal para cada uno de los seis ciclos de umdén de
antigeno pueden considerarse por separado Para H1, H2, L1, L2
y L3, una conformacién dada que se adopta por entre 20% y 100%

de los ciclos de unién de antigeno de moléculas que se prasentan
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naturalmente se elige Tipicamente, su incidencia observada es
arriba de 35% (es decir, entre 35% y 100%) e, idealmente, arriba
de 50% o aun arrniba de 65% Ya que |la mayoria vasta de ciclos
H3 no tienen estructuras candnicas, es preferible elegir una
conformacion de cadena principal que sea de lugar comun entre
aquellos ciclos que no despliegan las estructuras canénicas Para
cada uno de los ciclos, la conformacidn que se observa mas
frecuentemente en el repertorio natural se selecciona por lo tanto
En anticuerpos humanos, las estructuras canénicas mas populares
(CS) para cada ciclo san como sigue H1 - CS 1 (79% dal
repertorio expresado), H2 - CS 3 (46%), LI - CS 2 de V, (38%), L2
-CS 1(100%), L3 - CS 1 de V, (36%) (calculo asume una relacion
x A ratio de 70 30, Hood et a/ (1967) Cold Spring Harbor Symp
Quant Biol 48 133) Para los ciclos H3 que tlenen estructuras
candnicas, una longitud de CDR3 (Kabat et al (1991) Sequences
of proteins of immunological interest, U S Department de Health y
Human Services) de siete residuos con un puente de sal de
residuo 94 a residuo 101 parece que es el mas comun Existen al
menos 16 secuencias de anticuerpo humano en la biblioteca de
datos EMBL con la longitud H3 requerida y los residuos clave para
formar esta conformacidon y al menos dos estructuras
cristalograficas en el banco de datos de proteina que pueden
utilizarse como una base para el moideo de anticuerpo (2 cgr y
1tet) Los segmentos de gen de IInea germinal mas

frecuentemente expresada que esta combinacién de estructuras
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canonicas son el segmento V, 3-23 (DP-47), el segmento Jy JH4D,
el segmento V, 02/012 (DPKS9) y el segmento J, J.1 Los
segmentos V, DP45 y DP38 también son adecuados Estos
segmentos pueden por lo tanto utilizarse en combinacién como una
base para construir una biblioteca con la conformacién de cadena
princlipal unica

Alternativamente, en lugar de elegir la conformaciéon de
cadena principal unica en base a la ocurrencia natural de las
diferentes conformaciones de cadena princlpal para cada uno de
los ciclos de unién en aislamiento, la ocurrencia natural de
combinaciones de conformaciones de cadena principal se utiliza
como la base para elegir la conformacidn de cadena principal
unica En el caso de anticuerpos, por ejemplo, la ocurrencia
natural de combinaciones de estructura canénica por cualquiera de
dos, tres, cuatro, cinco o todos los seis de los ciclos de unidn de
antigeno pueden determinarse Aqul, es preferible que Ila
conformacion elegida sea de lugar comun en anticuerpos que se
presentan naturalmente y mas preferentemente que se observa
més frecuantemente en el repertorio natural De esta manera, en
anticuerpos humanos, por ejemplo, cuando |las combinaciones
naturales de los cinco ciclos de unién por antigeno, H1, H2, L1, L2
y L3, se consideran la combinaciébn mas frecuente de las
estructuras candnicas se determina y después se combina con la
conformacién mas popular para el ciclo H3, como una base para

elagir la conformacidén de cadena principal unica
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Diversificacién de |a Secuencia Canonica

Habiendo seleccionado varias conformaciones de cadena
principal conocidas o, preferentemente una conformacién de
cadena principal conocida unica los ligandos (por ejemplo, dAbs)
o bibliotecas para utilizarse en la invencién pueden construirse al
variar el sitio de unién de la molécula a filn de generar un
repertorio con diversidad estructural y/o funcional Esto signlifica
que las variantes se generan de tal forma que poseen suficiente
diversidad en su estructura y/o su funclén de tal forma que son
capaces de proporcionar un rango de actividades

La diversidad deseada se genera tipicamente al varlar la
molécula seleccionada en una o0 mas posiciones Las posiciones a
cambiar pueden elegirse al azar o se seleccionan preferentemente
La variacién puede lograrse asi ya sea por seleccidn al azar,
durante la cual el aminoacido residente se reemplaza por un
aminoacido o analogo del mismo, natural o sintético, produciendo
un muy gran numero de variantes o al reemplazar el aminoacido
residente con uno o mas de un subgrupo de aminoacidos deflnido,
produciendo un numero mas limitado de variantes

varios métodos se han reportado para introducir tal
diversidad EI PCR propenso al error (Hawkins et al (1992) J
Mol Biol, 226 888), mutagenesis quimica (Deng et al (1994) J
Biol Chem 269 9533) o cepas de mutador bacteriano (Low et a/
(19986) J Mo! Biol, 260 359) pueden utilizarse para introducir las

mutaciones al azar en los genes que codifican la molécula Los

al
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métodos para mutar las posiciones seleccionadas también se
conocen bien en la materia e incluyen el uso de oligonucleétidos
desiguales o degenerar los oligonucledtidos, con o sin el uso de
PCR Por ejemplo, varias bibliotecas de anticuerpo sintético se
han creado al tener como objetivo mutaciones a los ciclos de unién
de antigeno La region H3 de Fab de unién por toxoide tetano
humano se ha seleccionado al azar para crear un rango de nuevas
especificidades de unidn (Barbas et a/ {(1992) Proc Natl Acad
ScL USA, 89 4457) Las regiones H3 y L3 al azar o semi-azar se
han anexado a los segmentos de gen V de linea germinal para
producir grandes bibliotecas con reglones de estructura no
mutadas (Hoogenboom & Winter (1982) J Mol Blol, 227 381,
Barbas ot al (1992) Proc Natl Acad Sci USA, 89 4457, Nissim et
al (1994) EMBOJ , 13 692 Gniffiths et al (1994) EMBO J, 13 3245
De Kruif et af (1995) J Mol Biol 248 97) Tal diversificaclén se
ha extendido para incluir ciertos o todos los otros ciclos de unién
de antigeno (Cramern ot al/ (1998) Nature Med , 2 100, Riechmann
et al (1995) Bio/Technology, 13 475, Morphosys, W097/08320,
supra)

Ya que la seleccidn al azar del ciclo tiene el potencial de
crear aproximadamente mas de 10'® estructuras para H3 solo y un
de igual forma un gran numero de variantes para los otros cinco
ciclos, no es facil utilizar la tecnologia de transformaciéon de
corriente o aun utilizar los sistemas Illbres de célula para reducir

una biblioteca que representa todas las combinaciones posibles



10

15

20

25

201

Por ejemplo, en una de las bibliotecas mas grandes construidas a
la fecha, 6 x 10'° diferentes anticuerpos, lo cual es solamente una
fraccion de la diversidad potencial para una biblioteca de su
disefo, se generaron (Griffiths et a/ (1994) supra)
Preferentemente, solamente los residuos que se incluyen
directamente en la creacién o modificacién de la funcion deseada
de la molécula, se diversifican Para varias moléculas, la funcién
sera unirse a un objetivo y por lo tanto la diversidad debera
concentrarse en el sitio de uniébn objetivo, mientras que se evita
cambiar los residuos que son cruciales al envasado global de la
molécula o a mantener la conformacién de cadena principal

elegida

Diversificacién de la Secuencia Canénica a medida que aplica a
los Dominios de Anticuerpo

En el caso de ligandos basados en anticuerpo (por ejemplo
dAbs), el sitio de unién para el objetivo es mas frecuente el sitio
de uniéon de antigeno De esta manera, prefaerentemente
solamente aquellos residuos en el sitio de unién de antigeno se
varlan Estos residuos son extremadamente diversos en el
repertorio de anticuerpo humano y se conocen por hacer contactos
en complejos de anticuerpo/antigeno de alta resolucidn Por
ejemplo, en L2 se sabe que las posiciones 50 y 53 son diversas en
anticuerpos que se presentan naturalmente y se observan para

hacer contacto con el antigeno En contraste, el procedimiento
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convencional pudiera haber sido diversificar todos los residuos en
la Regién Determinadora de Complementariedad (CDR1)
correspondiente segun se define por Kabat et al/ (1991, supra,
algunos siete residuos en comparacién a los dos diversificados en
la biblioteca para utilizarse de acuerdo a la invencién Esto
representa una mejora importante en términos de la diversidad
funcional requerida para crear un rango de especificidades de
unmién de antigeno

En naturaleza, la diversidad de anticuerpo es el resultado de
dos procesos recombinacion somética de los segmentos de gen V,
D y J de linea germinal para crear un repertorio primario natural
(tan llamado diversidad en conjunto y linea germinal) e
hipermutacién somatica de los genes V recolocados resultantes
El analisis de las secuencias de anticuerpo humano ha mostrado
que la diversidad en el repertorio primario se enfoca en el centro
del sitio de unién de antigeno mientras que la hipermutacidn
somatica esparce la diversidad a las regiones en la pariferia del
sitio de unidn de antigeno que son altamente conservadas en el
repertorio primanio (ver Tamlinson et al (1998) J Mol Biol, 256
813) Esta compiementariedad se ha producido probablemente
como una estrategia eficiente para buscar el espacio de secuencia
y. @ pesar de ser aparentemente unica a los anticuerpos, puede
aplicarse facilmente a otros repertorios de polipéptido Los
resilduos que se varian son un subgrupo de aquellos que forman el

sitio de wunién para el objetivo Los diferentes subgrupos



10

15

20

25

203

(incluyendo recubrimiento) de residuos en el sitio de unién objetivo
se diversifican en difarentes etapas durante la seleccién, sI se
desea

En el caso de un repertorio de anticuerpo, un repertorio
“natural” inicial puede crearse en donde ciertos, pero no todos, los
residuos en el sitio de unién de antigeno se diversifican Segun se
utthza en la presente en este contexto, el término “natural® se
refiere a moléculas de anticuerpo que tienen objetivo no
predeterminado Estas moléculas se asemejan a aquellas que se
codifican por los genes inmunoglobulina de un individuo quien no
ha superado la diversificacidn inmune, como es el casa con
individuos recién nacidos y fetales, cuyos sistemas inmunes no se
han cambiado aun por una amplia variedad de estimulos
antigénicos Este repertorio se seleccibn asi contra un rango de
antigenos o epitopos Si se requiere, la diversidad adicional
puede introducirse asi fuera de la region diversificada en el
repertorio inicial Este repertorio maduro puede seleccionarse
para la funcién modificada, especificidad o afinidad

Los repertorios naturales de los dominios de unién para la
construccién de ligandos en los cuales algunos o todos los
residuos en el sitio de unibn de antigeno se varian, se conocen en
la materia (Ver, WO 2004/058821 WO 2004/003019, vy WO
03/002608) La biblioteca °primaria” imita el repertorio primario
natural, con diversidad restringida a residuos en el centro del sitio

de antigeno de unidn que son diversos en los segmentos de gen V

23S
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de llnea germinal (diversidad de IInea germinal) o diversificarse
durante el proceso de recombinacidn (diversidad conjuncional)
Aquellos residuos que se diversilcan incluyen, pero no se limitan
a, H50, H52, H52a, H53, H55, H586, H58, H85, H86, H97, HB8, L50,
L53, L91, LB2, L93, L94 y L98 En la biblioteca “somatica®, la
diversidad se restringe a residuos que se diversifican durante el
proceso de recombinacidén (diversional de unién) o se mutan
altamente de manera somatica Aquellos residuos que se
diversifican incluyen, pero no se limitan a H31, H33, H35, HB5
H96, H97, H98 1L30, L31, L32, L34 y L8 Todos los residuos
anterlormente listados como adecuados para la diversificacién en
estas bibliotecas se conocen por hacer contactos en uno o mas
complejos de anticuerpo-antigeno Ya que en ambas bibliotecas,
no todos los residuos en el sitio de unién de antigeno se varfan, la
diversidad adicional se incorpora durante la seleccién al variar los
residuos restantes, si se desea hacerlo asl Debera ser aparente
para aquellos expertos en |la materia que cualquier subgrupo de
cualquiera de estos residuos (o0 residuos adicionales que
comprenden el sitio de unién de antigeno) pueden utilizarse para
la diversificacion inicial y/o subsecuente del sitio de unién de
antigeno

En la construccidn de bibliotecas para utllizarse en la
invencién, la diversificacion de las posiciones elegidas se logra
tipicamente en el nivel de acido nuclelco, al alterar la secuencia

codificadora que especifica la secuencia del polipéptido de tal
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forma que un numero de posibles aminoacidos (todos 20 o un
subgrupo de los mismos) pueden incorporarse en esa pasicidn
Utiizando la nomenclatura IUPAC el coddn mas versatil es NNK
el cual codifica todos los aminoacidos asi como también el coddn
de detencién TAG El codén NNK se utiliza preferentemente a fin
de Introducir la diversidad requerida Otros codones que logran
los mismos extremos son también de uso, incluyendo el codoén
NNN, el cual conduce a la produccién de los codones de detencién
adicionales TGA y TAA

Una caracteristica de la diversidad de cadena lateral en el
sitlo de unién de antigeno de anticuerpos humanos es una
derivacién pronunciada que favorece ciertos residuos de
aminoéacido Si la composicién de aminoacido de las diez
posiciones mas diversas en cada una de las regiones Vy, Vk y V,
50 suman, mas de 76% de la diversidad de cadena senciliia llega a
ser de solamente siete diferentes residuos, estos siendo, serina
(24%), tirosina (14%), asparagina (11%), glicina (9%), alanina
(7%), aspartato (6%) y treonina (6%) Esta derivacién hacia los
residuos hidrofilicos y los pequefios residuos que pueden
proporcionar la flexibilidad de cadena principal probablemente
refleja la evolucién de las superficios que se predisponen a la
unién de un amplio rango de antigenos o eplitopos y pueden
ayudar a explicar la promiscuidad requerida de anticuerpos en el
repertorto primario

Ya que os preferible imitar esta distribucién de aminoacidos,

[2>e

It
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la distribucibn de aminoacidos en |as posiciones a variar
prefereantemente imita aquella observada en el sitio de unién de
antigeno de anticuerpos Tal derivacién en la sustitucion de
aminoacidos que permite la seleccidn de ciertos polipéptidos {(no
sbélo polipéptidos de anticuerpo) contra un rango de antigenos
objetivo se aplica facilmente a cualquier repertorio de polipéptido
Existen varios métodos para derivar la distribucién de aminoéacido
en la posicién a variar (incluyendo el uso de mutagenesis de tri-
nucleétido, ver WO 97/08320), de los cuales el método preferido,
debido a la faciidad de sintesis, es el uso de codones
degenerados convencionales Al comparar el perfil de aminoacido
codificado por todas las combinacionas de codones degenerados
(con degeneracién unica doble, triple y cuadruplo en reiacione s
iguales en cada posicion) con el uso de aminoacido natural es
posible calcular el coddn mas representativo Los codones
(AGT)YAGC)T, (AGT)(AGC)C y (AGT)(AGC)(CT) — es decir, DVT,
DVC y DVY, respectivamente utilizsando nomenclatura IUPAC- son
aquellos mas cercanos al perfil de aminodcido deseado codifican
22% de serina y 11% de tirosina, asparagina, glicina, alanina,
aspartato, treonina y cisteina Prefereantemente, por lo tanto, las
bibllotecas se construyen utilizando el codén DVT, DVC o DVY en

cada una de las posiciones diversificadas

Ensayo de Citotoxicidad L929

Los antagonistas de TNFR1 (por ejemplo, ligandos,
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monoémeros dAb) pueden identificarse por la habilidad para inhibir
la citotoxicidad inducida por TNF en fibroblastos de ratén L929
(Evans, T (2000) Molecular Biotechnology 15, 243-248) En
resumen, las células L9929 Ilaminadas en placas de
microconcentracidn se incuban durante la noche con antagonista
de TNFR1 100 pg/ml de TNF y 1 mg/ml de actinomicina D (Sigma,
Poole, UK) Entonces la viabilidad celular se mide al leer la
absorcidén a 490 nm siguiendo una incubacién con 3-(4,5-
dimetlitiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2-H-

tetrazolio (Promega, Madison, USA) Los antagonistas de TNFR1
inhibirdn la citotoxicidad y por lo tanto producen un aumento en la

absorcidén en comparacion con TNF solamente control

Ensayo Hela IL-8

Los antagonistas de TNFR1 (por ejemplo, mondémeros dAb)
pueden identificarse por la habilidad para inhibir la secrecién
inducida por TNF de IL-8 por células HeLa humanas (método
adaptado de aquel de Akeson, L et al/ (1998) Journal de
Biological Chemistry 271, 30517-30523, que describe la induccién
de IL-8 por IL-1 en HUVEC, aqul observamos en Induccidn por alfa
TNF humano y utilizamos céluias HeLa en lugar de estirpe de
célula HUVEC) En resumen, las células HelLa pueden laminarse
en placas de microconcentracién se incubaron durante la noche
con el antagonista de TNFR1 y 300 pg/ml de TNF Post-

incubacién, el sobrenadante se aspira de las células y la

239
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concentracléon IL-8 se mide utiizando un ELISA intercalado (R&D
Systems), u otro método adecuado Los antagonistas de TNFR1
inhiben la secrecién de iL-8, y menos IL-8 se detecta en el

sobrenadante en comparacién con el control de solamente TNF

Elemplos
Elemplo 1 _Extensién de la vida media de suero de factor de
necrosis tumoral {TNF)

Los ratones transgénicos para TNF humano (Tg197) se
administraron en grupos de 10 animales con dosis
intraperitoneales semanales da dAbs anti-TNF que se habian
reformateado como dimeros con un PEG ramificado 40k
(denominado PEG TAR1-5-19) o como una fusiébn con un dAb de
albumina de anti-suero (denominado trimero TAR1-5-19/MSA) La
administracién de salina se utilizé como un control Después de 7
semanas de administraciéon de farmaco, el suero de los animales
80 analizé para circular los niveles TNF utilizando un equipo ELISA
intercalado anti-TNF Los animales administrados con salina
tuvieron un nivel de TNF circulante de 25 6 pg/ml mientras que los
animales que reciben trimero TAR1-5-19/MSA tuvieron niveies
eleados a 2315pg/ml Esto demuestra claramente que los dAbs
con una vida media de suero extendida puede aumentar los niveles
circulantes de una molécula con una vida media de suero corto tal

como una citoquina y por lo tanto aumentar los niveles de suero

740
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ElJemplo 2 Extensién de la vida media de suero del receptor 1

de factor de necrosis tumoral soluble {(STNFR1)

A los ratones CD1 se les administré una dosis Intravenosa
unica 1 mg/kg de un dAb TNFR1 antl-ratbn que se habia
reformateado (formatos de vida media extendidos) con ya sea un
PEG ramificado 40k (denominado PEG anti-TNFR1 dAb) o como
una fusidn con un dAb de albumina de anti-suero (denominado
dimero anti-TNFR1/anti-SA) El suero se evalué en diferentes
puntos de tiempo para niveles de TNFR1 soluble utilizando un

ELISA intercalado anti-TNFR1 segun se detalla abajo

Mediclén de TNFR1

Las inmunoplacas de parte inferior plana de 96 cavidades
Maxisorp F98 (Nunc, No de Catalogo 439454) se revistieron con
anticuerpo sTNF R1/TNFRSF1A anti-ratén (50 ul por cavidad a 1
ug/ml en PBS) Las placas se incubaron por 1 hr a temperatura
ambiente Las placas se lavaron tres veces con 200 ul de PBS
La unidn no especifica se bloqued co n3% de BSA/PBS por 1 hr a
temperatura ambiente Las placas se lavaron tres veces con 200
ui de PBS/0 05% de Tween-20

Las diluciones de STNF R1 de ratén recombinante (R&D
Systems, # cat 4254-R1) se prepararon en PBS/1% de BSA a
5000ng mil*, 500ng mi ', 50ng ml 'y 5ng mi ' y 50ul agregados a la
cavidad Alternativamente, el suero de ratones inmunizados con

PEG ramificado TAR2m-21-23/40K se prepard a 1/5, 1/50, 1/500 y
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1/5000 diluciones en PBS/1% de BSA y 50ul agregados a la
cavidad Las placas se incubaron a 1 hora, temperatura ambiente
Las placas se lavaron tres veces con 200 ul de PBS/0 05% de
Tween-20

El anticuerpo sTNF R1 de anti-ratén biotinilado (R&D
Systems, # cat AHFOI) se prepar6é en 1 ug/ml y 50ul agregados a
la cavidad Las placas se incubaron por 1 hora, temperatura
ambiente Las placas se lavaron tres veces con 200ul de
PBS/0 05% de Tween-20

La anti-biotina de ratén monoclonal de fraccibn IgG
conjugada por peroxidasa (Stratech, No Cat 200-032-096) se
prepar6é a 160ng mi-1 y 50 ul agregados a la cavidad Las placas
se incubaron por 1 hora, temperatura ambiente Las placas se
lavaron tres veces con 200ul de PBS/0 05% de Tween-20 después
tres veces con PBS

El sustrato de peroxidasa de microcavidad de componente
TMB-1 SureBlue (KPL, No Cat 52-00-00) se agregd a todas las
cavidades La placa se incubd a temperatura ambiente por 15
minutos y la reaccién se detuvo con 1M de HCI La absorcién se
ley6é a 450 nM

Todas las muestiras se ensayaron en duplicado Las
cavidades sin muestra se incluyeron

Los resultados OD para las diluciones 1/5 de suero de los
ratones dosificados con el dAb anti-TNFR1 PEG se diagramaron

contra el tiempo (Figura 1) Los resultados claramente muestran

242
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los niveles crecientes de TNFR1 en el suero antes de caer de

regreso a los niveles basicos siguiendo la autorizacién del dAb

Elemplo 3
dAbs que unen las Moléculas de Receptor pero no Unen el
Sitl Unlén_

Este ejemplo ilustra un método para identificar dAbs que
unen una molécula receptora deseada pero no unen el sitio activo
del receptor El procedimiento se ilustra utilizando el receptor de
factor de necrosis tumoral 1 (TNFR1), y es generaimente aplicable
a las moléculas receptoras

Las moléculas receptoras quiméricas hechas de diferentes
dominios TNFR1 murino y dominios TNFR1 humano (Banner DW,
et al Cell, 75(3) 431-45 (1993) ) de tal forma que la molécula
contiene los cuatro dominios extracelulares definildos de TNFR1
pero que estos varian en origen entre proteinas TNFR1 humana sy
de ratén, se produjeron Los receptores quiméricos producidos
compartieron propiedades tanto de TNFR1 humano como TNFR1
de ratén de acuerdo a los diferentes papeles de dominio y
funcionalidad Las moléculas proporcionaron un medio para la
valoracién de la especificidad de dominio de dAbs, anticuerpos y
fragmentos de unién de antigeno del mismo y otras moléculas (por
ejemplo, dominios de proteina tales como afflcuerpos, dominios de
receptor LDL, o dominios EGF) que unen TNFR1 humano o de

ratén
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Métodos

Las secuencias TNFR1 de ratdén y humanas se clonaron
previamente en el vector de expresién Pichia pPicZalpha
(Invitrogen) por medio de los sitios de endonucleasa de restricclon
EcoRl y Notl El ADN de TNFR1 de ratéon templado (y por
consecuencia, las construcclones de receptor quimérico que
terminan con un dominio 4 muring) contuvieron una etiqueta 3' 6x
histidina TNFR1 humano (y por consecuencia las construcciones
de receptor quimérico que terminan con un dominio humano 4)
contuvieron tanto etiquetas Myc como 6x Histidina en secuencia an
el extremo 3’

Los PCRs niciales se realizaron de acuerdo a las
condiciones de PCR estdndares utilizando polimerasa de ADN
RubyTaq (USB Corporation, Cniveland, Ohio) 100 ng de ADN
templado (comprendiendo el templado minipreparado de ADN
relevante ya sea de longitud completa mTNFRI o ADN hTNFR1)

Las reacciones de PCR tipicas se establecieron como sigue
25 ul de 10X regulador PCR RubyTaq que contiene polimerasa, 2
ul de primer cebador (de 10 uM base), 2 ul de segundo cebador
(de 10 uM base), 1 ul (100 ng) de ADN templado de longitud
completa TNFR1, 20 ul de dH;0 (a un volumen final de 50 ul) Las
reacciones se fijaron en tubos de pared delgada y se colocaron en
un termociclador en donde la reaccidén se reahzé de acuerdo a los

siguientes parametros

244
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[ Desnehsazacion lnds |3 miradns [o+C

— —_—

Amzsamignio (23 ciclos) u& E

Extonaitn 1 re
[ Exinnslon Finsl [0 miruskcn [T

Resumen de las reacciones PCR Iniclales utilizadas en la
generaclén de construcclones quiméricas

[ Construccin Numem PCR-cebsdorns uliasdos T
WHHH PCR1-1y12 ﬂ
PCRZ-2y3 Humano
Lo PCR1 1Y% Humano
PCR3-8y13 Ratin
PCRY-2y4 Humano
AHMH FCRI1-1y10 Humano
| PCR2-7y 14 Rathn)
PCRI-2¢y" Humano
HHM PCRI1-1¢11 Humans
FCR2-2y8 Ratn
HVMM PCR1-1y0 Hauming
2-2y8 Rgthn

*Anotacion H=dominio Humano, M=dominio de ratén, por ejemplo,
MHHH=Dominio 1 de ratén, dominios humanos 2-4

Los productos PCR generaron estos PCRs iniciales, se
cortaron de 1% de gel de agarosa y sé purificaron utilizando un
equipo de purificacién de gel (Qiagen) antes de la elucién en 50 pl

de dH,0

Cebadores utilizados para la generacién de construccién de

TNFR1 Quimérico

Namero de cebasior Escuancis de cabador
Cabsdor

il

il

il

12

Cabador 13

Cabador 14 D NO: 1

PCR SOE
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El ensamble de PCR (también conocido como “halar a través
de" o Divisién por Extenslén de Recubrimiento SOE véase Gene,
15 77(1) 61-8 (1989)) permite a los productos de PCR primarios
traerse junto con digestibn o ligacidén, haciendo uso de los
extremos complementarios de productos de PCR primarios
Durante este proceso los productos primarios se traen junto sy se
desnaturalizan antes de que se sus extremos complementarios se
permitan amasar juntos en la presencia de polimerasa de ADN Taq
y dNTPs Los diversos ciclos de amasamiento y extensién dan
como resultado un relleno en los filamentos complementarios y la
produccién de un templado de longitud completa Los cebadores
que flanquean ahora el casete de construcciéon de longitud
completa se agregan y un PCR convencional se ejecutd para
amplificar el producto instalado Los PCRs de SOE se realizaron a
fin de aminorar juntos y amplificar los diversos dominios de TNFR1
derivados de los PCRs iniciales anteriormente descritos Los
PCRs de SOE instalados se fijaron como sigue 40 p!{ 10x
regulador PCR conteniendo MgCl;, ~2 ul (100 ng) de producto
limpio de PCR 1 inicial, ~2 pl (100 ng) de producto limpio de PCR
2, 36 pl de dH,0O (a volumen final de 80 ul) La mezcla de cebador
SOE se agregd después de la etapa de instalacidn como sigue 2
pl de cebador de flanqueo 5' (Cebador 1), 2 pl de cebador de
flanqueo 3' (Cebador 2), 10 pl 10x regulador PCR, 6 pl de dH.0 (a
volumen final 20 pul)

Las reacciones PCR se realizaron utilizando el programa
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anteriormente descrito Los ciclos de instalacién iniciales
requirieron aproximadamente 45 minutos de los cuales el
termociclador se fijo a pausa a 94°C 20 ul de mezcla de cebador

se agregd a cada reaccion y se mezclé

Condiclones de Instalaclén

[T S mindos W
Dmmtseizsctin |1 mimno 4°C
Amanarnisrts (15 cicsos) ECTH [Tx]
Extansién minuin 17C

Condiciones de amplificaclén (Pausa a 94°C, mezcla de

cebadores agregada después)

Cosrabiraandtn
Amaasmianto (15 cicios)
Externalbn

Bie
2

Los productos PCR se revisaron al ejecutar 3-5 ul de cada

reaccién en un 1% de gel de agarosa

Clonacién de quimeras TNFR1 instaladas en el vector de expresién
Pichia

El vector pPicZalpha (Invitrogen) se ingiri6 secuenciaimente
con enzimas EcoRI y Notl antes de la purificacidén de columna de
filtracién de gel Chromaspina TE-1000 (Clontech, Mountain View,
CA)

Transformacidén de construcciones quiméricas de TNFR1 en E coli
Las construcciones quiméricas ligadas se transformaron en

células E coli electrocompetentes HB2151 y se recuperaron por

24t
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una hora en medio LB bajo para laminarse en dgar LB bajo en sal
con 025 ug/ml de ZEOCIN, formulaclén de antibiético que
contiene Pleomicina D (Cayla, Toulouse, Francia) por 24 hrs a
37°C Las colonicas individuales se verificaron asi por secuencia
para asegurar la secuencia correcta de la construccién quimérica
dentro del vector de expresién y las preparaciones de plasmido
Maxiprep a gran escala hechas de cada vector de construccion
quimérica

Las secuencias de nucleétido de construcciones quiméricas
preparadas se presentan abajo Las construcciones quiméricas se
nombraron de acuerdo al origen de sus dominios (ejecutandose de
Dominio 1 en la izquierda a Dominio 4 en el derecho) Por
ejemplo, HMMM contiene Dominio 1 humano y Dominios 2-4 de
ratdn Las proteinas quimeéricas que contienen dominio 4 de ratén
tienen solamente etiquetas Hag y carecen de la regidén separadora

entre la region de transmembrana y Dominio 4
HMMM

AGTGTGTGTCCCCAAGGAAAATATATCCACCCTCAAAATAATTCGATTTGCTGTACCAAGT
GCCACAAAGGAACCTACTTGTACAATGACTGTCCAGGCCCGGGGCAGGATACGGACTGCAG
GGAGTGTGAAAAGGGCACCTTTACGGCTTCCCAGAATTACCTCAGGCAGTGCCTCAGTTGC
AAGACATGTCGGAAAGAAATGTCCCAGGTGGAGATCTCTCCTTGCCAAGCTGACAAGGACA
CGGTGTGTGGCTGTAAGGAGAACCAGTTCCAACGCTACCTGAGTGAGACACACTTCCAGTG
CGTGGACTGCAGCCCCTGCTTCAACGGCACCGTGACAATCCCCTGTAAGGAGACTCAGAAC
ACCGTGTGTAACTGCCATGCAGGGTTCTTTCTGAGAGAAAGTGAGTGCGTCCCTTGCAGCC
ACTGCAAGAAAAATGAGGAGTGTATGAAGTTGTGCCTAAGCGCTCATCATCATCATCATCA

TTAATGA (SEQ ID NO 19)

HHHM

AGTGTGTGTCCCCAAGGAAAATATATCCACCCTCAAAATAATTCGATTTGCTGTACCAAGT
GCCACAAAGGAACCTACTTGTACAATGACTGTCCAGGCCCGGGGCAGGATACGGACTGCAG
GGAGTGTGAGAGCGGCTCCTTCACCGCTTCAGAAAACCACCTCAGACACTGCCTCAGCTGC
TCCAAATGCCGAAAGGAAATGGGTCAGGTGGAGATCTCTTCTTGCACAGTGGACCGGGACA
CCGTGTGTGGCTGCAGGAAGAACCAGTACCGGCATTATTGGAGTGAAAACCTTTTCCAGTG
CTTCAATTGCAGCCTCTGCCTCAATGGGACCGTGCACCTCTCCTGCCAGGAGAAACAGAAC
ACCGTGTGCACCTGCCATGCAGGGTTCTTTCTGAGAGAAAGTGAGTGCGTCCCTTGCAGCC
ACTGCAAGAAAAATGAGGAGTGTATGAAGTTGTGCCTAAGCGCTCATCATCATCATCATCA

TTAATGA (SEQ ID NO 20)

48
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HHMH
AGTGTGTGTCCCCAAGGAAAATATATCCACCCTCAAAATAATTCGATTTGCTGTACCAAGT
GCCACAAAGGAACCTACTTGTACAATGACTGTCCAGGCCCGGGGCAGGATACGGACTGCAG
GGAGTGTGAGAGCGGCTCCTTCACCGCTTCAGAAAACCACCTCAGACACTGCCTCAGCTGC
TCCAAATGCCGAAAGGAAATGGGTCAGGTGGAGATCTCTTCTTGCACAGTGGACCGGGACA
CCGTGTGTGGCTGTAAGGAGAACCAGTTCCAACGCTACCTGAGTGAGACACACTTCCAGTG
CGTGGACTGCAGCCCCTGCTTCAACGGCACCGTGACAATCCCCTGTAAGGAGACTCAGAAC
ACCGTGTGTAACTGCCATGCAGGTTTCTTTCTAAGAGAAAACGAGTGTGTCTCCTGTAGTA
ACTGTAAGAAAAGCCTGGAGTGCACGAAGTTGTGCCTACCCCAGATTGAGAATGTTAAGGG
CACTGAGGACTCAGGCACCACAGCGGCCGCCAGCTTTCTAGAACAAAAACTCATCTCAGAA

GAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGA (SEQ ID NO 21)

HMHH
AGTGTGTGTCCCCAAGGAAAATATATCCACCCTCAAAATAATTCGATTTGCTGTACCAAGT
GCCACAAAGGAACCTACTTGTACAATGACTGTCCAGGCCCGGGGCAGGATACGGACTGCAG
GGAGTGTGAAAAGGGCACCTTTACGGCTTCCCAGAATTACCTCAGGCAGTGTCTCAGTTGC
AAGACATGTCGGAAAGAAATGTCCCAGGTGGAGATCTCTCCTTGCCAAGCTGACAAGGACA
CGGTGTGTGGCTGCAGGAAGAACCAGTACCGGCATTATTGGAGTGAAAACCTTTTCCAGTG
CTTCAATTGCAGCCTCTGCCTCAATGGGACCGTGCACCTCTCCTGCCAGGAGAAACAGAAL
ACCGTGTGCACCTGCCATGCAGGTTTCTTTCTAAGAGAAAACGAGTGTGTCTCCTGTAGTA
ACTGTAAGAAAAGCCTGGAGTGCACGAAGTTGTGCCTACCCCAGATTGAGAATGTTAAGGS
CACTGAGGACTCAGGCACCACAGCGGCCGCCAGCTTTCTAGAACAAAAACTCATCTCAGAA

GAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGA (SEQ ID NO 22)

MHHH
AGCTTGTGTCCCCAAGGAAAGTATGTCCATTCTAAGAACAATTCCATCTGCTGCACCAAGT
GCCACAAAGGAACCTACTTGGTGAGTGACTGTCCGAGCCCAGGGCGGGATACAGTCTGCAG
GGAGTGTGAGAGCGGCTCCTTCACCGCTTCAGAAAACCACCTCAGACACTGCCTCAGCTGC
TCCAAATGCCGBAAAGGAAATGGGTCAGGTGGAGATCTCTTCTTGCACAGTGGACCGGGACA
CCOTGTGTGGCTGCAGGAAGAACCAGTACCAGCATTATTGGAGTGAAAACCTTTTCCAGTG
CTTCAATTGCAGCCTCTGCCTCAATGGGACCGTGCACCTCTCCTGCCAGGAGAAACAGAAC
ACCGTGTGCACCTGCCATGCAGGTTTCTTTCTAAGAGAAAACGAGTGTGTCTCCTGTAGTA
ACTGTAAGAAAAGCCTGGAGTGCACGAAGTTGTGCCTACCCCAGATTGAGAATGTTAAGGG
CACTGAGGACTCAGGCACCACAGCGGCCGCCAGCTTTCTAGAACAAAAACTCATCTCAGAA

GAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGA (SEQ ID NO 23)

Preparacién de construccién quimérica TNFR1 y transformacién en
Pichia pastoris

El ADN plasmido generado por cada maxiprep se Ingirié con
la endonucleasa de restriccidn de corte infrecuente Pmel a fin de
linearizar el ADN antes de la transformaciébn plichia El ADN
linearizado se limpid subsecuentemente por la extraccion de
fenol/cloroformo y precipitacién de etanol, antes de Ia
resuspensidén en 30 pl de dH,O 10 ul de la solucién de ADN
linearizada se mezcld con 80 pul de células Pichia KM71H electro-

competentes por 5 minutos antes de la electroporacién a 1 5kV
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200w , 25 uF Las células se recuperaron Inmediatamente con
YPDS y se incubaron por 2 horas a 30°C antes del laminado en
placas dgar YPDS conteniendo 100 ug/ml de ZEOCIN, formulacién
antibiética que contiene Fleomicin D {Cayla, Toulouse, Francia),

por 2 dias

Expresidon de construcciones en Pichia

Una colonia de transformante individual para cada
construccidén se colectd en 5 ml de BMGY como un cultlvo iniciador
y crecid por 24 hrs a 30°C Este cultivo se utiizé para inocular
500 mi de medio BMGY que crecid por 24 hrs a 30°C antes de que
las ceélulas se colectaran por centrifugaciéon a 1500-3000 g por 5
minutos a temp ambiente Las células se volvieron a suspender
en 100 ml de BMMY y crecieron por 4 dias con aumentos
graduados en concentracién de metanol (0 5% dia 1, 1% dia 2
15% dia 3y 2% dia 4) Después el sobrenadante de expresién se
recubrid después de la centrifugaciéon de los cultivos de 3300 g por

15 minutos

Purificacidn de construcciones quiméricas TNFR1 utilizando resina
Niquel

Los sobrenadantes de cultivo se regularon inicialmente a
través de la adicion de 10 mM de concentracion final de imidazol y
2x PBS La proteina con etiqueta His se absorbid por grupo por 4

horas (agitacidén) a temperatura ambiente a través de |a adicién de

(&9
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resina Niquel-NTA La mezcla de sobrenadante/resina se fluyd asi
en una columna poli-prep (Blorad) La resina se lavé asi con 10
volumenes de columna de 2xPBS antes de la elucién utilizando
250 mM de iImidazol 1x PBS Después del Intercambio de
regulador la expresién de construccién quimérica se deglicosilatd
utilizando la deglicosilasa EndoH antes de la venficacidn por SDS-

PAGE

Secuencias de ADN templado utilizadas durante PCR
TNFR1 Humano (Homo sapliens) (regibn extracelular acceso

Genbank 33891418)

CTGGTCCCTCACCTAGGGGACAGGGAGAAGAGAGATAGTGTGTGTCCCCAAGG
AAAATATATCCACCCTCAAAATAATTCGATTTGCTGTACCAAGTGCCACAAAGG
AACCTACTTGTACAATGACTGTCCAGGCCCGGGGCAGGATACGGACTGCAGGE
AGTGTGAGAGCGGCTCCTTCACCGCTTCAGAAAACCACCTCAGACACTGCCTCA
GCTGCTCCAAATGCCGAAAGGAAATGGGTCAGGTGGAGATCTCTTCTTGCACAG
TGGACCGGGACACCGTGTGTGGCTGCAGGAAGAACCAGTACCGGCATTATTGG
AGTGAAAACCTTTTCCAGTGCTTCAATTGCAGCCTCTGCCTCAATGGGACCGTG
CACCTCTCCTGCCAGGAGAAACAGAACACCGTGTGCACCTGCCATGCAGGTTTC
TTTCTAAGAGAAAACGAGTGTGTCTCCTGTAGTAACTGTAAGAAAAGCCTGGAG
TGCACGAAGTTGTGCCTACCCCAGATTGAGAATGTTAAGGGCACTGAGGACTCA

GGCAcCCAcCA (SEQ ID NO 1)

La region extracelular codificada de TNFR1 humano tlene la

siguiente secuencia de aminoacido
LVPHLGDREKRDSVCPQGKYIHPQNNSICCTKCHKGTYLYNDCPGPGQDTDCRECE

SGSFTASENHLRHCLSCSKCRKEMGQVEISSCTVDRDTVCGCRKNQYRHYWSENLF
QCFNCSLCLNGTVHLSCQEKQNTVCTCHAGFFLRENECYSCSNCKKSLECTKICLP

QIENVKGTEDSGTT (SEQ ID NO 2)

Murino (Mus musculus) TNFR1 (reglén extraceluiar acceso

Genbank 31560798)

yaYl



10

15

20

25

1>

220

CTAGTCCCTTCTCTTGGTGACCGGGAGAAGAGGGATAGCTTGTGTCCCCAAGGA
AAGTATGTCCATTCTAAGAACAATTCCATCTGCTGCACCAAGTGCCACAAAGGA
ACCTACTTGGTGAGTGACTGTCCGAGCCCAGGGCGGGATACAGTCTGCAGGGA
GTGTGAAAAGGGCACCTTTACGGCTTCCCAGAATTACCTCAGGCAGTGTCTCAG
TTGCAAGACATGTCGGAAAGAAATGTCCCAGGTGGAGATCTCTCCTTGCCAAGC
TGACAAGGACACGGTGTGTGGCTGTAAGGAGAACCAGTTCCAACGCTACCTGA
GTGAGACACACTTCCAGTGCGTGGACTGCAGCCCCTGCTTCAACGGCACCGTGA
CAATCCCCTGTAAGGAGACTCAGAACACCGTGTGTAACTGCCATGCAGGGTTCT
TTCTGAGAGAAAGTGAGTGCGTCCCTTGCAGCCACTGCAAGAAAAATGAGGAG
TGTATGAAGTTGTGCCTACCTCCTCCGCTTGCAAATGTCACAAACCCCCAGGAC

TCAGGTACTGCG (SEQ ID NO 3)

La region extracelular codificada de murino (Mus musculus)
TNFR1 tiene la siguiente secuencia de aminoécido

LVPSLGDREKRDSLCPQGKYVHSKNNSICCTKCHKGTYLVSDCPSPGRDTVCRJECE
KGTFTASQNYLRQCLSCKTCRKEMSQVEISPCQADKDTVCGCKENQFQRYLSETHF
QCVDCSPCFNGTVTIPCKETQNTVCNCHAGFFLRESECVPCSHCKKNEECMK1CLP

PPLANVTNPQDSGTA (SEQ ID NO 4)

Especificitdad de Dominio de dAbs anti-TNFR1

La especificidad de dominio de dAbs anti-TNFR1 se
determind utilizando |la resonancia de plasmén de superficie (SPR)
('‘Detection de immuno-complex formation via resonancia de
plasmén de superficite on gold-coated diffraction gratings '
Biosensors 1987- 88,3(4) 211-25 ) para determinar la habilidad
de anticuerpos para unir TNFR1 biotinilado de ratén o
completamente humano que se inmovilizéd en una superficie de
chip SPR, despues de que los anticuerpos se hablan incubado y
equilibrado con un exceso de los receptores quiméricos
anteriormente descritos En este ensayo, el flujo de un dAb anti-
TNFR1 sobre la superficie TNFR1 genera una seflal SPR
indicadora de la cantidad de dAb que une el TNFR1 inmovilizado

sobre el chip SPR Si el dAb se pre-incuba y equilibra con una
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molécula quimérica que comprende el (los) dominio (s) de TNFR1
que el dAb particular une, entonces el flujo de esta mezcla sobre
la superficie de TNFR1 producird una seflal SPR mas pequeila en
relacién al dAb solo Sin embargo, si el dAb se pre-incuba y se
equilibra con una molécula quimérica que no comprende el (los)
dominio (s) de TNFR1 que el dAb particular une, entonces el flujo
de esta mezcla sobre la superficie de TNFR1 producird una sefial
SPR que es aproximadamente la misma que la sefial obtenida

durante el dAb solo

Método
Generacién de una superficie TNFR1 de chip SPR

La eleccién de superficie de TNFR1 se determina por la
especificidad de especia del dAb anti-TNFR1 a probar Por lo
tanto, los dAbs de TNFR1 anti-humano se evaluaron utiizando una
superficie revestida TNFR1 humano y los dAbs TNFR1 de ant:-
ratdbn se evaluaron utilizando un chlp revestido con TNFR1 de
ratén

El TNFR1 biotinilado se diluyé en el regulador SPR adecuado
y se ejecuta a través de un chip sensor de estreptavidina (SA) en
un instrumento SPR BIACORE 3000 (Biacore International AB
Uppsala, Suiza) Una velocidad de bajo flujo (5-10 pl/minuto) se
utilizé a fin de maximizar el tiempo de contacto entre el TNFR1
biotinilado y la superficie de estreptavidina El flujo continuo

hasta que la superficie de estraptividina se saturé con material

3
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biotinilado, a fin de generar un chip con superficie de TNFR1
méaximo EIl chip tipicamente unié varias cientos a varios miles de

unidades de respuesta de SPR del matenal biotinilado

Concentracidon de una respuesta anti-TNFR1 en el chip SPR

Un experimento de competencia exitosa requiere la
optimizacién inicial de la concentracién de dAb anti-TNFR1 de tal
forma que la cantidad minima de dAb se fluye sobre la superficie
que da una sefal de SPR importante Dentro de un cierto rango
de concentracién el dAb unira la superficie en una manera
dependiente de dosis de tal forma que el numero de RUs de dAb
unido reflejan la concentracién de dAb fluido a través de la
superficie de chip

A fin de lograr el rango de concentracién de esta
dependencia de dosis, los dAbs anti-TNFR1 se concentraron en
una serie de dilucion de 10 veces de regulador Biacore variando
de 1 en 10 dilucion a 1 en 1,000,000 de di}uclén Las diluciones
8@ Inyectaron asi individualmente y secuenciailmente a través de la
superficie de chip de TNFR1, comenzando con la muestra mas
diluida EIl numero maximo de RUs logrado en cada dilucién se
midierion Después de cada inyeccidn la superficie de TNFR1 se
regenerd para remover el dAb antl-TNFR1 unido en donde era
necesario utilizando un regulador de regeneracion de SPR
adecuado Utiizando este método la concentracion maxima de

dAb antl-TNFR1 requerido para generar una sefial que representa
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aproximadamente 100RU se determiné
Pre-aquilibrio de dAbs/quiméricos anti-TNFR1

Una vez que la concentracién de dAb anti-TNFR1 6ptimo se
determind, las mezclas de TNFR1 de dAb/quimérico anti-TNFR1 se
fijaron Las mezclas se fijaron de tal forma que la concentracién
final de dAb anti-TNFR1 fue idéntica a la concentracién 6ptima
determinada previamente Las reacciones se fijaron tipicamente
en 100 pul volumenes que contienen 50 microlitros de un
concentrado 2 x de dAb anti-TNFR1, 40 microlitros de regulador
biacor y 10 microlitros de protelna quimeérica purificada neta Las
concentraciones tipicas para la mezcla final fueron
aproximadamente 10-100 uM de protelna quimérica vy
aproximadamente 10-100 nM de dAb anti-TNFR1 Las mezclas de

dejaron equilibrar por 30 minutos a temperatura ambiente

Experimento Biacore de Competencia

Después del equillbrio, cada mezcla de TNFR1 dAb ant-
TNFR1/quimérico se ejecutd secuencialmente sobre la superficie
SPR de TNFR1 y el numero de unidades de respuesta se midié
Después de que cada mezcia se inyectd, la superficie se regeneré
para remover el dAb anti-TNFR1 unido antes de que se inyectara
la siguiente mezcla Las diferentes respuestas generadas
utiizando los diferentes quiméricos permitieron la determinacién
de los dominios TNFR1 untdos por dAbs particular

Estos estudios revelaron que TAR2m-21-23 une el Dominio 1

S
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de TNFR1 de ratdon, y que TAR2h-205 une el Dominio 1 de TNFR1

humano

TAR2m-21-23
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFN RYSMG WLRQAPGKGLEWVS—RID
SYGRGTYYEDPVKG RFSISRONSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAK 18QFG

SNAFDY waaaTavTvss (SEQ ID NO 24)

TAR2h-205
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCA*SGFTFV~KYSMG~WVRQAPGKGLEWVS~-QIS§
NTGGHTYYADSVKG—RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAK YTGRW

EPFDY WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO 25)

En las secuencias de aminoacido de TAR2M-21-23 y TAR2h-
205 CDR1 se flanquea por ~, CDR2 se flanquea por ~~, y CDRS3 se
flanquea por ~ — Las secuencias de aminoacidos presentadas

son continuas sin aberturas

Elemplo 4 Métodos de Selecclidn

Las proteinas de receptor quimérico tales como proteinas
TNFR1 quimérico descritas en la presente pueden utilizarse aen
ensayos © selecciones para alslar agentes (por ejemplo,
anticuerpos, dAbs) que se unen a dominios particulares dentro de
un receptor deseado Utilizando TNFR1 como un modelo para una
proteina de receptor deseado, estos métodos describen la adicién
de proteinas quiméricas a preparaciones de anticuerpo
crudosantes de su seleccién para la unlén de receptor ya sea por
ELISA o resonancia de plasmén de superficle Adicionalmente,
describen el uso de protelnas quiméricas revestidas sobre una
superficie {por ejemplo, placa ELISA o chip SPR) y la seleccién de

anticuerpos a través de prueba de su unién a protefnas quiméricas

2%
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en esta superficie Los métodos simllares pueden utilizarse para
identificar los agentes (por ejemplo, anticuerpos, dAbs) que se
unen a dominios daseados (por eJemplo, fuera del sitio activo) de

otros receptores

Seleccidon de ELISA Soluble

Este método puede utilizarse para aislar rapidamente los
anticuerpos o fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, dAbs) que
unen dominios especificos de TNFR1 de un gran repertorio de
anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de especificidad
desconocida

Una placa de ensayo de 96 cavidades se revestira durante la
noche a 4°C con 100 pul por cavidad de TNFR1 quimérico Las
cavidades se lavaron 3 veces con 0 1% de TPBS (salina regulada
por fosfato conteniendo Tween-20 a una concentracidén de 0 1%)
200 ul por cavidad de 1% de TPBS se agregara para bloquear la
placa, y la placa se incubé 1-2 horas a temperatura ambiente Las
cavidades se lavaran asl 3 veces con PBS antes de la adicién de
50 ul de sobrenadante bacteriano o periprep, conteniendo el
anticuerpo soluble o fragmento de anticuerpo (que contienen la
etiqueta de eplitopo c-Myc), en §50 ul de 0 2% de TPBS La placa
se incubard asi por 1 hora a temperatura ambiente Después de
que esta placa se lavara 5 veces con 0 1% de TPBS (0 1% de
Tween-20 en PBS) 100 ul de un monoclonal de ratén anti-c-Mye

primario se agregara asi en 0 1% de TPBS a cada cavidad y la

75t
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placa se incubara por 1 hora temperatura amblente Esta
solucion de anticuerpo primaria se descartard y la placa se lavara
asi 5 veces con 0 1% de TPBS 100 pl de conjugado HRP de IgG
de anti-ratén prediluido (especifico Fc) de cabra se agregara asi
(Sigma No De Cat A0168) y la placa se incubara por 1 hora a
temperatura ambiente EIl anticuerpo secundario se descartara asl
y la placa se tavard 6 veces con 0 1% de TPBS seguido por 2
lavados con PBS 50 pu! de solucién de peroxidasa de TMB se
agregara asi a cada cavidad y la placa se dejard asi a temperatura
ambiente por 2-60 minutos La reaccidn se detectard por la
adicidén de 50 ul de 1M de acido hidroclérico La OD a 450 nm de
la placa se leerd en un lector de placas de 86 cavidades dentro de
30 minutos de adicidbn acida Aquellos anticuerpos presentes en
sobrenadante bacteriano crudo o peripreps que unen los dominios
de TNFR1 presentes dentro de la proteina quimérica daran una

sefial ELISA mas fuerte que aquellas que no

Ensayo ELISA Compaetitiva

Este método puede utilizarse para seleccionar rapidamente
un grupo diverso de anticuerpo crudo o preparaciones de
fragmento de anticuerpo que unen TNFR1 a fin de determinar su
especificidad de unién de dominio

Una placa de ensayo de 96 cavidades se revestird durante (a
noche a 4°C con 100 pl por cavidad de TNFR1 humano o murino

(va sea humano o de ratén) Las cavidades se lavaran 3 veces

2K
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con 01% de TPBS (salina regulada por fosfato que contiene
Tween 20 a una conceantracidén de 0 1%) 200 ul por cavidad de
1% de TPBS (1% de Tween-20 en PBS) se agregara para bloquear
la placa, y la placa se incubdé por 1-2 horas a temperatura
ambiente Las cavidades se lavaran asi 3 veces con PBS Al
mismo tilempo los sobrenadantes bacterianos o peripreps se pre-
equillbrardan con una concentracion pre-optimizada de proteina
TNFR1 quimérica en solucién 50 ul de esta preparacion
bacterlana cruda/mezcla de protelna quimérica, conteniendo el
anticuerpo soluble o fragmento de anticuerpo se agregara asl a la
placa ELISA La placa se incubard por 1 hora a temperatura
ambiente Después, la placa se lavard 5 veces con 0 1% de TPBS
(0 1% de Tween-20 en PBS), y 100 ul de un anticuerpo de
deteccion primaria (o Proteina A-HRP o Proteina L HRP) se
agregara en 0 1% de TPBS, a cada cavidad y la placa se incubara
por 1 hora a temperatura ambiente Esta solucion de anticuerpo
primaria se descartard y la placa se lavara 5 veces con 0 1% de
TPBS Si se requiere 100 ul de un conjugado HRP/anticuerpo
secundario prediluido de cabra se agregara asf, y la placa se
incubara por 1 hora a temperatura ambiente El anticuerpo
secundario se descartara asi y la placa se lavara 6 veces con
0 1% de TPBS seguido por 2 lavados con PBS 50 pl de solucién
de peroxidasa TMB se agregard a cada cavidad y la placa se
dejara a temperatura ambiente por 2-60 minutos La reaccion se

detendra por la adicién de 50 pl de 1M de acido clorhidrico La

259
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OD a 450 nm de la placa se leerda en un lector de placas de 96
cavidades dentro de 30 minutos de adicidén acida Una reduccidn
on sefal ELISA serd indicadora de la unién de anticuerpo de los
dominios deé TNFR1 quimérico en lugar de TNFR1 completo
revestidos en la placa, y por lo tanto, que el anticuerpo una de los

dominios dentro de la proteina quimérica

Ensayo De ELISA Competitiva Para Anticuerpos Y Fragmentos De
Anticuerpo Que Compiten Con Un Anticuerpo De Referencia O
Fragmento De Anticuerpo Para Unién A TNFR1

Este método puede utilizarse para seleccionar rapidamente
diversos grupos de anticuerpo crudo o preparacionas de fragmento
de anticuerpo que unen TNFR1 para aquellos anticuerpos o
fragmentos de anticuerpo que compiten con un anticuerpo de
referencia o fragmento de anticuerpo (por ejempio, TAR2m-21-23)
para unirse a TNFR1 o unir un dominio deseado de TNFR1 (por
eJemplo, dominio 1) E!| método utiliza un anticuerpo de referencia
o fragmento de anticuerpo y anticuerpo de prueba o fragmento de
anticuerpo (por ejemplo, una poblacibn de anticuerpos a
seleccionar) que contienen diferentes etiquetas detectables
{etiquetas epitopos)

Una placa de ensayo de 96 cavidades se revestira durante la
noche a 4°C con 100 ul por cavidad de TNFR1 humano o murino
Las cavidades se lavaran 3 veces con 0 1% de TPBS (salina

regulada por fosfato que contiene Tween 20 a una concentraciéon
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de 0 1%) 200 ul por cavidad de 1% de TPBS (1% de Tween-20 en
PBS) se agregaré para bloquear |la placa, y la placa se incubd por
1-2 horas a temperatura ambiente Las cavidades se lavaran asi 3
veces con PBS Al mismo tiempo las preparaciones de anticuerpo
crudo a probar se mezclaran con una concentracion pre-optimizada
de anticuerpo de referencia o fragmento de anticuerpo (por
ejemplo, anticuerpo de unién de dominio 1, TAR2m-21-23) en
solucion Segun ya se establece es importante que este
anticuerpo no incluya las mismas etiquetas de deteccién como
presentes en los anticuerpos se seleccionan para la especificidad
de uni6én de dominio 50 ul de esta preparacién bacteriana
cruda/mezcla de proteina quimérica, se agregara asl a la placa
ELISA La placa se incubara por 1 hora a temperatura ambiente
Después, la placa se lavara 5 veces con 0 1% de TPBS, 100 ul de
un anticuerpo de deteccién primaria (que une la etiqueta presente
solamente en la poblacién de anticuerpo que se selecciona) se
agregard en 0 1% de TPBS a cada cavidad y la placa se incubara
por 1 hora a temperatura ambiente Esta solucién de anticuerpo
primaria se descartaréd y |la placa se iavard 5 veces con 0 1% de
TPBS 100 ul de un conjugado HRP/anticuerpo secundario que
reconoce el anticuerpo de deteccidn primaria se agregaré asl, y la
placa se incubara por 1 hora a temperatura ambiente La solucién
de anticuerpo secundario se descartara asl y la placa se lavara 8
veces con 0 1% de TPBS seguldo por 2 lavados con PBS 50 ul de

solucion de peroxidasa TMB se agregarad a cada cavidad y la placa
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se dejara a temperatura ambiente por 2-60 minutos La reaccion
se detendra por la adicién de 50 pl de 1M de acido clorhidrico La
OD a 450 nm de la placa se leerd en un lector de placas de 96
cavidades dentro de 30 minutos de adicién acida Un ELISA
preparado y separado utilizando este método pero sin |la adicidén
del anticuerpo de referencia o fragmento de anticuerpo debera
hacerse en paralelo Una reduccién en seflal de ELISA en la
presencia de anticuerpo de referencia o fragmento de anticuerpo,
en comparacion a la seflal ELISA para la misma preparacion de
anticuerpo sin competir el anticuerpo de referencia o fragmento de
anticuerpo, sera indicadora de que el anticuerpo particular o
fragmento de anticuerpo compite con el anticuerpo de referencia o
fragmento de anticuerpo para unirse a TNFR1 y une el mismo
dominio de TNFR1 como el anticuerpo de referencia o fragmento

de anticuerpo

Seleccién SPR

Los meétodos ELISA anteriormente descritos pueden
adaptarse facilmente a un formato que utiliza la resonancia de
plasmén de superficie, por ejemplo, utilizando un instrumento SPR
BIACORE 3000 (Biacore International AB, Uppsala, Sulza)
Generalmente, la proteina quimérica se equilibrar& con
sobrenadante bacteriano crudo contenido anticuerpos anti-TNFR1
o fragmentos de anticuerpo, y la mezcla resultante fluyé sobre un

chip SPR revestido con TNFR1 humano de longitud completa o

%
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TNFR1 murino

Elemplo 5 PEGllaclén de dAbs
Los efectos de PEGilacidn de dAbs en la habilidad de los

dAbs para unir TNFR1 en un ensayo de uniéon de receptor libre de
célula y para inhibir la funcién de TNFR1 en la superficie de

células en un ensayo basado en célula se estudid

Ensayo de célula
Ensayo de liberacién IL-8 MRC-5

Las actividades de ciertos dAbs que unen TNFR1 humano se
valoraron en el siguiente ensayo de célula MRC-5 EI ensayo se
basa en la induccidn de secrecidn IL-8 por TNF en células MRC-5
y se adapta del método descrito en Alceson, L et al Journal of
Biological Chemistry 27 7 30517-30523 (1996), que describe la
induccién de IL-8 por IL-1 en HUVEC La actividad de los dAbs se
ensayé al valorar la induccidon de IL-8 por TNFa humano utilizando
células MRC-5 en lugar de la estirpe de célula HUVEC En
resumen, las células MRC-5 se laminaron en placas de
microconcentracién y las placas se incubaron durante la noche con
dAb y TNFa humano (300 pg/mi) Siguiendo la incubacién, el
sobrenadante de cultivo se aspird y la concentracién de IL-8 en el
sobrenadante se midié por medio de un ELISA Intercalado (R&D
Systems) La actividad de dAb anti-TNFR1 dio como resultado una

reduccién en la secrecién de IL-8 en el sobrenadante en
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comparaciéon con las cavidades de control que se incubaron con

TNFa soio

Ensayo de Unidn de Receptor

Los dAbs de anti-TNF se probaron para la habilidad para unir
la uniébn de TNF a receptor de TNF recombinante 1 (p55) En
resumen, las placas de Maxisorp se incubaron durante |a noche
con 30 mg/ml de anticuerpo monocional de raton Fc anti-humano
(Zymed, San Francisco, USA) Las cavidades se lavaron con
salina regulada por fosfato (PBS) conteniendo 0 05% de Tween-20
y después se bloquearon con 1% de BSA en PBS antes de
incubarse con 100 ng/ml de receptor TNF 1 proteina de fusién Fc
(R&D Systems, Minneapolis, USA) EI dAb anti-TNF se mezclé con
TNF que se agregd a las cavidades lavadas a una concentracion
final de 10 ng/ml La unién de TNF se detectd con 0 2 mg/ml de
anticuerpo anti-TNF biotinilado ((HyCult biotechnology, Uben,
Palses Bajos) seguido por 1 en 500 de dilucién de estreptavidina
marcada con peroxidasa de rabano picante (Amersham
Biosciences, UK) y después la incubacién con sustrato TMB (KPL,
Gaithersburg, USA) La reaccién se detuvo por |la adicién de HCl y
la absorcidén se leyd a 450 nm La actividad de dAb anti-TNF
condujo a una reducciébn en unibn de TNF y por lo tanto una
reduccidén en absorcién en comparacidén con el control unico de
TNF

Los efectos comparativos de dAbs PEGilaciébn en TNFR1 de

%4
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superficie de célula se Iilustran en los datos presentados en la

Tabla 5
Tabla §
Formato dAb RBA ICBO Ensayo de célula ND3D (nM)
fnm}
dAb antl THNFR 3 30
{no PEG)
5 X PEQ 3 200
20 X PEG ] 400
2x10 K PEG 10 1000
30 X PEG 10 800
2x20 X PEG 10 1000

El ensayo de unién de receptor (RBA), que utiliza una forma
recombinante de receptor, conteniendo solamente I|a parte
extracelular del receptor en un formato de ensayo basado en no
célula, se muestra en la izquierda, y en donde los efectos de
PEGilacidon son minimos y en el caso de SK PEG, no se observd
diferencia en la unién

En contraste, segun se observa en los datos obtenidos en el
ensayo de célula, PEGilacion de dAbs sustancialmente redujo la
efectividad de los dAbs en el ensayo En algunos casos la
efectividad con reduccion hasta a un factor de 33 veces Los
datos colectados en el ensayo de cultivo basado en célula en
donde se basd en la habilidad de los dAbs para bloquear la
actividad de receptor a la superficie celular

Los resultados del estudio muestran que la PEGilacién de
dAs tuvieron un efecto mucho mas grande en la habilidad de los
dAbs para inhibir la funcién de TNFR1 sobre la superficie celular

que en la habilidad para unir TNFR1 en un ensayo libre de célula

%S
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Elemplo 8 dAbs ue_Unen Las Moléculas Combatientes
Endégenas Pero No Unen E| Sitlo De Unién_

Este ejemplo ilustra un método para identificar los dAbs que
unen una molécula combatiente endégena deseada pero no unen
el sitio activo del combatiente endégeno El procedimiento se
ilustra utilizando eritropoyetina (epo), y es generalmente
aplicables los combatientes endoégenos

Los anticuerpos de dominio que unen EPO pueden
identificarse y aislarse utilizando cualquier método de seleccion
adecuado Una estirpe de célula que expresa el recaeptor EPO
recombinante y que es dependiente de los factores
hemoatopoyéticos para crecimiento puede utilizarse en un ensayo
para identificar los dAbs que unen EPO pero no se unen en el sitio
activo, y por lo tanto no previenen la unién de EPO al receptor de
EPO Por ejemplo, las células Ba/F3, que es una estirpe de célula
dependiente de IL-3 murino que se ha transfectado con receptor de
EPO humano y supera el crecimiento epo-dependiente, puede
utiizarse (D'Andrea et a/, Blood 82 46-52 (1983) Las células
Ba/F3 pueden cultivarse en un plato de cultivo adecuado, tal como
PBS Las células pueden cultivarse asi por aproximadamente 48
horas en medio de cultivo que contiene EPO Los anticuerpos de
dominio a ensayar pueden agregarse a cultivos individuales (por
ejemplo, cavidades individuales de una placa de ensayo de cultivo
celular adecuado) Después de aproximadamente 48 horas, la

proliferacién celular pusde ensayarse utilizando cualquier método
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adecuado, tal como el ensayo de reduccidon de bromuro de difenil-
tetrazolio dimetiltiazol (MTT) Una falta de inhibicidn de
proliferacién de célula es de cavidades que contienen un dAb en
relacion a las cavidades de control que contienen medio de cultiva
pero ningun dAb indicara que el dAb no une el sitio activo de epo
Todas las publicaciones mencionadas en la presente
especificacion, y las referencias citadas en dichas publicaciones,
@ Incorporan en |la presente para referencia Varias
modificaciones y variaciones de los métodos y sistema de la
invencidn descritos seran aparentes para aquellos expertos en la
materia sin alejarse del alcance y espiritu de la invenciébn A
pesar de que la invencidn se ha descrito en relacién con las
modalidades preferidas especlficas, deberd entenderse que la
invencién segun se reivindica no debera limitarse indebidamente a
tales modalidades especificas A su vez, varias modificaciones de
los modos para llevar a cabo la invencién, descritos, los cuales
son obvios para aquellos expertos en la biologla molecular o
campos relacionados se pretende que se encuentren dentro del

alcance de las siguientes reivindicaciones

L*
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REIVINDICACIONES

1 Uso de un ligando comprendiendo una porcidn que
tiene un sitlo de unién para un compuesto objetivo endégeno para
la fabricacién de un medicamento para incrementar la cantidad de
dicho compuesto objetivo enddgeno en un sujeto, en donde dicho
ligando une dicho compuesto objetivo endégeno y no Iinhibe
substancialmente la actividad de dicho compuesto objetivo
endogeno

2 Uso de un ligando comprendiendo una porcidon que
tiene un sitio de unidn para un compuesto objetivo endégeno para
la fabricacibn de un medicamento para incrementar Ila
biodisponibilidad dicho compuesto abjetivo endégeno en un sujeto,
en donde dicho ligando une dicho compuesto objetivo endégeno y
no inhibe substancialmente la actividad de dicho compuesto
objetivo endégeno

3 Uso de un ligando comprendiendo una porcibn que
tiene un sitio de unién para un compuesto objetivo endégeno para
la fabricacién de un medicamento para incrementar la vida media
in vivo de dicho compuesto objetivo enddégeno, en donde dicho
ligando une dicho compuesto objetivo endégeno, y no inhibe
substancialmente la actividad de dicho compuesto objetivo
enddgeno

4 Uso de un ligando comprendiendo una porcidn que
tiene un sitio de unién para un compuesto objetivo endégeno para

la fabricaciébn de un medicamento para administracion local que

GY¥
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incrementa la cantidad de dicho compuesto objativo endégeno en
el sitio de administracion, en donde dicho lhigando une dicho
compuesto objetivo endégeno, y no inhibe substancialmente la
actividad de dicho compuesto objetivo endégeno

5 El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4
en donde la cantidad de ligando objetivo endbégeno en dicho sujeto
aproximadamente 4 horas después de la administracion de dicho
medicamento se increamenta por al menos 1 5 veces, en relacidén a
la cantidad antes de la administracion de dicho medicamento

6 El uso de la reivindicacién 5 en donde la cantidad de
ligando objetivo enddégeno en dicho sujeto aproximadamente 4
horas después de la administracidbn de dicho medicamento se
incrementa por al menos 10 veces, en relacidn a la cantidad antes
de la administracién de dicho medicamento

7 El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6
en donde dicho ligando une dicho compuesto objetivo endégeno e
incrementa la vida media in vivo de dicho compuesio objetivo
enddgeno por al menas 1 5 veces

8 El uso de la raivindicacién 7 en donde dicho ligando
une dicho compuesto objetivo enddgeno e incrementa la vida
media /n vivo de dicho compuesto objetivo endégeno por al menos
10 veces

9 El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6
en donde dicho ligando inhibe |a actividad de dicho compuesto

objetivo endégeno por no mas de aproximadamente 10%

2&9
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10  El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6
en donde la concentracién inhtbidora 50 (IC50) de dicho ligando es
al menos 1 micromolar

1 El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10
en donde dicho ligando une dicho compuesto objetivo endbégeno
pero no se une al sitio activo de dicho compuesto objetivo
endégeno

12 El! uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11
en donde dicho ligando comprende dos o mas copias de dicha
porcidn que tiene un sitio de unidn para un objetivo enddgeno

13 El uso de la reivindicacidn 12 en donde dicho ligando
as un dimero de dicha porcién que tiene un sitio de unién para un
objetivo endégeno

14 El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-13 en
donde dicha porcidn que tiene un sitio de unién para un compuesto
objetivo enddégeno se selecciona del grupo consistiendo de un
aficuerpo, un dominio SpA, un dominio de clase A del! receptor
LDL, un dominio EGF, y un avimero

15 El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-14 en
donde dicha porcién que tiene un sitio de unién para un compuasto
objetivo endégeno es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo

16 El uso de la reivindicacién 15 en donde dicha porcion
que tiene un sitio de umdn para un compuesto objetivo endégeno
es un fragmento de anticuerpo seleccionado del grupo

consistiendo de un fragmento Fv, un fragmento Fv de cadena

(&2
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sencilla, un fragmento Fv unido a disulfuro, un fragmento Fab, un
fragmento Fab' un fragmento F(ab'),, un diacuerpo, un dominio
variable sencillo de inmunoglobulina

17 El uso de la relvindicacién 16 en donde dicha porciéon
que tiene un sitio de unién para un compuesto objetivo endégeno
es un dominio variable sencillo de inmunoglobulina

18 EI uso de la reivindicacién 17 en donde dicho dominio
variable sencillo de inmunoglobulina se selecciona del grupo
consistiendo de un V, de humano, y un V, de humano

19 EIl uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18
en donde dicho ligando comprende ademas una porcién que
extiende ia vida media

20 El uso de la reivindicacién 19 en donde dicha porcién
que eoxtiende la vida media es una porcidbn de glicol de
polialquileno, albumina de suero o un fragmento del mismo,
receptor de transferrina o una porcidon de unién a transferrina del
mismo, o una porcién comprendiendo un sitio de unién para un
polipéptido que mejora la vida media in vivo

21 El uso de la reivindicacion 20 en donde dicha porcién
que extiende la vida media es un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo que tiene un sitio de unién para un polipéptido que
mejora la vida media in vivo

22 El uso de Ila reivindicacion 21 en donde dicho

anticuerpo o fragmento de anticuerpo es un dAb

(4
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23 El uso de la reivindicacion 20 en donde dicha porcién
que extiende la vida media es una porcidon comprendiendo un sitio
de unién para un polipéptido que mejora la vida media in vivo
seleccionado del grupo consistiendo de un aficuerpo, un dominia
SpA, un dominio de clase A del receptor LDL, un dominio EGF, y
un avimero

24 El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 21 a 23
en donde el polipéptido que mejora la vida media in vivo es
albumina de suero o receptor Fc neonatal

25 El uso de la reivindicacidén 20, en donde dicha porcidn
que extiende la vida media s una porcidn de glicol de polietilano

26 El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25
en donde dicho medicamento es substancialmente na
inmunogénico

27 El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28
en donde dicho medicamento es una formulacién de depdsito

28 El uso segun cualquiera de las reivindicacionas 1 a 27
en donde dicho compuesto objetivo enddgeno se selecciona del
grupo consistiendo de un receptor de citoquina soluble, un
antagonista de receptor endégeno, una enzima, una citoquina, un
factor de cracimiento, y una hormona

29 EI uso de I|a reivindicacibn 28 en donde dicho
compuesto objetivo endégeno es un receptor de citoquina soluble

30 El uso de la reivindicacion 28 en donde dicho receptor

de citoquina soluble es TNFR1 soluble
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31 El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-30 en
donde la porcién que tiene un sitio de unidn para un compuasto
objetivo endégeno une dicho compuesto objetivo endégeno con Kd
de 1 x 10’ M o menos

32 EIl uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-30 en
donde el ligando une dicho compuesto objetivo endégeno con Kd
de 1 x 107 M o0 menos

33 Uso de un ligando comprendiendo una porcién que
tiene un sitio de unién para un compuesto objetivo endégeno para
la fabricacién de un medicamento para incrementar |la actividad de
dicho objetivo endégeno, en donde dicho ligando une dicho
objetivo enddégeno y no inhibe substancialmente la actividad de
dicho compuesto objetivo endégeno

34 EIl uso de la reivindicacién 33 en donde dicho hgando
no se une al sitio activo de dicho compuesto objetivo enddgeno

35 El uso de la reivindicacién 33 o reivindicacion 34 en
donde dicho ligando inhibe la actividad de dicho compusesto
objetivo enddgeno por no mas de aproximadamente 10%

36 EIl uso de la reivindicacion 33 o reivindicacién 34 en
donde la concentracién inhibidora 50 (IC50) de dicho ligando es al
menos 1 micromolar

37 Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 33-36 en
donde dicho ligando comprende dos 0 mas porciones que tienen un

sitio de unién para dicho objetivo endégeno

5
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38 E! uso segun cualquiera de las reivindicaciones 33-38
en donde dicho ligando comprende dos o mas copias de dicha
porcién que tiene un sitio de unidén para un objetivo endégeno

39 El uso de la reivindicacién 38 en donde dicho ligando
es un dimero de dicha porciébn que tiene un sitio de unién para un
objetivo endégeno

40 El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 33-39
en donde dicha porcidén que tiene un sitio de unidn para un
compuesto objetivo endégeno se selecciona del grupo consistiendo
de un aficuerpo, un dominio SpA, un dominio de clase A del
receptor LDL, un dominio EGF, y un avimero

41 El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 33-40
en donde dicha porcidén que tiene un sitio de unién para un
compuesto objetivo endégeno es un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo

42 El uso de la reivindicacion 41 en donde dicha porcién
que tiene un sitio de unién para un compuesto objetivo endégeno
o8 un fragmento de anticuerpo seleccionado del grupo
consistiendo de un fragmento Fv, un fragmento Fv de cadena
sencilla, un fragmento Fv unido a disulfuro, un fragmento Fab, un
fragmento Fab’, un fragmento F(ab');, un dlacuerpo, un dominio
variable sencillo de inmunogiobulina

43 EIl uso de la reivindicacién 42 en donde dicha porcién
que tiene un sitio de unién para un compuesto objetivo endégeno

es un dominio variable sencillo de inmunoglobulina
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44 E| uso de la reivindicaciéon 43 en donde dicho dominio
variable sencillo de inmunoglobulina se selecciona del grupo
consistiendo de un V4 de humano, y un V. de humano

45 El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 33 a 44
en donde dicho ligando comprende ademéas una porcién que
extiende la vida media

48 El uso de la reivindicaciéon 45 en donde dicha porcién
que extiende la vida media es una porcidon de glicol de
polialquileno, albumina de suero o un fragmento del mismo,
receptor de transferrina o una porcién de unién a transferrina del
mismo, o una porcidn comprendiendo un sitio de unién para un
polipéptido que mejora la vida media in vivo

47 El uso de la reivindicacidn 46 en donde dicha porcidon
que extiende la vida media es un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo que tiene un sitio de unién para un polipéptido que
mejora |la vida media /n vivo

48 EI uso de la reiwvindicacion 47 en donde dicho
anticuerpo o fragmento de anticuerpo es un dAb

49 El uso de la reivindicacion 46 en donde dicha porcidn
que extiende la vida media es una porcién comprendiendo un sitio
de unién para un polipéptido que mejora la vida media /n vivo
seleccionado del grupo consistiendo de un aficuerpo, un dominio
SpA, un dominio de clase A del receptor LDL, un dominio EGF, y

un avimero
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50 El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 47 a 48
en donde el polipéptido que mejora la vida media n vivo es
albumina de suero o receptor Fc neonatal

51 El uso de la reivindicacién 46 en donde dicha porcién
que extiende la vida media es una porcién de glicol de polietileno

52 El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 33 a 51
en donde dicho medicamento es substancialmente no
inmunogénico

53 EIl uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 27
en donde dicho medicamento s una formulacidon de dapdsito

54 El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 33 a §3
en donde dicho compuesto objetivo enddgeno se selecciona del
grupo consistiendo de un receptor de citoquina soluble, un
antagonista de receptor endégeno, una enzima, una citoquina, un
factor de crecimiento, y una hormona

556 EI uso de Ila reivindicacion 54 en donde dicho
compuesto objetivo endégeno es un receptor de citoquina soluble

56 El uso de la reivindicaclén 55 en donde dicho receptor
de citoquina soluble es TNFR1 soluble

57 El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 33-58
en donde la porcidn que tiane un sitio de unidn para un compuesto
objetivo endégeno une dicho compuesto objetivo endégeno con Kd
de 1 x 107 M o menos

58 El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 33-56

en donde el ligando une dicho compuesto objetivo endégeno con

152
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Kd de 1 x 107 M 0 menos

59 Uso de un ligando comprendiendo dos o méas porciones
que tienen un sitio de unlén para un compuesto objetivo endégeno
para la fabricacibn de un medicamento para incrementar la
actividad de unién de dicho compuesto objetivo enddgeno, en
donde dicho ligando une dicho objetivo endégeno, no une el sitio
activo de dicho objetivo endégeno, y no inhibe substancialmente la
actividad de union de dicho compuesto objetive endégeno

60 El uso de la rewindicacion 59 en donde dicho ligando
comprende dos copias de una porcidon que tiene un sitio de unién
para un objetivo enddgeno

61 El uso de la reivindicacién 61 en donde dicho ligando
o8 un dimero de dicha porcién que tiene un sitio de unién para un
objetlvo endégeno

62 El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 59-61
en donde dicha actividad de unién se incrementa por al menos un
factor de 10

63 El uso segun cualquiera de las reivindicacionaes 59-63
en donde dicho compuesto objetivo endégeno es un receptor de
citoquina soluble

64 El uso de la reivindicacion 64 en donde dicho receptor
de citoquina soluble es TNFR1 soluble, y dichas porciones que
tienen un sitio de unién para un compuesto objetivo endégeno
independientemente unen un dominio de TNFR1 seleccionado del

grupo consistiendo de Dominio 1 y Dominio 4

N

y



10

15

20

25

248

65 E! uso segun cualquiera de las reivindicaciones 58-64
en donde dicha porcién que tiene un sitio de unldn para un
compuesto objetivo endégeno se selecciona del grupo consistiendo
de un aficuerpo, un dominio SpA, un dominio de clase A de!
receptor LDL, un dominio EGF, y un avimero

66 El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 59-64
en donde dicha porcién que tlene un sitio de unidbn para un
compuesto objetivo endégeno es un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo

67 El uso de la reivindicacién 66 en donde dicha porcién
que tiene un sitio de unidén para un compuesto objetivo endégeno
es un fragmento de anticuerpo seleccionado del grupo
consistiendo de un fragmento Fv, un fragmento Fv de cadena
sencilla, un fragmento Fv unido a disulfuro, un fragmento Fab, un
fragmento Fab', un fragmento F(ab') un diacuerpo, un dominlo
varlable sencilio de inmunoglobulina

68 El uso de la reivindicaclén 87 en donde dicha porcidn
que tiene un sitio de unidn para un compuesto objetivo endégeno
as un dominio variable sencillo de inmunoglobulina

69 EI uso de la reivindicacion 68 en donde dicho dominio
variable sencillo de inmunoglobulina se selecciona del grupo
consistiendo de un V, de humano, y un V. de humano

70 El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 59 a 68
en donde dicho ligando comprende ademéas una porcibn que

extiende la vida media
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71 El uso de |a relvindicaciéon 70 en donde dicha porcién
que extiende la vida media o8 una porcién de glicol de
polialquileno, albumina de suero ¢ un fragmento del mismo,
receptor de transferrina o una porcién de unién a transferrina del
mismo, o una porcién comprendiendo un sitio de unién para un
polipéptido que mejora la vida media in vivo

72 El uso de la reivindicacién 71 en donde dicha porcién
que extiende la vida media es un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo que tiene un sitio de unidn para un polipéptido que
mejora la vida media in vivo

73 El uso de la reivindicacién 72 en donde dicho
anticuerpo o fragmento de anticuerpo es un dAb

74 El uso de la reivindicacién 71 en donde dicha porcién
que extiende la vida media es una porcidn comprendiendo un sitio
de umién para un polipéptido que mejora la vida media in vivo
seleccionado del grupo consistiendo de un aficuerpo, un dominio
SpA, un dominio de clase A del receptor LDL, un dominio EGF, y
un avimero

75 El uso segun cualqulera de las reivindicaciones 72 a 74
en donde el polipéptido que mejora la vida media /in vivo es
albumina de suero o receptor Fc neonatal

76 EIl uso de la relvindicacidén 71 en donde dicha porcién
que extiende la vida media es una porcidon de glicol de polietileno

77 El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 58 a 76

en donde dicho medicamento s substancialmente no
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inmunogénico

78 El uso segun cualquiera de las relvindicaciones 59 a 77
en donde dicho medicamento es una formulacién de depdésito

79 El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 59-78
en donde la porclén que tiene un sitio de unidn para un compuesto
objetivo endégeno une dicho compuesto objetivo endégeno con Kd
de 1 x 107 M o menos

80 EIl uso segun cualquiera de las reivindicaciones 59-78
en donde el ligando uvune dicho compuesto objetivo endégeno con
Kdde 1 x 107 M o menos

81 Un ligando que une un compuesto objetivo endégeno
teniendo actividad adecuada para tratar una enfermedad en un
sujeto, en donde dicho ligando no une el sitio activo de dicho
compuesto objetivo endégeno o substancialmente inhibe Ia
actividad de dicho compuesto objetivo endégeno, para uso en
terapla de una enfermedad apta para tratamlento con dicho
compuesto objetivo endégeno

82 EI ligando de la reivindicaciébn 81 en donde dicho
ligando incrementa la vida media in vivo de dicho compuesto
objetivo endbégeno

83 El ligando de la reivindicaclén 81 o reivindicacioén 82 en
dondse dicho ligando incrementa la cantidad de dicho compuesto
objetivo endégeno en un sujeto

84 EIl ligando segun cualquiera de las reivindicaciones 81-

83 en donde dicho ligando incrementa la biodisponibilidad de dicho

280
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compuesto objetivo endégeno

85 El hgando segun cualquiera de las reivindicaciones 81-
84 en donde dicho ligando incrementa la actividad de unién de
dicho compuesto endégeno

86 El ligando segun cualquiera de las reivindicaciones 81-
85 en donde dicho ligando es como se describe en cualquiera de
de las reivindicaciones 1-80

87 Una composicién farmacéutica comprendiendo un
ligando que une un compuesto objetivo endégeno teniendo
actividad adecuada para tratar una enfermedad en un sujeto y un
vehiculo fisiolégicamente aceptable, en donde dicho ligando no
une el sitio activo de dicho compuesto objetivo endégeno o
substancialmente inhibe |la actividad de dicho compuesto objetivo
enddégeno

88 La composicién farmacéutica de la reivindicacién 87 an
donde dicho ligando incrementa la vida media /n vivo de dicho
compuesto objetivo endégeno

89 La composicidn farmacéutica de la reivindicacién 87 o
reivindicacion 88 en donde dicho ligando Incrementa la cantidad de
dicho compuesto objetivo enddgeno en un sujeto

a0 La composicidon farmacéutica segun cualquiera de las
reivindicaciones 87-89 en donde dicho ligando incrementa la
biodisponibilidad de dicho compuesto objetivo endégeno

91 La composicidn farmacéutica segun cualquiera de las

reivindicaciones 87-90 en donde dicho ligando incrementa la
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actividad de unién de dicho compuesto endégeno

92 La composicién farmacéutica segun cualquiera de las
reivindicaciones 87-91 en donde dicho ligando es cualquiera de las
reivindicaciones 1-80

893 Un dispositivo de suministro de farmaco
comprendiendo una composicion farmacéutica segun cualquiera de
las reivindicaciones 87-92

94 E! dispositivo de suministro de farmaco de Ila
reivindicacién 83 en donde dicho dispositive de suministro de
farmaco se selecciona del grupo consistiendo de un dispositivo de
suministro parenteral, dispositivo de suministro intravenoso,
dispositivo de suministro intramuscular, dispositivo de suministro
intraperitoneal, dispositivo de suministro transdérmico, dispositivo
de suministro pulmonar, dispositivo de suministro intraarterial
dispositivo de suministro intratecal, dispositivo de suministro
intraarticular, dispositivo de suministro subcutaneo, dispositivo de
suministro intranasal, dispositivo de suministro vaginal, vy
dispositivo de suministro rectal

85 El dispositivo de suministro de farmaco de Ia
reivindicacién 94 en donde dicho dispositivo se selecciona del
grupo consistiendo de una jeringa, un dispositivo de suministro
transdérmico, una capsula, una tableta, un nebulizador, un
inhalador, un atomizador, un aerosolizador, un vaporizador, un
inhalador de polvo seco, un tnhalador de dosis medida, un rociador

de dosis medida, un vaporizador de dosis medida, un atomizador
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de dosis medida, un catéter

96 Uso de un ligando comprendiendo una porcién de unién
que tiene un sitio de unién para un compuesto objetivo endégeno
para incrementar la vida madia, biodisponibilidad o actividad de
dicho compuesto endégeno en donde dicha porcién de unidén que
tiene un sitio de unién para un compuesto endégeno es dicho
compuesto enddégeno o una porcidbn o variante del mismo, y en
donde dicho ligando une dicho compuesto objetivo endégeno y no
inhibe substancialmente la actividad de dicho compuesto objetivo
endégeno

97 ElI uso de la reivindicacion 86 en donde dicho
compuesto enddgeno es un receptor soluble que es un miembro de
la superfamilia de receptor TNF

o8 Uso de un ligando comprendiendo una porciéon de unilén
que tiene un sitio de unién para un miembro de la superfamilia de
receptor TNF para incrementar la vida media, biodisponibilidad o
actividad de dicho miembro de la superfamilia de receptor TNF, en
donde dicho ligando une dicho miembro de la superfamilia de
receptor TNF y no inhibe substancialmente la actividad de dicho
miembro de |la superfamilia de receptor TNF, y en donde dicha
porcién de unidén que tiene un sitio de unidén para un miembro de la
superfamilia de receptor TNF es un dominio de ensamble de pre-

ligando (PLAD) o una variante del mismo
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Como resultadeo del examen de forma, realizado con fundamento en al articulo 38 de
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