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NANOBODIES™ (NANOCUERPOS) MEJORADOS CONTRA EL FACTOR ALFA DE

NECROSIS DEL TUMOR

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a Nanobodies™
(Nanocuerpos) mejorados contra el factor-alfa de necrosis del
tumor (TNF-alfa), asi como también a polipéptidos que
comprenden o consisten esencialmente de uno o mas de tales
Nanocuerpos. [Nota: Nanobody™, Nanobodies™ y Nanoclone™, son

marcas registradas de Ablynx N.V.]

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La invencién también se refiere a &cidos nucleicos
que codifican tales ‘Nanocuerpos y polipéptidos; a métodos
para preparar tales Nanocuerpos y polipéptidos; é células
hospederas 'que expresan © son capaz de expresar tales
Nanoccuerpos o polipéptidos; a composiciones que comprenden
tales‘Nanocuerpos, polipéptidos, acidos nucleicos o células
hospederas; \% a usos de tales Nanocuerpos, tales
polipéptidos, tales acidos nucleicos, tales células
hospederas o tales composiciones, en particulér, para
propdésitos profilacticos, terapéuticos o de diagnéstico,
tales como los propodésitos profilécticos, terapéuticos o de
diagnéstico mencionados posteriormente.

Otros aspectos, modalidades, ventajas y
aplicaciones de la invencién, llegardn a ser mas claros a

partir de la descripcidén adicional aqui posteriormente.
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El documento WO 04/041862 por el solicitante, se
refiere a Nanocuerpos contra TNF-alfa y a la preparacidén vy
uso de los mismos, en particular, para la prevencidén vy/o
tratamiento de enfermedades y trastornos asociados con y/o
mediados por TNF-alfa, tales comc inflamacidén, artritis
reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, sindrome.
del intestino inflamatorio, esclerosis maltiple, enfermedad
de Addison, hepatitis autoinmune, parotitis autoinmune,
diabetes tipo I, epididimitis, glomerulonefritis, enfermedad
de Graves, sindrome Guillain-Barre, enfermedad de Hashimoto,
anemia hemolitica, lupus eritematoso siétémico, infertilidad
masculina, esclerosis multiple, miastenia gravis, pénfigo,
psoriasis, fiebre reuméatica, artritis reumatoide,
sarcoidosis, escleroderma, sindrome de Sjogren,
espondiloartropatias, tiroiditis y vasculitis.

Los Nanocuerpos anti-TNF de conformidad con el
documento WO 04/041862, pueden ser humanizados y pueden ser
monovalentes o multivalentes, el Gltimo de los cuales conduce
a afinidad incrementada para  TNF. Los  Nanobodies™
(nanocuerpos) anti-TNF de conformidad con el documento WO
04/041862, pueden también ser multiespecificos, vy pueden
estar en particular, en - la forma de Vconstructos
multieépecificos gue comprenden dos o mas Nanocuerpos contra
TNF y un Nanocuerpo adicionél dirigido contra una proteina
del suero, tal como albumina de suero humana, lo cual conduce

a una vida media in vivo incrementada.
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El documento WO 04/041862, también se refiere a
métodos para la preparacién de los Nanocuerpos anti-TNF, a
acidos nucleicos o constructos que codifican los Nanocuerpos
anti-TNF, asi como también a composiciones farmacéuticas que
comprenden los WNanocuerpos anti-TNF, los cuales pueden ser
adecuados parabadministracién intravenosa, subcuténea, 'oral,
sublingual, tépica, nasal, vaginal o rectal, 0 para
administracidén por inhalacién. Los Nanocuerpos anti-TNF de
conformidad con el documento WO 04/041862, pueden ser usados
para propééitos de diagndstico, opcionalmente en la forma de
un kit de partes.

El documento EP 486 526, describe 1ligandos de
enlace TNF-alfa contra un epitope especifico de TNF. Entre
los 1ligandos de enlace, se mencionan los anticuerpos de
dominié unico (“dAbs”).

Reiter et al., J. Mol. Biol. (1999), 290, 685-698,
describe anticuerpos de dominio Unico contra TNF-alfa,
obtenidos a partir de una biblioteca de exhibicidén de fago
aleatorizada, que se generd partiendo de un andamiaje de
dominio VH é partir de un hibridoma de ratén.

El documento WO 00/29004, describe anticuerpos de
dominio Unico de murina (“microcuerpos”), contra TNF-alfa.

El documento WO 04/003019 entre otras cosas,
describe ligandos gque comprenden un primer dominio de enlace
contra TNF-alfa y un segundo dominic de enlace contra una

proteina del suero, tal como albUmina de suero.

o
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SUMARIO DE LA INVENCION

Es un objeto general de la presente invenciédn,
proporcionar Nanocuerpos contra TNF-alfa, en particular,
contra TNF-alfa humano.

En particular, es un objeto de la presente
invencién, proporcionar Nanocuerpos. contra TNF-alfa, en
particular, contra TNF-alfa humano, .y proporcionar proteinas
o polipéptidos que comprenden los mismos, gque son adecuados
para uso terapéutico y/o de diagnéstico, y en particular,
para la prevencidén, tratamiento y/o diagndéstico de una o méas
enfermedades y trastornos asociados con y/o mediados por TNF-
alfa, tal como aqﬁellos mencionados anteriormente, y/o que
pueden ser wusados en la preparacién de una composicidn
farmacéutica para la prevencidén y/o tratamiento de una o méas
enfermedades asociadas con y/o mediadas por TNF-alfa, tales
como aquellas mencionadas anteriormente.

Mas en particular, es un objeto de la invenciédn,
proporcionar Nanocuerpos contra TNF-alfa, vy proporcionar
proteinas y polipéptidos que comprenden los mismos, que son
ya sea una alternativa a loé Nanocuerpos vy polipéptidos
contra TNF-alfa descrito en el documento WO 04/041862 y/o que
tienen una o mé&s propiedades o caracteristicas .mejoradas,
comparadas con los Nanocuerpos y polipéptidos contra TNF-alfa
descrito en el documento WO 04/041862.

Ma&s en particular,.es un objeto de la invencidn,
proporcionar Nanocuerpos contra TNF-alfa, y proporcionar

proteinas o polipéptidos que comprenden el mismo, gque son
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mejorados comparados con rlos Nanocuerpos vy polipéptidos
contra TNF-alfa descrito en el documento WO 04/041862, con
fespecto a una o mas de las siguientes propiedades o
caracteristicas:

- afinidad incrementada para TNF-alfa, vya sea en un
formato monovélente( en un formato multivalente (por
ejemplo, en ﬁn formato bivalente) y/o en un formato
multiespecifico (por ejemplo, uno de los formatos
multiespecificos descritos en el documento WO 04/041862
o aquil posteriormente);

- mejor adecuabilidad para formatear en un formato
multivalente (por ejemplo, en un formato bivalente);

- mejor adecuabilidad para formatear en un formato
multiespecifico (por ejemplo, uno de los formatos
multiespecificos descritos en el documento WO 04/041862
o aquil posteriormente);

— adecuabilidad o susceptibilidad mejorada para
sustitucicnes “humanizantes” (como se define en este
documento); y/o

- menos inﬁunogenicidad, ya sea en un formato monovaleﬁte,
en un formato multivalente (por ejemplo, en un formato
Abivalente) y/o en un fprmato multiespecifico (por
ejemplo, uno de los formatos multiespecificos descritos
en el documento WO 04/041862 o aqui posteriormente), en
un formato monovalente;

- estabilidad incrementada, ya sea en un  formato

monovalente, en un formato multivalente (por ejemplo, en
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un formato bivalente) y/o en un formato multiespecifico
(por ejemplo, wuno de los formatos multiespecificos
descritos en .el documento WO 04/041862 o aqui
posteriormente), en un formato monovalente;
especificidad incrementada hacia TNF-alfa, ya sea en un
formato monovalente, en un formato multivalente (por
ejemplo, en un formato bivalente) y/o en un formato
multiespecifico (por ejemplo, uno de los formatos
multiespecificos descritos en el documento WO 04/041862
0 aqui posteriormente), en un formato monovalente;
actividad «c¢ruzada reducida o en donde se desee,
incrementada con TNF-alfa a partir de especies

diferentes;

una o méas propiedades mejoradas deseables para uso
farmacéutico (que incluye, uso profilactico y/o uso
terapéutico) y/o para uso de diagndéstico (que incluye
pero no se limita al uso para propésitos de formacidén de
imagen), ya sea en un formato monovalente, en un formato
multivalente (por ejemplo, en un formato bivalente) y/o
en un formato multiespecifico (por ejemplo, uno de 1los
formatos multiespecificos descritos en el documento WO
04/041862 o aqui posteriormente).

Estos objetos se logran por Nanocuerpos, proteinas

y polipéptidos descritos en este documento. Estos Nanocuerpos
también son referidos en este documento como “Nanocuerpos de

la invencidn”; y estas proteinas y polipéptidos, también son
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colectivamente referidos aquili como “polipéptidos de la
invencidn”.

Puesto que los Nanocuerpos y polipéptidos
descritos en este documento son principalmente propuestos
para uso terapéutico y/o de diagnéstico, se dirigen contra
(como se define aqui), TNF-alfa humano. Sin embargo, no se
excluye (pero también no se requiere), que los Nanocuerpos y
polipéptidos descritos en este documento, muestren
reactividad cruzada con TNF-alfa a partir de una o més de
otras especies de animales de sangre caliente, por ejemplo,
con TNF-alfa a partir de una o mads de otras especies de
primates y/o con TNF-alfa a partir de una o mas especies de
animales que son a menudo, usados en modelos de animal para
enfermedades (por ejemplo, ratdén, rata, cohejo, cerdo o
perro), 3% en particular, en modelos animales para
eﬁfermedades y trastornos asociados con TNF-alfa (tal como
las especies y modelos animales mencionados en este
documenfo). En este sentido, serd claro para las personas
expertas, qué tal reactividad cruzada, cuando se presenta,
puede tener ventajas a partir de un punto de vista de
desarrollo de farmaco, puesto que permite a los Nanocuerpos y
polipéptidos, contra el TNF-alfa humano, sér probados en
tales modelos.de enfermedad.

La presente invencidén estd en su sentido mas amplio
también no limitada particularmente a, o definida por un
determinante antigénico especifico, epitope, parte, dominio,

subunidad o confirmacidén (en donde sea aplicable) de TNF-alfa
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contra la cual los Nanocuerpos y polipéptidos de la invencidn
se dirigen.

Sin embargo, en una modalidad preférida, los
Nanocuerpos, proteinas o polipéptidos descritos en este
documento, se dirigen contra y/o pueden enlazarse a un
epitope de TNF-alfa que cae en, y/o forma parte del(los)
sitio(s) de enlace del receptor TNF (por ejemplo, los sitios
de enlace para el TNF-RI, THEF-RII, también conocidos como pb55
6 p75). Como es bien sabido en la técnica, un trimero de TNF
comprende tres sitios de enlace al receptor, los cuales son
esencialmente equivalentes y los cuales son formados por/en
la interfaz de dos mondémeros de TNF con el trimero de TNF.
Por ejemplo, 1los Nanocuerpos, proteinas o polipéptidos
descritos en este documento, son preferiblemente dirigidos
contra, y/o pueden enlazarse a un epitope de TNF-alfa que
comprende los siguientes residuos de amiﬁoécido de TNF-alfa:
Gln en la posicidén 88, Lys en la posicidén 90, y/o Glu en la
posicidén 146).

En particular, los Nanocuerpos, proteinas o
polipéptidos descritos en este documento, son dirigidos
contra y/o pueden enlazarse a un epitope del trimero de TNF-
alfa, el cual confia en, y/o forma parte del(los) sitio(s) de
enlace al receptor de TNF. Por ejemplo, los_ Nanocuerpos,
proteinas o polipéptidos descritos aqui, pued@n ser dirigidos
contra y/o pueden enlazarse a ﬁn epitope del trimero de TNF-
alfa que comprende los siguientes residuos de aminodcido: Gln

en la posicién 88 y Lys en la posicién 90 en un primer
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mondémero de TNF (referido en este documento como “mondmero
A”), y Glu en la posicién 146 en un segundo mondémero de TNF
(referido aqui como “monémero B”) (en el cual, el mondmerc A
y mondémero B juntos, en el trimero de TNF, forman el (los)
sitio(s) de enlace al receptor de TNF).

Més particularmente, los Nanocuerpos, proteinas o
polipéptidos descritos en este documento, pueden  ser
dirigidos contra y/o pueden enlazarse a un epitope del
trimero de TNF-alfa, que comprende los aminoacidos
mencionados anteriormente (Gln en la posicién. 88 en el
mondémero A; Lys en la posicién 90 en el mondémero A y Glu en
la posicién 146 en el mondémero B), y ademds, al menos uno,
preferiblemente dos o mas, mé&s preferiblemente 5 6 méds, vy
preferiblemente todo o esencialmente todos, los siguientes
residuos de aminodcido del mondémero de TNF-alfa A: Gly en la
posicién 24, Gln en la posicién 25, Thr en la posicién 72,
His en la posicién 73, Val en la posicién 74, Leu en la
poéicién 75, Thr en la posicién 77, Thr en la posicién 79,
Ile en la posicién 83, Thr en la posicidén 89, Val en la
posicidén 91, Asn en la posicidén 92, TIle en la posicidén 97,
Arg en la posicidén 131, Glu en la posicidén 135, Ile en la
posicidén 136, Asn en la posicidén 137, Arg en la posicidn 138,
Pro en la posicién 139, Asp en 1la posicidén 140 vy 1los
siguientes residuos en el mondmero B: Pro en la posicidén 20,
Arg en la posicién 32, Lys en 1la posicién. 65, Lys en la
posicién 112, Tyr en la posicidédn 115, Ala en la posicidn 145,

Ser en la posicidn 147.



10

15

20

25

-10-

Alternativamente, los Nanocuerpos, proteinas - o
polipéptidos descritos en este documento, pueden  ser
dirigidos contra y/o pueden enlazarse a un epitope de TNF-
alfa, que comprende los aminodcidos mencionados anteriormente
(Gln en la posicidén 88 en el mondmero A; Lys en la posicidn
90 en el mondmero A y Glu en la posicidén 146 en el ﬁonémero
B), y ademas, al menos uno, preferiblemente dos o més,vmés
preferiblemente 5 6 mas, 3% preferiblemente todo o
esencialmente todos, los siguientes residuos de aminoacido
del mondémero de TNF-alfa A: Leu en la posicién 75, Thr en la
posicidén 77, Thr en la posicidédn 79, Ile en la posicidén 80,
Ser en la posicién 81, Tyr en la posicién 87, Thr en 1la
posicién 89, Val en la posicidén 91, Asn en la posicidn 92,
Ser en la posicidén 95, Ile en la posicién 97, Glu en 1la
posicién 135, Ile en la posicién 136, Asn en la posicidn 137,
y los siguientes residuos en el mondémero B: Ala en la
posicidén 33, Ala en la posicidn 145, Ser en la posicidn 147.

Tales epitopes pueden ser delineados de andlisis
estructural del nanocuerpo cristalizado en el complejo con la
molécula de TNF, o de otros procedimientos tales como el
mapeo de épitope via anadlisis de pepscan.

Por comparacidén, de los datos cristalograficos (no

mostrados), se puede observar gque el Nanocuerpo 3E del

documento WO 04/041862 enlazado a un epitope diferente (es
decir, un epitope que comprende Tyr en la posicidén 141, Asp
en la posicidn 140, Gln en la posicidén 67, Gly en la posicidn

24 y Glu en la posicidén 23), que el epitope preferido de la
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‘invencién.

De’ este modo, en otro aspecto, la presente
invencién se refiere a un dominio variable de inmunoglobulina
(o un fragmento adecuado del mismo), gque puede enlazarse a un
epitope de TNF-alfa que cae en, y/o forma parte del sitio de
enlace al receptor de TNF, y preferiblemente, a un epitope
que comprende al menos, uno, preferiblemente dos o mas, vy
preferiblemente, todos de los siguientes residuos de
aminoacido de TNF-alfa: Gln en la posicién 88; Lys en la
posicidén 90 y Glu en la posicidn 146. Tal dominio variable de
inmunoglobulina, es preferiblemente un dominio variable de
cadena pesada o un dominico variable de cadena ligera, y en
particular, un dominio variable de cadena pesada, el cual
puede ser cualquiera de un dominio variable de cadena pesada
de mamifero, gque incluye pero no se limita a, dominios
variables de cadena pesada de humano, dominios variables de
cadena pesada de ratén y dominios variables de cadena pesada
de Camélidos (tales como 1los dominioé variables de cadena
pesada a partir de inmunoglobglinas de 4 cadenas de Camélidos
o los dominios variables de cadena pesada (dominios de VHH),
de los asi llamados anticuerpos de cadena pesada). El dominio
variable de inmunoglobulina, .es preferiblemente, un
anticuerpo de dominio o un anticuerpo de dominio Unico o
adecuado para uso como un anticuerpo de dominio (uUnico). Mas
preferiblemente, el dominio variable de inmunoglobulina es un
Nanocuerpo (como se define aqui), y mas preferido, pero sin

ejemplos limitantes de Nanocuerpos que son adecuados para uso

43
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en este aspecto de la invenciédn son,.PMPlC2 (TNF1, SEC ID No:
52) y PMP5F10 (TNF3, SEC ID NO: 60), asi como también las
variantes humanizadas y otras de los mismos (como se describe
aqui adicionalmentei.

El dominio variable de inmunoglobulina mencionado
anteriormente, tampbién puede ser humanizado (como por
ejemplo, y sin limitacién), descrito aqui con respecto a
Nanocuerpos. La invencién también se refiere a proteinas y-
polipéptidos que comprenden o consisten esencialmente de
tales .dominios variables de inmunoglobulina, 1los cuales
pueden por ejemplo, ser como se definen en este documento.
Alternativamente, tales deinios de variables pueden formar
parte de constructos de ScFv, constructos especificos duales,
estructuras de anticuerpo o anticuerpo quimérico y otros
constructos de inmunoglobulina, como por ejemplo, se revisa
por Hoogenboom (Nature Biotechnology (1997), 15:125-126).
Preferiblemente, sin embargo, los dominios variables de
inmunoglobulina dirigidos contra el epitope anterior, son
Nanocuerpos, en tal caso, las proteinas y polipéptidos que
comprenden tales Nanocuerpos, pueden sef como se describen
adicionalmente en este documento.

De este modo, algunos aspectos preferidos de 1la
invencién se refieren a:

I) Un Nanocuerpo el cual se dirige contra el mismo epitope
en el trimero de TNF-alfa como Nanocuerpo TNF1 (SEC ID
NO: 52).

ITI) Un Nanocuerpo el cual se dirige contra el mismo epitope
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en el trimero de TNF-alfa como Nanocuerpo TNF3 (SEC 1ID
NO: 60).

ITII) Un Nanocuerpo el cual se dirige contra un epitope del
trimero de TNF-alfa que al menos compreﬁden los
siguientes residuos de aminodcidos: Gln en la posicidn
88 en el mondémero A; Lys en la posicién 90. en el

- monémero A y Glu en la posicidén 146 en el mondmero B.

IV) Un Nanocuerpo el cual se dirige contra un epitope del
trimero de TNF-alfa que comprende 1los siguientes
‘residuos de aminodcidos: Gln en la posicién 88 en el
ménémero A; Lys en la posicién 90 en el mondmero A y Glu
en la posicién 146 en el mondmero B; y que ademés
comprende al menos, uno, preferiblemente dos o mas, mas
preferibleménte 5 o mas, y preferiblemente todos o
esencialmente todos, de los siguientes residuos de
aminoadcidos del mondémero A de TNF-alfa: Gly en la
posicidén 24, Gln en la posicién 25, Thr en la posiciédn
72, His en la posicidén 73, Val en la posicidédn 74, Leu en
la posicién 75, Thr en la posicidén 77, Thr en 1la’
posicidén 79, Hé en la posicién 83, Thr en la posicién
89, Val en la, posicidén 91. Asn en la posicidén 92, He en
la posicién 97, Arg en la posicién 131, Glu en 1la
posicién 135, He en la posicién 136, Asn en la posicién
137, Arg en la posicidén 138, Pro en la posicidn 139, Asp
en la posicidén 140 y los siguientes residuos en el
mondémero B: Pro en la posicién 20, Arg en la posiciédn

32, Lys en la posicién 65, Lys en la posicién 112, Tyr'
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en la posicién 1 15, Ala en la posicidén 145, Ser en la
posicidn 147.

V) Un Nanocuerpo el cual se dirige contra un epitope del
trimero de TNF-alfa que comprende los siguientes
residuos de aminodcidos: Gln en la posicidén 88 en el
mondémero A; Lys en la posicidén 90 en el mondémero A y Glu
en la posicién 146 en el mondmero B; vy gue ademés
comprende al menos, uno, preferiblemente dos o mas, més
preferiblemente 5 & mds, vy preferiblemente todos o
esencialmente .todos, de los siguientes residuos de
aminoacidos del mondémero A de TNF-alfa: Leu en la
posicidén 75, Thr en la posicién 77, Thr en la posicién
79, He en la posicidén 80, Ser en la posicidén 81, Tyr en
la posicién 87, Thr‘ en la posicidén 89, Val en la
posicidén 91, Asn en la posicidén 92, Ser en la posiciédn
95, He en la posicidén 97, Glu en la posicidén 135, He en
la posicidn 136, Asn en la posicidén 137 y los siguientes
residuos en el mondémero B: Ala en la posicidén 33, Ala en
la posicidn 145, Ser en la posicidn 147.

- Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) a V)
anteriores, los cuales tienen una relacidn Kpese para TNF
mejor de 2.107° (1/s), preferiblemente mejor que 1.1073.

- Un Nanocuerpo de conformidad con cualgquiera de I) hasta
V) anteriores, los cuales tienen un valor EC50 en el
ensayo a base de células, wusando las células KYM
descritas en el Ejemplo 1, bajo 3), del documento WO

04/041862 que es mejor que el valor EC50 del Nanocuerpo
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VHH 3E (SEC ID NO:4) del documentobwo 04/041862 en el
mismo ensayo; 0 una variante humanizada de tal
Nanocuerpo.

- Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta
V) anteriores, los cuales tienen un valor EC50 en el
ensayo a base de células, usando las células KYM
descritas en el Ejemplo 1, bajo 3), del documento WO
04/041862 que es mejor que '12nM; o una variante
humanizada de tal Nanocuerpo.

- Un Nanocuerpo de conformidad con cualduiera de I) hasta
V) anteriores, los cuales tienen un wvalor EC50 en el
ensayo a base de células, usando las células KYM
descritas en el Ejemplo 1, bajo 3), del documento .WO
04/041862 que es mejor que 5nM; o una variante
humanizada de tal Nanocuerpo.

- Un Nanocuerpoc de conformidad con cualquiera de I) hasta
V) anteriores, los cuales tienen un valor EC50 en el
ensayo a Dbase de <células, usando las células KYM
descritas en el Ejemplo 1, bajo 3), del documento WO
04/041862 que es mejor gque 3nM; o una variante
humanizada de tal Nanocuerpo.

- Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta
V) anteriores, el cual es un Nanocuerpo humanizado.

y algunos aspectos’preferidos de esta modalidad se refieren
a:

- Un'Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta

V) anteriores, el cual es un Nanocuerpo humanizado clase
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GLEW.

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta
V) anteriores, el cual es un Nanocuerpo humanizado clase
GLEW. |

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta
V) anteriores, el cual contiene un residuo de arginina
(R) en la bosicién 103. |

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta
V) anteriores, el cual contiene un‘residuo de arginina
(R) en la posicién 103, y el cual es humanizado.

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta
V) anteriores, el cual es un Nanocuerpo de clase GLEW, vy
el cual contiene un residuo de arginina (R) en la
posicidén 103, y el cual es humanizado.

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta
V) anteriores, el cual contiene un residuo de Lisina (L)
en la posicidén 108.

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta
V) anteriores, el cual tiene al menos, 80%,
preferiblemente al menos. 90%, mas preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99%v de
identidad de secuencia (como se define en este
documento) con una de las secuencias de aminoacido de la
SEC ID NO 52 (TNF1), 76 (TNF13), 77 (TNF14), 95 (TNF29}
6 96 (TNF30).

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta

V) anteriores, en el cual
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CDR1 comprende:

- la secuéncia de aminocdcido DYWMY; o

- una secuencia de aminodcido gue tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente. al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido
DYWMY,; o

- una secuencia de aminodcido que tiene 2 o solamente i
diferencia(s) de aminodcido con la secuencia de

aminodcido DYWMY;

CDR2 comprende:

- la secuencia de aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG;

-~ 0 una secuencia de aminoacido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido
EINTNGLITKYPDSVKG; o

- una secuencia de aminodcido que tiene 2 o solamente 1
diferencia(s) de aminodcido con la secuencia de

aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG;

CDR3 comprende:

- la secuencia de aminocacido SPSGEN; 6

- una secuencia de aminocacido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al

menos 95%, atn mas preferiblemente al menos 99% de
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identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido
SPSGFN; o una secuencia de aminoécido que tiene 2 o
solamente 1 diferencia(s) de aminoadcido con la secuencia
de aminoidcido SPSGFN.

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera dé\I) hasta
V) anteriores, en los cuales CDR1 comprende la secuencia
de aminoacido DYWMY.

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta
V) anteriores, en los cuales CDRZ2 comprende la secuencia
de aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG.

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de 1) hasta
V) anteriores, en los cuales CDR3 comprende la secuencia
de aminodcido SPSGFN.

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta
V) anteriores, en los cuales:

- CDR1 comprende la secuencia de aminoacido DYWMY; vy
CDR3 comprende la secuencia de aminodcido SPSGFEN; o

- CDR1 comprende la secuencia de amincadcido DYWMY; vy
CDR2 comprende la secuencia de aminoacido
EINTNGLITKYPDSVKG; o

- CDR2 comprende la secuencia de aminoéacido
EINTNGLITKYPDSVKG; y CDR3 comprende la secuencia de
"aminoacido SPSGEN.

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta
V) anteriores, en los cuales CDR1 comprende la secuencia
de aminoadcido DYWMY; y CDR3 comprende la secuencia de

aminocdcido SPSGFN.
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- Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta

V) anteriores, en los cuales CDR1 comprende la secuencia
de amincacido DYWMY; CDR2 comprende la secuencia de
aminoacido EINTNGLITKYPDSVKG y CDR3 comprende la

secuencia de aminodcido SPSGEN.

- Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta

V) anteriores, en los cuales

CDR1 es:

- la secuencia de aminodcido DYWMY; o

- una secuencia de aminocadcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al
menos _95%, aun més preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido
DYWMY; o}

- una secuencia de aminodcido que tiene 2 o solamente 1
diferencia de aminodcido con la secuencia de aminoacido

DYWMY ;

y en los cuales:

b) CDR2 es:

- la secuencia de aminoacido EINTNGLITKYPDSVKG; o

- una secuencia de aminodcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mads preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido
EINTNGLITKYPDSVKG; o

una secuencia de aminoacido que tiene 2 o solamente 1

diferencia(s) de aminoacido con la secuencia de

~

e S
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aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG;

y en los cuales

c) CDR3 es:

~ la secuencia de aminodcido SPSGFN; o

- una secuencia de aminocdcido gque tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuenéia de aminoacido
SPSGEN; o

- una secuencia de aminodcido que tiene 2 ¢ solamente 1
diferencia de aminoacido con la secﬁencié de aminoacido
SPSGEN.

Un Nanocuerpo de conformidad con.cualquiera de I) hasta
V) anteriores, en los cuales CDR1 es la secuencia de
aminoacido DYWMY.

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta
V) anteriores, en los cuales CDR2 es la secuencia de
aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG.

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta
V) anteriores, en 1los .cuales CDR3 es la secuencia de
aminodcido SPSGEN.

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta
V) anteriores, en los cuales:

- CDR1 es la secuencia de aminoacido DYWMY; y CDR3 es la
secuencia de aminodcido SPSGFN; o

- CDR1 es la secuencia de aminoacido DYWMY; y CDRZ es la

secuencia de aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG; o

Do
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- CDR2 es la secuencia de aminocdcido EINTNGLITKYPDSVKG;
y CDR3 es la secuencia de aminoacido SPSGFN.

- Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta
V) anteriores, en los cuales CDR1 es la secuencia de
aminoacido DYWMY; y CDR3 es la_secuencia:de aminoacido
SPSGFEN.

- Un Nanocuerpo de conformidad con cualgquiera de I) hasta
V) anteriores, en los cuales CDR1 es 1la secuencia de
aminodcido DYWMY; <CDR2 es 1la secuencia de aminodcido
EINTNGLITKYPDSVKG vy CDR3 es la secuencia de aminoacido
SPSGEFEN.

- Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta
V) anteriores, en los cuales
- cualquier sustitucidn de aminoécido es preferiblemente
una sustitucién de aminocdcido conservativo; y/o dicha
secuencia de aminoacido preferiblemente contiene
solamente sustituciones de aﬁinoécido, Yy no supresiones
o inserciones de aminoacido, comparadas con laf(s)
secuencia(s) de aminocacido(s) anteriores,'

y algunos otros aspectos preferidos de esta modalidad que
se refieren a:

- Un Nanocuerpo de conformidad con cualgquiera de I) hasta
V) anteriores, el cual es un Nanocuerpo clase KERE.

- Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta
V) anteriores, el cual es un Nanocuerpo clase KERE
humanizado

- Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta
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V) anteriores, el cual tiene al menos, 80%,
preferiblemente al menos 90%, méas preferiblemente al
menos 95%, aln mads preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia (como se define en . este
documento) con una de las secuencias de aminocacido de
las SEC ID NOs. 50 (TNF3), 83 (TNF20), 85 (TNF21), 85
(TNF22), 96 (TNF23) 6 98 (TNF33).

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta
V) anteriores,ben los cuales

CDR1 es:

- la secuencia de aminoacido NYYMG; o

- una secuencia de aminoacido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, méds preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido
NYYMG; o

- una secuencia de aminocdcido que tiene 2 o solamente 1
diferencia de aminoécido éon la secuencia de aminoacido

NYYMG;

CDR2 es:

- la secuencia de aminodcido NISWRGYNIYYKDSVKG; 5

- una secuencia de aminoacido gque tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas -preferiblemente al
menos 95%, aun mds preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminodcido

NISWRGYNIYYKDSVKG; o

14
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- una secuencia de aminocacido que tiene 2 o solamente 1
diferencia(s) de aminoadcido con la secuencia de
aminodcido NISWRGYNIYYKDSVKG;
y ¢c) CDR3 es:
5 . la secuencia de aminodcido SILPLSDDPGWNTY; o

- una secuencia de aminodcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, més preferiblemente al
menos 95%, aun més preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido

10 SILPLSDDPGWNTY; o
- una secuencia de aminoacido gque tiene 2 6 solamente 1
diferencia de aminodcido con la secuenéia de aminoécido
SILPLSDDPGWNTY.

- Un Nanocuerpo de conformidad con cualguiera de- I) hasta

15 V) anteriores, en los cuales CDR1 es la secuencia de
aminoacido NYYMG.

—’Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta
V) anteriores, en los cuales CDR2 es la secuencia de
aminodcido NISWRGYNIYYKDSVKG.

20 - UnrNanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta
V) anteriores, en los cuales CDR3 es la secuencia de
aminodcido SILPLSDDPGWNTY.

- Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta
V) anteriores, en los cuales:

2 - CDR1 es la secuencia de aminodcido NYYMG; y CDR3 es la

secuencia de aminoacido SILPLSDDPGWNTY; o

~ CDR1 es la secuencia de aminoacido NYYMG; y CDR2 es la
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secuencia de aminoacido NISWRGYNIYYKDSVKG; o
- CDR2 es la secuencia de aminodcido NISWRGYNIYYKDSVKG;
y CDR3 es la secuencia de aminoadcido SILPLSDDPGWNTY.
- Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta
5 V) anteriores, en los cuales CDR1 es 1la éecuencia. de
aminoacido NYYMG; CDR2 es la secuencia de aminodcido
SILPLSDDPGWNTY vy CDR3 es la secuencia de aminoacido
ILPLSDDPGWNTY.
- Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de I) hasta
10 V) anteriores, en los cuales
- cualquier sustitucidén de aminodcido es preferiblemente
una sustitucidén de aminoacido conservativo; y/o
- dicha secuencila de aminoacido preferiblemente
contiéne, solamente sustituciones de aminodcido, y no
15 supresiones o inserciones de aminoacido, comparadas con
la(s) secuencia(s) de aminodcido(s) anteriores.
y con aun algunos otros aspectos particularmente preferidos
siendo:

VI}) Una proteina o polipéptido, el cual comprende un o

20 consiste esencialmente de un Nanocuerpo de conformidad
con cualquiera de I) hasta V) anteriores.

VII) Una proteina o polipéptido, el cual comprende o
consiste esencialmente de al menos un Nanocuerpo de
conformidad con cualquiera de I) hasta V) anteriores.

25 VIII) Una proteina o polipéptido, el cual comprende dos
Nanocuerpos de conformidad con cualquiera de I) hasta V)

anteriores.
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IX) Una proteina o polipéptido, el cual comprende dos
Nanocuerpos de conformidad con cualquiera de I) hasta V)
anteriores, y el cual es tal que dicha proteina o
polipéptido, después de enlazarse a un trimero de TNF,

5 es capaz de inhibir o Nreducir la reticulacién del
receptor de TNF que es mediada por dicho trimero de TNF
y/o la transduccidén de sefial que es mediada por tal
reticulacidén de receptor.

X) Una proteina o polipéptido, el cual comprende dos

10 Nanocuerpos de conformidad con cualquiera de I) hasta V)
anteriores, y el cual es capaz de enlazarse
intramoleculafmente con al menos, dos sitios de enlace
del recéptor de TNF en un trimero de TNF.

XI) Una proteina o polipéptido, el cual comprende dos

15 Nanocuerpos de conformidad con cualquiera de I) hasta V)
anteriores, enlazados via un enlazador adecuado.

XII) Una proteina o polipéptido, el cual comprende dos
Nancocuerpos de conformidad con cualquiera de.I) hasta V)
anteriores, enlazados via un enlazador adecuado, y el

20 cual es pegilado.

XIII) Una proteina o polipéptido el cual comprende dos
Nanocuerpos de conformidad con cualquiera de I) hasta V)
anteriores, y el cual ademds, comprende al menos un
Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero humana.

25 XIV) Una proteina o polipéptido el cual comprende dos
Nanocuerpos de conformidad con cualquiera de I) hasta V)

anteriores, y el cual ademds comprende al menos un
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Nanocuerpo dirigido contra albimina de suero humana, y

el cual es tal que dicha proteina o polipéptidb,

después de enlazarse a un trimero de TNF, es capaz de

inhibir o reducir la reticulacién de receptor de TNF que

5 es mediada por dicho trimero de TNF y/o la transduccidn

de sefial que es mediada por tal reticulacién de
receptor.

XV) Una proteina o polipéptido el cual comprende dos

Nanocuerpos de conformidad con cualguiera de I) hasta V)

10 - anteriores, y el cual ademads comprende al menos un
Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero humana y el
cual es capaz de enlazarse intramolecularmente con al.
menos, dos sitios de enlace del receptor de TNF en un
trimero de TNF.

15 XVI) Una proteina o polipéptido el cual comprende dos
Nanocuerpos de conformidad cén cualguiera de I) hasta V)
anteriores, y el cual ademds comprende un Nanocuerpo
dirigido contra albumina de suerc humana, en 1los cuales
cada uno de los dos Nanocuerpos de conformidad con

20 cualquiera de I) hasta V) anteriores es enlazado,
opcionalmente via un enlazador adecuado, a un Nanocuerpo
dirigido contra albuimina de suero humana.

XVII) Una proteina o polipéptido el cual comprende dos
Nanocuerpos de conformidad con cualquiera de I) hasta V)

25 anteriores, y el cual ademéas comprende un Nanocuerpo

dirigido contra albumina de suero humana, en los cuales

cada uno de los dos Nanocuerpos de conformidad con
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cualquiera de 1I) hasta V) anteriores es enlazado,
opciénalmente via un enlazador adecuado, a un Nanocuerpd
dirigido contra albﬁmina de suero humana, ykel cual es
tal que dicha proteina o polipéptido, después de
5 enlazarse a un trimero de TNF, es capaz de enlazarse o
reducir la reticulacién del receptor de TNF que es
mediada por dicho trimero de TNF y/o la transduccién de

sefial que es mediada por tal reticulacidn del receptor.
XVIII) Una proteina o polipéptido el cual comprende dos

10 Nanocuerpos de conformidad con cualquiera de I) hasta V)
anteriores, vy el cual ademds comprende un Nanocuerpo
dirigido contra AIbﬁmina de suero humana, en los cuales
cada uno de los dos Nanocuerpos de conformidad con
cualquiera de TI) hasta V) anteriores es enlazado,

15 opcionalmente via un enlazador adecuado, a un Nanocuerpo
dirigido contra albuimina de suero humana, y el cual es
capaz de enlazarse intramolecularmente con al menos dos
sitios de enlace del receptor de TNF en un trimero de
TNEF'.

20 - Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de VI) hasta XVIII) anteriores, en los cuales al menos
un Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero humana
es un Nanocuerpo humanizado.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera

25 de VI) hasta XVIII) anteriores, en los cuales al menos
un Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero humana

es una variante humanizada del Nanocuerpo ALB 1 (SEC ID
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- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de VI) hasta.XVIII) anteriores, en los cuales ‘al menos
un Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero humana
es uno elegido del grupo que consiste de ALB 3 (SEC ID
NO: 87), ALB 4 (SEC ID NO: 88), ALB 5 (SEC ID NO: 89),
ALB 6 (SEC ID NO: 100), ALB 7 (SEC ID NO: 101), ALB 8
(SEC ID NO: 102) ALB 9 (SEC ID NO: 103) y ALB 10 (SEC ID
NO: 104).

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualguiera
de VI) hasta XVIII) anteriores, en los cuales al menos
un Nanocuerbo dirigido contra albtmina de suero humana
es ALB 8.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualguiera
de VI) hasta XVIII) anteriores, el cual comprende o
consiste esencialmente de dos Nanocuerpos humanizados de
conformidad con cualquiera de I) hasta V) anteriores, y
una variante humanizada del Nanocuerpo ALB 1 (SEC ID NO:
63) .

Se debe notar qgue cuando un Nanocuerpo es
mencionado anteriormente por estar “de conformidad con
cualquiera de 1I) a V) anteriores”, es al menos, de
conformidad con uno de I) a V), pueden estar de conformidad
con dos o mas de I) a V), y puede también, incluir cualquiera
o mas de los otros aspectos que estan indicados por estar “de
conformidad con cualquiera de I) a V) anteriores. De manera

similar, cuando una proteina o polipéptido es mencionado
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anteriormente por estar "“de conformidad con cualquiera de VI)

a XVIII) anteriores”, estd al menos de conformidad con uno de
VI) a XVIII), puede ser de conformidad con dos ¢ mas de VI) a
XVIII), y puede también incluir cualquiera o més de los otros

aspectos gue estédn indicados por estar “de conformidad con

cualquiera de VI) a XVIII) anteriores.

Estd también dentro del alcance de la ihvencién
que, en donde sea aplicable, un Nanocuerpo o polipéptido de
la invencién, puede enlazarse a dos o mé&s determinantes
antigénicas, epitopes, partes, dominios, subunidades o
confirmaciones de TNF-alfa. En tal caso, las determinantes
antigénicas, epitopes, partes, dominios o subunidades de TNF-
alfa a ias cuales los Nanocuerpos y/o polipéptidos de la
invencién se enlazan, pueden ser esencialmente el mismo (por
ejemplo, si el TNF-alfa contiene porciones estructurales
repetidas o estd presente como un multimero), o puede ser
diferente {y en ‘el ultimo caso, los Nanocuerpos o
polipéptidos de la invencidén pueden enlazarse a tales
determinantes antigénicas diferentés, epitopes, partes,
dominios, subunidades de TNF-alfa con wuna afinidad vy/o
especificidad, la cual puede ser la misma o diferente).
También, por ejemplo, cuando existe TNF-alfa en una
conformacidn lactivada y €en una conformaciéh inactiva, los
Nanocuerpos y polipéptidos de la invencidn, pueden enlazarse
a ya sea una de estas conformaciones, o puede enlazarse a
ambas de estas conformaciones (es decir, con una afinidad y/o

especificidad la cual puede ser la misma o diferente).
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También, por ejemplo, los Nanocuerpos y ?olipéptidoé de la
invencién pueden enlazarse a una conformacién de TNF-alfa en
la cual, se unen a un ligando pertinente, pueden enlazarse a
una conformacidédn de TNF-alfa en la cual, no se unen ‘a un
5 ligando pertinente, o pueden enlazarse a ambas de tales
conformaciones (nuevamente con una afinidad y/o especificidad

la cual puede ser la misma o diferente).
También, se espera que los Nanocuerpos y
polipéptidos de 1la invenéién, en general, se enlazardn a
10 - todos los andlogos, variantes, mutantes alelos, partes vy
fragmentos de TNF-alfa, sintéticos 5 que se originan
naturalmente, o al menos, a aquellos andlogos, variantes,
mutantes, alelos, partes vy fragmentos de TNF-alfa que
contienen una o mas determinantes antigénicas o epitopes que
15 son esencialmente los mismos coﬁ el (los) determinante(s) o
épitope(s) antigénicos a los cuales .los Nanocuerpos y
polipéptidos de la invencidn se enlaza en TNF-alfa (por
ejemplo, en TNF-alfa de tipo nativo); Nuevamente, en tal
caso, los Nanocuerpos y polipéptidos de la invencidn pueden
20 enlazarse a tales analogos, variantes, mutantes, aleloé,
partes y fragmentos con una afinidad y/o especificidad de que
son los mismos como, o que difieren de (es decir, superior
que o inferior que), la afinidad y especificidad con la cual
.los Nanocuerpos de la invencidén se enlazan a TNF-alfa (de
25 tipo nativo). También se incluyen dentro del alcance de 1la
invencién, que los Nanocuerpos y polipéptidos de la

invencién, se enlazan a algunos analogos, variantes,
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mutantes, alelos, partes y fragmentos de TNF-alfa, pero no a
otros.
En general, los Nanocuerpos y polipéptidos de 1la
invencidén al menos, se enlazaran a aquellas formas (que
5 incluyen formas monoméricas, multiméricas y asociadas), que
son las mas relevantes de un punto de vista biolégico vy/o
terapéutico, como serd claro para la persona experta.
También, como el TNF-alfa existe en wuna forma
monomérica y en formas multiméricas, y en particular, en
10 formas triméricas, estd dentro del alcance de la invenciédn,
que los Nanocuerpos y polipéptidos de la invencidn solamenté
se enlazan a TNF-alfa en forma monomérica, o que 1los
Nanocuerpos y polipéptidos de la invencidén, ademaés de
_enlazarse también a una o més de tales formas multiméricas,
15 tales como la forma trimérica de TNF; o: pueden solamente
enlazarse a tal forma multimérica (por ejemplo trimérico). De
este modo, en general, cuando en esta descripcién se hace
referencia a un Nanocuerpo, proteina o polipéptido que es
dirigido contra TNF-alfa, se debe entender que este también
20 comprende Nanocuer?os dirigidos contra el TNF-alfa en su
forma trimérica {(que incluye pero no se limita a, Nanocuerpos
contra los sitios de enlace al receptor (pér ejemplo, 1los
sitios de enlace para TNF-RI, THF—RII; también conocido como
P55 6. p75) de tal trimero). En todos estos casos, los
25 Nanocuerpos y polipéptidos de la invencidn se pueden enlazar
~a tales multimeros o complejos de proteina asociada con una

afinidad vy/o especificidad que pueden ser el mismo o
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diferentes de (es decir, superior o inferior), que la

afinidad y/o especificidad con la cual, los Nanocuerpos vy
polipéptidos de la invencidén se enlazan a TNF-alfa en su
estado monomérico y no asociado.

También, en general, los polipéptidos de 1la
invencidén que contienen dos o mas Nanocuerpos dirigidos
contra TNF-alfa, pueden enlazarse con avidez superior gue los
Nanoccuerpos o Nanocuerpo monomérico correspondiente.

Por ejemplo, y sin limitaciodn, una proteina
multivalente (como se define en este documento) o polipéptido
que contiene dos o© mads Nanocuerpos que se dirigen contra
diferentes epitopes de proteina o polipéptido multivalente
TNF-alfa (como se define en este documento), qgue contiene dos
o mas Nanocuerpos que se dirigen contra epitopes diferentes
de TNF-alfa, pueden enlazarse a TNF-alfa con avidez superior
que los mondémeros correspondientes.

De manera mas importante, una proteina o
polipéptido multivalente (como se define en este documento),
que contiene dos o mé&s Nanocuerpos que se dirigen contra TNF-
alfa (y 14§ualmente) se enlazaréan con avidez superior a un
multimero de TNF-alfa que a un mondmero de TNE—ala, y
usualmente también se enlazardn con avidez superior que los
Nanocuerpos monoméricos correspondientes. En tal proteina o
polipéptido multivalente, los dos o mé&s Nanocuerpos pueden
por ejemplo, ser dirigidos <contra los mismos epitopes,
sustancialmente epitopes equivalentes, o diferentes epitopes.

En una modalidad de tal proteina o polipéptido multivalente,
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los dos o méas Nanocuerpos pueden ser los mismos (y por 1lo

tanto, ser dirigidos contra el mismo epitope).
El uUltimo es de particular importancia, como se
sabe que el modo primario de la transduccidén de sefial por TNF
5 dinvolucra reticulacidédn por receptores de TNF por‘un trimero
de moléculas de TNF, 1los cuales contienen tres sitioé .de
enlace al receptor (véase por ejemplo, Peppel et al., J. Exp.
Med., 174 (1991), 1483-1489; Engelmann et al., J}' Biql.
Chem., 265 (1990), 14497; Smith and Baglioni, J. Biol. Chem.(
10 264 (1989), 14646). Por ejemplo, como se describe por Peppel
et al., un dominio extracelular monovalente disefiado por
ingenieria del receptor de TNF- el cual fue solamente capaz
de bloquear un sitio de enlace al receptor uUnico en un
trimero de TNFa, -fue incapaz de prevenir la reticulacidn de
15 los receptores de TNF por los restantes dos sitios de enléce
al receptor; mientras una proteina disefiada por ingenieria
que comprende dos de tales dominios extracelulares - de este
modo siendo capaz de bloquear dos sitios de enlace al
receptor -proporciona una eficacia sorprendente, comparada

20 con el dominio extracelular monovalente.

En la presente invencién, se ha encontrado que los
Nanocuerpos monovalentes, son capaces de enlazarse a TNF-alfa
en tal forma que, la aétividad del TNF se reduce,_tanto en
modelos in vitro, en modelos celulares como en modelos ex
25 vivo (véase la Seccidén Experimental abajo). Aunque la
invencién no esta limitada a cualquier mecanismo, explicacién

o hipdtesis especifica, se asume que debido a su tamafio mas
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pequerio y alta afinidad para TNF-alfa, dos o tres Nanocuerpos’
monovalentes de la invencién, son capaces de ocupar
simulténeamente dos o tres diferentes sitios de enlace al
receptor en el trimero de TNF,. de este modo, previniendo al
5 trimero de iniciar la reticulacién del receptor y con ello,
iniciar la transduccién de la sefnal (sin embargo, otros
mecanismos de accién no son excluidos: por ejemplo,
dependiéndo del epitope <contra el <cual se dirige, un
Nanocuerpo de la 1invencidén también puede inhibir 1la
10 asociaciédn de TNF en el estado trimérico).

Se debe notar también que, ademds o como una
alternativa para enlazarse a dos o més sitios de enlace al
receptor en un trimero de TNF-unico, 1las proteinas o
polipéptidos de la presente 1invencién que comprenden o

15 esencialmente consisten de dos o m&s dominios variables de
inmunoglobulina (Q fragmentos adecuados de los mismos), que
son dirigidos contra epitopes de TNF-alfa, pueden enlazar
epitopes (por ejemplo, intramolecularmente), en dos ﬁoléculas
de TNF-alfa separadas (por ejemplo, dos trimeros separados).

20 Sin embargo, de conformidad con una modalidad
particularmente preferida, la invencién se refiere a una
proteina o polipéptido que comprende o esencialmente consiste
de dos o mé&s dominios variables de inmunoglobulina (o
fragmentos adecuados de los mismos), gque son cada uno

25 dirigidos contra epitopes en TNF-alfa (y en particular, del
trimero de TNF-alfa), que caen en y/o forman parte del(los)

sitio(s) de enlace(s) del receptor del trimero de TNF, de
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manera tal que dicho polipéptido, después de enlazarse a un

trimero de TNF, es capaz de inhibir o reducir la reticulacién

del receptor de TNF que es mediada por dicho trimero de TNF

y/o la transduccién de sefial que es mediada por tal
5 reticulacidén del receptor.

En particular, de conformidad con esta modalidad
preferida, 1la invencién se refiere a un pdlipéptido de
proteina que comprende o esencialmente consiste de dos o més
dominios variables de inmunoglobulinas (o fragmentos

10 adecuados de los mismos), que son cada uno, dirigidos contra
epitopes en TNF-alfa (y en particular, del trimero TNF-alfa),
que caen en y/o forman parte del(los) sitio(s) de enlace al
receptor del trimero de TNF, en .donde dichos dominios
variables de inmunoglobulina son 1ligados entre si en tal

15 forma que la proteina o polipéptido, son capaces de enlazarse
simulténeamente a dos o mas sitios de enlace al receptor en
un trimero de TNF Unico (en otras palabras, es capaz de

enlazarse intramolecularmente con al menos, dos sitios de

enlace al receptor de TNF en un trimero de TNF). En esta
20 modalidad, los dos e} mas dominios variables de
inmunoglobulina, son preferiblemente como se definen

anteriormente y son mas preferiblemente, Nanocuerpos (ya que
la proteina o polipéptido es un constructo de Nanocuerpo
multivalente, como se describe en este documento
25 adicionalmente). También, en esta modalidad, los dos o méas
dominios variables de inmunoglobulinas, pﬁeden ser los mismos

o diferentes; y pueden ser dirigidos contra epitopes
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diferentes con el(los) sitio(s) de enlace al receptor de TNF,
pero son preferiblemente, dirigidos contra el mismo epitope.

En un aspecto preferido de esta modalidad, los dos
o mé&s dominios variables de inmunoglobulina, son dirigidos

5 contra epitopes del trimero de TNF-alfa, en el cual, 1los
epitopes caen y/o forman parte del(los) sitios de enlace dei
receptor de TNF. Por ejemplo, los dos o mads dominios
variables de inmunoglobulina son preferiblementé, dirigidos
contra y/o pueden enlazarse a un epitope del trimero TNF-alfa

lO que comprende los siguientes residuos de aminoécido: Gln en
la posicidén 88 y Lys en la posicidén 90 en un primer monémero
de TNF (referido en este documento como “mondémero A”), y Glu
en la posicién 146 en un segundo mondémero de TNF (referido
aqui como “mondémero B”) (en el cuél, el Monémero A y el

15 Mondémero- B-en conjunto, en el trimero de TNF, forman el(los)
sitio(s) de enlace al receptor de TNF.

Como se describe ademas abajo en mas detalles con
respecto a Nanocuerpos, en tal proteina o polipéptido, al
menos, dos dominics variables de  inmunoglobulina son

20 preferiblemente ligados en tal forma que 1la distancia entre
el N-término y el C-término de los dos dominios variables de
inmunoglobulina, presentes en tal proteina o polipéptido, son
preferiblemente al menos, 50 Angstroms, y mas
preferiblemente, en 1la regidén de 55-200 Angstroms, y mas

25 preferiblemente en la regidén de Angstroms, y en particular en
la regidén de 65-150 Angstroms.

En un aspecto particularmente preferido de esta
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modalidad, estas dos o mé&s secuencias de inmunoglobulina son
Nanocuerpos y son preferiblemente elegidos a partir de los
Nanocuerpos descritos en este documento. Algunos Nanocuerpos
particularmente preferidos para uso en esta modalidad de 1la

5 invencidén son PMP1C2 (TNF1l, SEC ID NO:52) y/o PMP5F10 (TNF3,
SEC ID NO:60), asi como también variantes humanizadas y otras
de las mismas (como se describe en este documento); con
PMP1C2 (TNF1, SEC 1ID NO:52) vy sus variantes humanizadas
siendo particularmente preferidas.

10 _Por consiguiente, la presente modalidad serd ahora
descrita en mas detalle con referencia a Nanocuerpos. Sin
embargo, sera clarc para la persbna experta, que las
enserianzas de este documento, pueden ser aplicadas
andlogamente a dominios variables de inmunoglobulinas.

15 En esta modalidad de la invencidén, las dos o méas
secuencias de inmunoglobulina usualmente, seradn ligadas via
uno o mas enlazadores adecuados, en los cuales, los
enlazadores son tal que cada secuencia de inmunoglobulina
puede enlazarse a un sitio de enlace al receptor diferente en

20 el mismo trimero de TNF. Los enlazadores adecuados dependeran
entre otras cosas, de (la distancia entre) los epitopes en el
trimero de TNF en el cual las secuencias de inmunoglobulina
se enlazan, y serd claro para la persona experta basada en la
descripcidén de este documento, opcionalmente después de

25 algun grado limitado de experimentaciéh de rutina. Por
ejemplo, cuando dos o mas secuencias de inmunoglobulina son

anticuerpos o Nanocuerpos de dominio (uUnico), enlazadores
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adecuados pueden ser elegidos a partir de los enlazadores
descritos en este documento, pero con una longitﬁd de
enlaéador que es tal que los dos o mAds anticuerpos o
Nanocuerpos de dominio (Unico), pueden cada uno, enlazarse a
un sitio de enlace al receptor diferente en el mismo trimero.

También, cuando dos o mas secuencias de
inmunoglobulina que se enlazan a los sitios de enlace al
receptor de TNF-alfa son anticuerpos o Nanocuerpos de domino

(Gnico), pueden también ser ligados entre si, via un tercer

anticuerpo o Nanocuerpo de dominio (dnico) (en el cual, las.

dos o mas secuencias de inmunoglobulina pueden ser ligadas
directamente al tercer anticuerpo/Nanocuerpo de dominio
(Gnico) o via enlazadores adecuados). Tal tercer anticuerpo o
Nanocuerpo de dominio (Unico) puede por ejemplo, ser un
anticuerpo o Nanocuerpo de dominio (Unico) que se proporciona
para una vida media incrementada, como se describe ademas, en
este documento. Por ejemplo, el anticuerpo o Nanocuerpo de
dominio tardio (uUnico), puede ser un anticuerpo o Nanocuerpo
de dominio (uUnico) que es capaz de eniazarse a una proteina
del suero (humana), tal como albimina de suerc (humana), como
se describe ademds posteriormente.

Alternativamente, dos o mads de las secuencias de
inmunoglobulina que se enlazan al(los) sitios de enlace al
receptor de TNF-alfa, pueden ser ligadas en serie (ya sea
directamente o via un enlazador adecuado) y el tercer
anticuerpo o Nanocuerpo de dominio (unico), (el cual puede

proporcionar una vida media incrementada, como se describe
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anteriormente), puede ser conectado directamente o via un
enlazador a wuna de estas dos o© mas secuencias de
inmuﬁoglobulina mencionadas anteriormente. Algunos ejemplos

no limitantes de tales constructos son los constructos de las

5 SEC ID Nos: 93 6 94.

En particular; se ha encontrado en la invencién

(véase los datos de crisfalografia referidos en este
documento), que cuando los Nanocuerpos presentes en una
proteina o polipéptido multivalente o multiespecifico de la

10 invencidén se enlazan al epitope particular descrito
anteriormente (el cual es el epitope de TNF1l y sus variantes
humanizadas, asi como también del TNF3 vy sus variantes
humanizadas), entonces, preferiblemente, 1los dos (o mas)
anticuerpos.anti—TNF presentes en tal proteina o polipéptido,

15 deben ser enlazados en tal forma que la distancia entre el N-
término y el C-término de 1los dos Nanocuerpos anti-TNF
presentes en tal proteina o polipéptido, deben ser
preferiblemente, al menos de 50 Angstroms, \Y% mas
preferiblemente, en la regién de 55-200 Angstroms, y en

20 particular, en la regidén de 65-150 Angstroms (con el limite
superior siendo menos critico, y siendo elegido por razones

de conveniencia, por ejemplo con una vista a la
expresién/produccidén de la proteina); o mds en general, que
dicha distancia debe ser tal gque permite 1la proteina o

25 polipéptido para someterse al enlace intramolecular al
trimero de TNF (es decir, en lugar del enlace

intramolecular). La distancia entre el N-término y el C-
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término de dos Nanocuerpos anti-TNF, puede ser determinada
por cualquiera de los medios adecuados, tal como por
cristalografia o modelado molecular (como se déscribe en este
documento). Estas técnicas en general, también hacen posible
5 determinar si una proteina o ©polipéptido multivalente
especifico o multiespecifico, es capaz de proporcionar
modelado intramolecular. Alternativamente, ia presente
invencidén también proporciona un experimento simple usando
cristalografia por exclusidén de tamafio (como se describe por
10 Santora et al., Anal. Biochem., 299: 119-129), que puede ser
usada para determinar si una proteiﬁa‘o polipéptido dado de
la invencidén, proporcionard (predominantemente) el enlace
intramolecular a un trimero de TNF o (predominantemente) el
enlace intramolecular entre dos o mas trimeros de TNF. De
15 este modo, en una modalidad particular de la invencidén, una
proteina o polipéptido de la invencidén es preferiblemente de
manera tal que en este experimento, predominantemente o
- esencialmente, exclusivamente conduce a enlace
intramolecular.>8in embargo, como se enfatiza anteriormente,
20 se debe notar que las proteinas o polipéptidos de 1la
invencién que operan via enlace intramolecular de moléculas
de TNF-alfa separadas (por ejemplo, trimeros), también estan
dentro del alcance de la presente invencidn.
De este modo, en otro aspecto preferido, la
25 invencién proporciona>una proteina o polipéptido multivalente
o multiespecifico que comprende al menos, dos Nanocuerpos

contra TNF-alfa (y en particular, del trimero de TNF-alfa),
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en el cual dichos Nanocuerpos son preferiblemente dirigidos a
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esencialmente el mismo epitope como el Nanobody PMP1C2 (como
se menciond en este documento), y en el cual, al menos dos
Nanocuerpos estéﬁ ligados en tal forma que la distancia entre
5 el N-término y el C-término de al menos, dos Nanocuerpos
anti-TNF es tal, que la proteina o polipéptido es capaz de
someterse a enlace intramolecular (como se describe aqui),
con un trimero de TNF. Preferiblemente, en tal proteina o
polipéptido, la distancia entre el N-término y el C-término
10 de dos Nanocuerpos anti-TNF, es al menos, 50 Angstroms, y mas
preferiblemente, en 1la regidén de 55-200 Angstroms, y en
particular, en la regidén de 65-150 Angstroms.
EFn tal polipéptido o) proteiha preferidas, los dos o
més Nanocuerpos pueden ser ligados en cualquier forma
15 adecuada, tan pronto como la distancia preferida entre el N-
término y el C-término de al menos dos Nanocuerpos anti-TNF
se pueda lograr, vy/o tan pronto como la proteina o
polipéptido sea capaz de someterse a enlace intramolecular
(como se describe en este documento), con un trimero de TNF.
20 Por ejemplo, en su forma mas simple, al menos dos
Nanobodies son directamente ligados wvia un enlazador o
espaciador adecuado que proporcicona la distancia preferida
entre el N-término y el C-término de al menos, dos
Nanocuerpos anti-TNF y el cual puede permitir a la proteina o
25 polipéptido, someterse a enlace intramolecular (como se
descfibe en este documento), con un trimero de TNF. Los

enlazadores adecuados son descritos en este documento, vy
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pueden - por ejemplo y sin limitacién -, comprender una
secuencia de aminoacido, en la cual, la secuencia de
aminoacido preferiblemente tiene  una longitud de 14
aminoacidos, mas preferiblemente, al menos 17 aminodcidos,
5 tal como una secuencia de aproximadamente 20-40 aminoéacidos
(en la cual, usando una distancia promedio de 3.5 Angstrom
por un aminodcido, corresponde a las longitudes de enlazador
de 49 Angstrom, 59.5 Angstroms y aproximadamente 70
Angstroms, respectivamente; con la cantidad maxima de
10 aminoacidos siendo calculada en la misma forma, basada en
las distancias mencionadas anteriormente). Preferiblemente,
tal secuencia de aminodcido también debe ser tal que permita
a la proteina o) polipéptido, someterse a enlace
intramolecular (como se describe en este documento), con un

15 trimero de TNF.
De este modo, en otro aspecto preferido, la
invencién proporciona una proteina o polipéptido multivalente
o multiespecifico que comprende, al menos, dos Nanocuerpos
contra TﬁF—alfa (y en particular, del trimero TNF—alfa), en
20 el cual, dichos Nanocuerpos son preferiblemente dirigidos a
esencialmente el mismo epitope como Nanocuerpo PMP1IC2 (como
se menciona en este documento), y.en el cual, al menos dos
Nanocuerpos son directamente ligados entre si, wusando un
enlazador o espaciador adecuado, de manera tal que la
25 distancia entre el N-término y el C-término de al menos dos
Nanocuerpos anti-TNF es tal, que la proteina o polipéptido es

capaz de someterse a enlace intramolecular (como se describe
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en este documento), con un trimero de TNF. Preferiblemente,

en tal proteina o polipéptido, 1la distancia entre el N-

término y el Cftérmino de dos Nanocuerpos anti-TNF (y con

ello, la longitud preferida del enlazador évespaciador) es al

5 menos, 50 Angstroms, y mas preferiblemente en la regidn de

55-200 Angstroms, y en particular, en la regién de 65-150
Angstroms.

Méas preferiblementé, en este aspecto preferido, el

enlazador o espaciador es una secuencia de aminoacido que

10 .comprende al menos 14, preferiblemente al menos 17, més

preferiblemente al menso 20 aminodcidos (con un limite

superior no critico elegido por razones de conveniencia,

siendo aproximadamente 50/ y preferiblemente aproximadamente

40 aminodcidos). FEn una modalidad ©preferida, pero no

15 limitantes, el enlazador esencialmente consiste de residuos

glicina y serina (como se describe ademds posteriormente).

Por ejemplo, un enlazador adecuado es el enlazador GS30

descrito en este documento, el cual comprende 30 residuos de

aminoéacido.

20 En otra modalidad, al menos dos Nanocuerpos contra
TNF-alfa son ligados entre si, via otra porcidn
(opcionalmente via uno o dos enlazadores), tal como otra

proteina o polipéptido. En esta modalidad, puede ser deseable
tener la distancia preferida (es decir, como se menciona:
25 anteriormente), entre el N-término y el C-término de al
menos, dos Nanocuerpos anti-TNF, por ejemplo, de manera tal

que la proteina o polipéptido puede todavia someterse a
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énlace intramolecular (como se describe en este documento)(
con un trimero de TNF. En esta modalidad, al menos dos
Nanocuerpos pueden ser ligados directamente a otra porcidn, o
usando un enlazador o espaciador adecuado, nuevamente, tan

5 pronto como la distancia preferida y/o enlace intramolecular

deseado, pueda todavia lograrse. La porcidén puede ser
cualquier porcién adecuada la cual no se detracte (lo
- suficiente), del enlace de la proteina o polipéptido al TNF

y/o de las prppiedadesvfarmacolégicas o biolégicas deseadas
10 de la proteina o polipéptido. Como tal, la porcidn puede ser
esencialmente inactiva o puede ser bioldégicamente activa, vy
como tal, puede © no puede mejorar las propiedades deseadas
de la proteina o polipéptido y/o puede conferir una o méas
propiedades deseadas adicionales;a la proteina o polipéptido.
15 Por ejemplo, y sin limitacidén, la porcidédn puede mejorar la
vida media de la proteina o polipéptido, y/o puede reducir su
inmunogenicidad o mejorar cualquier otra propiedad deseada.
En una modalidad preferida, la porcidén puede ser
otro Nanocuerpo (que incluye pero no se limita al tercer
20 Nanocuerpo contra TNF-alfa, aunque esto no es necesario y
\usualmente menos preferido), y en particular otro Nanocuerpo
que mejora la vida media de la proteina o polipéptido, tal
como un Nanocuerpo que es dirigido contra una proteina del
suero, por ejemplo, contra albUimina de suero humano. Ejemplos
25 de tales proteinas y polipéptidos son descfitos en este
documento.

De este modo, en una modalidad, la invencidén se
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refiere a un constructo multiespecifico multivalente que
comprende, dos o mads secuencias de inmunoglobulina (o
fragmentos adecuados de los mismos), gue son cada uno,
dirigidos <contra epitopes en TNF-alfa (por ejemplo del

5 trimero TNF-alfa) que cae en y/o forma parte del sitio de
enlace al receptor, y gque estdn ligados entre si, via al
menos, una secuencia de inmunoglobulina que proporciona vida
media incrementada (y opcionalmente, via uno O mas
enlazadores adecuados), de manera tal que dicho polipéptido,

10 después del enlace a un trimero de TNF, es capaz de inhibir o
reducir la reticulacién ~del receptor de TNF vy/o la
transduccidén de la sefial que es mediada por dicho trimero de
TNE. Tal polipéptido puede ser tal que es dichas dos o mas
secuencias de inmunoglobulina mencionadas anteriormente,

15 pueden cada una, enlazarse a un sitio de enlace al receptor
diferente en un trimero de TNF.

En particular, en esta modalidad, el polipéptido
puede comp;ender un Nanocuerpo biespecifico trivalénte, que
comprende dos Nanocuerpos due son.cada uno, dirigidos contra

20 epitopes en TNF-alfa (y en particular, del trimero de TNF-
alfa), que caen en y/o forman parte del sitio de enlace al
receptor, en el cual, dichos Nanocuerpos estan ligados entre
si wvia un tercer Nanocuerpo dque proporciona una vida media
incrementada (por ejemplo, un Nanocuerpo que se dirige a una

25 proteina del suero tal como albﬁmina de suero humano), en el
cual, cada uno de los dos Nanocuerpos mencionados primero,

puede ser directamente ligado a dicho tercer Nanocuerpo o via
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uno o mas enlazadores adecuados, de manera tal que dicho
polipéptido después del enlace a un trimero de TNF, es capaz
de inhibir o reducir la reticulacidén del receptor de TNF y/o
la transduccién de sefial que es mediada por dicho trimero de
5 TNF. Tal polipéptido puede ser de manera que dichos dos
Nanocuerpos mencionados primero, pueden cada uno, enlazarse a
un sitio de enlace al receptor diferente en un trimefo de
TNE'. Nuevamente, algunos Nanocuerpos particularmente
preferidos para uso en esta modalidad de la invencién,‘son
10 PMP1C2 (TNF1l, SEC ID NO:52) y/o PMP5F1C (TNF3, SEC ID NO:60),
asi como también variantes humanizadas y otras de los mismos
(como se describe en este documento); con PMP1C2 (TNF1l, SEC
ID NO:52) vy sus variantes humanizadas, son particularmente
preferidos; y los Nanocuerpos dirigidos contra albUmina de
15 suero humano descrito en este documento. Algunos constructos
preferidos, pero no limitantes de esta modalidad de 1la
invencidén son, TNF24 (SEC ID NO:90), TNF 26 (SEC ID NO0:92),
TNF 27 (SEC ID NO:93), TNF .28 (SEC ID NO:94), TNF 60 (SEC ID
NO?417) y TNF 62 (SEC ID NO:418), de los cuales TNF 60 es
20 particularmente preferido.

De este modo; algunos aspectos preferidos de esta

modalidad de la invencidén se refieren a:
XIX) Una proteina o polipéptido que comprende o consiste
esencialmente, de dos 0o mas deominios variables de
25 inmunoglobulina (o fragmentos adecuados de 1los mismos)
que son cada uno dirigidos contra epitopes en TNF-alfa

(y en particular, del trimero TNF-alfa) que cae y/o



44

-47-

forma parte del(los) sitio(s) de enlace al receptor del
trimero de TNF, de manera tal qﬁe dicho polipéptido,
después del enlace a un trimero de; TNF, es capaz de
inhibir o reducir la reticulacién del receptor de TNF
5 que es mediada por dicho trimero de TNF y/o la
transduccioén de sefial que es mediada por tal
reticulacién del receptor.
XX) Una proteina o polipéptido que comprende o .consiste
esencialmente, de dos o més dominios variables de
10 inmunoglobulina (o fragmentos adecuados de los mismoé)
que son cada uno dirigidos contra ébitopes en TNF-alfa
(y en particular, del trimero TNF-alfa) que cae y/o
forma parte del(los) sitio(s) de enlace al receptor del
trimero de TNF, de manera tal que‘dicho polipéptido es
15 capaz de enlazarse intramolecularmente con al menos, dos
sitios de enlace del receptor de TNF en un trimero de
TNEF. |
- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX) anteriores, en 1los cuaies, dichos
20 dominios vwvariables de inmunoglobulina estdn 1ligados
entre si, de forma tal que la proteina o polibéptido es
capaz de enlazarse simultdneamente a dos o mas sitios de
enlace del receptor en un trimero de TNF unico.
— Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
25 de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales dichos
dominios variables de inmunoglobulina son capaces de

enlazarse al mismo epitope como Nanocuerpo TNF1l (SEC ID
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NO: 52).

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales dichos
dominios variables de inmunoglobulina son capaces de

5 enlazarse contra el epitope dentro del sitio de enlace
del receptor de TNF del trimero de TNF que al menos,
comprenden lbs siguientes residuos de aminoacidos: Gln
en la posicién 88 en el mondmero A; Lys en la posiéién
90 en el monbmero A y Glu en la posicién 146 en el

10 mondémero B.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales dichos
dominicos variables de inmunoglobulina son capaces de
enlazarse contra el epitope dentro del sitio de enlace

15 del receptor de TNF del trimero de TNF que al menos,
comprenden los siguientes residuos de aminoacidos: Gln
en la posicién 88 en el mondmero A; Lys en la posicidn
90 en el mondmero A y Glu en la posicién 146 en el
monémero B; y que ademas comprende al menos uno,

20 preferiblemente dos o mas, mas preferiblemente 5 & mas,
y preferiblemente todog o esencialmente todos, de los
siguientes residuos de aminocacidos del mondmero A de
TNF-alfa: Gly en la posicién 24, Gln en la posicidn 25,
Thr en la posicidén 72, His en la posicidn 73, Val en 1la

25 posicién 74, Leu en la posicién 75, Thr en la posicidn
77, Thr en la posicidén 79, lie en la posicidén 83, Thr en

la posicidén 89, Val en 1la posicién 91. Asn en la
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posicidén 92, He en la posicidén 97, Arg en la posiciédn
131, Glu en la posicidédn 135, He en la posicién.136, Asn
en lé posicidén 137, Arg en la posicién 138, Pro en la
posicidén 139, Asp en la posicidén 140 y los siguientes
residuos en el mondémero B: Pro en la posicidén 20, Arg en
la posicién 32, Lys en la posicién 65, Lys en la
posicidén 112, Tyr en la posicidédn 115, Ala en la posicidn
145, Ser en la posicidén 147.

Una proteina o polipéptido de conformidad con cualguiera
de XIX) hasta XX) anteriores, en 1los cuales dichos
dominios variables de inmunoglobulina son capaces de
enlazarse contra el epitope dentro del sitio de enlace
del receptor de TNF del trimero de TNF que al menos,
comprende los siguientes residuos de aminoadcidos: Gln en
la posicién 88 en el mondémero A; Lys en la posicidén 90
en el mondmero A y Glu en la posicién 146 en el mondmero
B; v que ademas comprende al menos uno, preferiblemente
dos o mas, més‘ preferiblemente 5 o) mas, y
preferiblemente todos o esencialmente todos, de 1los
siguientes residuos .de aminocacidos del mondémero A de
TNF-alfa Leu en la posicién 75, Thr en la posicién 77,
Thr en la posicién 79, He en la posicidédn 80, Ser en la
posicién 81, Tyr.en la posicién 87, Thr en la posiciédn -
89, Val en la posicidén 91, Asn en la posicién 92, Ser en
la posicidén 95, He en la posicién‘97, Glu en la posicidn
135, He en la posicidén 136, Asn en la posicidén 137 y los

siguientes residuos en el mondémero B: Ala en la posiciédn
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33, Ala en la posicidén 145, Ser en la posicidn 147.

Una proteina o polipéptido de conformidad con cualgquiera
de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales al menos dos
dominios variables de inmunoglobulina estédn ligados en
tal forma que la distancia entre el N-término del primer
dominio wvariable de inmunoglobulina y el C-término del
segundo dominio variable de inmunoglobulina presente en
tal proteina o polipéptido es al menos de 50 Angstroms.
Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales la distancia
entre el N-término del primer dominio variable de
inmunoglobulina y el C-término del segundo dominio
variable de inmunoglobulina es entre 55-200 Angstroms.
Uné proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales la distancia
entre el N-término del ©primer dominio variable de
inmunoglobulina vy el C-término del segundo dominio
variable de inmunoglobulina es entre 65-150 Angstroms.
Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales el primero y
segundo dominio variable de  inmunoglobulina estan
ligados entre si via un enlazador o espaciador.

Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales el enlazador
0 secuencia es una secuencia de aminoédcido.

Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera

- de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales el enlazador
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o espaciador esta comprendido de al menos 14 residuos de
aminoacidos.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualguiera
de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales el enlazador

5 o0 espaciador estd comprendido de al menos 17 - 50
residuos de aminoéacidos.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualguiera
de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales el enlazador
o espaciador consiste esencialmente de residuos de

10 glicina y serina.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales el enlazador
o espaciador es GS30 (SEC ID NO: 69).

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera

15 de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales el primero y
segundo dominio variable de inmunoglcobulina estan
ligados entre si via otra porcién.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
rde XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales dicha otra

20 porcién es una porcidén de proteina o polipéptido.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con éualquiera
de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales dichas otras
porciones confieren al menos, una propiedad deseada a la
proteina o polipéptido, o mejora al menos, una propiedad

25 deseada de la proteina o polipéptido.

- Una proteiﬁa o polipéptido de conformidad con cualquiera

de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales dicha otra
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porcién mejora la vida media de la proteina o
polipéptido y/o reduce la inmunogenicidad de la proteina
o polipéptido.
- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
5 de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales cada uno del
primero y segundo dominio variable de inmunoglobulina
estédn ligados a dicha otra ?orcién via un enlazadér o)
espaciador.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera

10 de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales el enlazador
O secuencia es una secuencia de aminodcido.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales el enlazador
o espaciador consiste esencialmente de residuos de

15 glicina y serina.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales dicha otra
porcidén es un Nanocuerpo.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera

20 de XIX) hasta XX) anteriores, en 1los cuales la otra
porcidén es un Nanocuerpo dirigido contra albUmina de
suero humano.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualqguiera
de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales al menos un

25 Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero humano es
un Nanocuerpo humanizado.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
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de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales al menos un
Nanocuerpo dirigido contra albutmina ae suero humano es
una variante humanizada del Nanocuerpo ALB 1 (SEC ID NO:
63) .

5 - Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales al menos un
Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero humano es
uno elegido del grupo que consiste de ALB 3 (SEC ID NO:
87), ALB 4 (SEC ID NO: 88), ALB 5 (SEC ID NO: 89), ALB 6

10 (SEC ID NO: 100), ALB 7 (SEC ID NO: 101), ALB 8 (SEC 1ID
NO: 102) ALB 9 (SEC ID NO: 103) vy ALB 10 (SEC 1ID
NO:104) .
- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales al menos un
15 Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero humano es
ALB 8.
- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales el primero y
segundo dominios variables de  inmunoglobulina  son
20 Nanocuerpos.
- Una proteina o polipéétido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales el primero y
segundo dominios variables de  inmunoglobulina son
Nanocuerpos con una relacidén Koff para TNF méjor de 2.10°
25 3 (1/s), preferiblemente mejor que 1.107° (1/s); o una
variante humanizada de tal Nanocuerpo.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
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de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales el primero y

segundo dominios variables de inmunoglobulina son
Nanocuerpos con un valor EC50 en el ensayo a base de
células usando células KYM descritas en el Ejemplo 1,
bajo 3), del documento WO 04/041862 que es mejor que el
valor EC50 del Nanocuerpo VHH 3E (SEC ID NO:4) dei
documento WO 04/041862 en el mismo ensayo;r O una
variante humanizada de tal Nanocuerpo.

Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales el primero y
segundo dominios variables de inmunoglobulina son
Nanocuerpos con un valor EC50 en el ensayo a base dev
células usando células KYM descritas en el Ejemplo 1,
bajo 3), del documento WO 04/041862 que es mejor gue
12nM; o una variante humanizada de tal Nanocuerpo.

Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX) anteriores, en'los cuales el primero y
segundo dominios variables de inmunoglobulina son
Nanocuerpos con un valor EC50 en el ensayo a base de
células usando células KYM descritas en el Ejemplo 1,
bajo 3), del documento WO 04/041862 gque es mejor que
5nM; o una variante humanizada de tal Nanocuerpo.

Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales el primero y
segundo dominios variables de inmunoglobulina  son
Nanocuerpos con un valor EC50 en el ensayo a base de

células wusando células KYM descritas en el Ejemplo 1,
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bajo 3), del documento WO 04/041862 que es mejor que
3nM; o una variante humanizada de tal Nanocuerpo.
- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera

de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales el primero y

dominios

5 segundo variables de  inmunoglobulina son
Nanocuerpos de conformidad con cualquiera de XIX) hasta

XX) anteriores, los cuales son humanizados;
con algunos aspectos particularmente preferidos de esta

modalidad siendo:

10

15

20

25

Una proteina o polipéptido de

de XIX) hasta XX) anteriores,

segundo dominios variables
Nanocuerpos clase GLEW.

Una proteina o polipéptido de

de XIX) hasta XX) anteriores,
segundo dominios variables
Nanocuerpos con un residuo

posicidén 103.
Una proteina o polipéptido de
de XIX)

hasta XX) anteriores,

segundo dominios  variables
Nanocuerpos clase GLEW con un
la posicidén 103.

Una proteina o polipéptido de
de XIX)

hasta XX) anteriores,

segundo dominios variables

Nanocuerpos con al menos 80%,

conformidad con cualqgquiera
en los cuales el primero y
de

inmunoglobulina son

conformidad con cualguiera

en los cuales el primero y

de inmunoglobulina son

de arginina (R} en la

conformidad con cualguiera
en los cuales el primero y
de

inmunoglobulina son

residuo de arginina (R) en

conformidad con cualguiera
en los cuales el primero y
de

inmunoglobulina son

preferiblemente al menos
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90%, mas preferiblemente al menos 95%, aiun mas

preferiblemente al menos 99% de'identidad de secuencia
(como se define en este documento) con una de las
secuencias de aminocadcido de las SEC ID Nos..52 (TNF1),
76 (TNF 13), 77 (TNF 14), 95 (TNF29) 6 96 (TNF30).

Una proteina o polipéptido de conformidad con cualgquiera
de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales el primero y
segundo dominios variables de inmunoglobulina son
Nanocuerpos como se describe para las proteinas o
polipéptidos de conformidad con cualquiera de XIX) hasta
XX) en los cuales:

CDR1 comprende:

- la secuencia de aminocacido DYWMY; o

- una secuencia de aminodcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido
DYWMY; o una secuencia de aminoadcidos gque tiene ‘2 o)
solamente 1 diferencia(s) de aminocacido(s) con la

secuencia de aminocdcido DYWMY;

CDR2 comprende:

- la secuencia de aminoacido EINTNGLITKYPDSVKG; o

- una secuencia de aminodcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al

menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de

identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido
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ETINTNGLITKYPDSVKG; o
- una secuencia de aminoadcidos que tiene 2 o solamente 1
diferencia(s) de aminodcido(s) con la secuencia de

aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG;

c) CDR3 comprende:
- la secuencia de aminodcido SPSGFEN; o
- una secuencia de aminocdcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al  menos 90%, mds preferiblemente al

10 menos 95%; aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido
SPSGFN; o - una secuencia de aminocdcidos gue tiene 2 o
solamente 1 diferencia(s) de aminoacido(s) con la
secuencia de aminodcido SPSGFN.

15 - Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX) anteriores, en los cuales el primero y
segundo dominios variables de  inmunoglobulina son
Nanocuerpos como se describe para las proteinas o
polipéptidos de conformidad con cualquiera de XIX) hasta

20 XX) en los cuales CDRl1 comprende la secuencia de
aminodcido DYWMY.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios variables de inmunoglobulina son Nanocuerpos

25 comd se describe para las proteinas o polipéptidos de
conformidad con cualquiera de XIX) hasta XX) en los

cuales CDR2 comprende la secuencia de aminoéacido
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EINTNGLITKYPDSVKG.

Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios variables de inmunoglobuliha son Nanocuerpos
como se describe para las proteinas o polipéptidos de
conformidad con cualquiera de XIX) hasta XX) en los
cuales CDR3 comprende la secuencia de aminocacido SPSGFN.
Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios wvariables de inmunoglobulina son Nanocuerpos
como se describe para las proteinas o polipéptidos de
conformidad con cualquiera de XIX) hasta XX) en los
cuales:
CDR1 comprende la secuencia de aminodcido DYWMY; y CDR3
comprende la secuencia de aminoacido SPSGFN; o
CDR1 comprende la secuencia de aminoacido DYWMY; y CDR2
comprende la secuencia de amincdcido EINTNGLITKYPDSVKG;
o

CDR2 comprende la secuencia de aminoacido
EINTNGLITKYPDSVKG; 'y CDR3 comprende la secuencia de
aminodcido SPSGFN.
Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios variables de inmunoglobulina son Nanocuerpos
como se describe para las proteinas o polipéptidos de

conformidad con cualquiera de XIX) hasta XX) en 1los

cuales CDR1 comprende la secuencia de aminodcido DYWMY;
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y CDR3 comprende la secuencia de aminocacido SPSGFN.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera

de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios variables de inmunoglobﬁlina son Nanocuerpos
como se describe para las proteinas o polipéptidos de
conformidad con cualquiera de XIX) hasta XX) en los
cuales CDR1 comprende la secuencia de aminoacido DfWMY;
CDR2 comprende la secuencia de aminoacido
EINTNGLITKYPDSVKG y CDR3 <comprende la secuencia de
aminodcido SPSGFN.

Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios variables »de inmunoglobulina son Nanocuerpos
como se describe para las proteinas o polipéptidos de
conformidad con cualquiera de XIX) hasta XX) en los

cuales:

-CDR1 es:

- la secuencia de aminoadcido DYWMY; o

- una secuencia de amincdcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido
DYWMY; o

- una secuencia de aminoacidos que tiene 2 o solamente 1

diferencia de amincdcido con la secuencia de amincacido

DYWMY ;

y en los cuales:
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b)

en

CDR2 es:

- la secuencia de aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG; o

- una secuenéia de aminoacido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido
EINTNGLITKYPDSVKG; o

- una secuencia de aminodcidos que tiene 2 o solamente 1
diferencia(s) de aminoacido(s) con la secuencia de
aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG;

los cuales

CDR3 es:

- la secuencia de amincacido SPSGEN; o

- una secuencia de aminocdcido que tiene al meﬁos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al
menos 95%, aun mé&s preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoécido
SPSGEFN; o

- una secuencia de aminoacidos que tiene 2 o solamente 1
diferencia de aminodcido con la secuencia de aminoacido
SPSGFN.

Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios wvariables de inmunoglobulina son Nanocuerpos
como se describe para las proteinas o polipéptidos de

conformidad con cualquiera de XIX) hasta XX) en los

cuales CDR1 es la secuencia de aminodcido DYWMY.
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~ Una proteina o polipéptido\de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios variables de inmunoglobulina son Nanocuerpos

como se describe para las proteinas o polipéptidos de

5 conformidad con cualquiera de XIX) hasta XX) en 1los
cuales CDR2 es la secuencia de ~aminoé&cido
EINTNGLITKYPDSVKG.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquieia
de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y seqgundo
} 10 dominios variables de inmunoglobulina son Nanocuerpos
como se describen para las proteinas o polipéptidos de
conformidad con cualquiera de XIX) hasta XX) en los
cuales CDR3 es la secuencia de aminoadcido SPSGFN.
- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
15 de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios -variables de inmunoglobulina son Nanocuerpos
como se describe para las proteinas o polipéptidos de
conformidad con cualquiera de XIX) hasta XX) en 1los
cuales:
20 - CDR1 es la secuencia de aminoacido DYWMY; y CDR3 es la
secuencia de aminodcido SPSGFN; o
- CDR1 es la secuencia de amino&cido DYWMY; y CDR2 es la
seduencia de aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG; o©
- CDR2 es la secuencia de aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG;
25 y CDR3 es la secuencia de aminodcido SPSGFN..

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera

de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
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dominics variables de inmunoglobulina son Nanocuerpos
como se describe para las proteinas o polipéptidos de
conformidad con cualquiera de XIX) hasta XX) en los
cuales CDR1 es la secuencia de aminoacido DYWMY; y CDR3
es la secuencia de aminoacido SPSGEFN. g
- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualqguiera
de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios variables de inmunoglobulina son Nanocuerpos
comé se describe para las proteinas 5 polipéptidos de
conformidad con cualguiera de XIX) hasta IXX) en 1los
cuales CDR1 es la secuencia de aminocdcido DYWMY; CDR2 es
la secuencia de aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG y CDR3 es
la secuencia de amincacido SPSGFEN.
- Una proteina o polipép?ido de conformidad con cualquiera
de XDC) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios variables de inmunoglobulina son Nanocuerpos

como se describe para las proteinas o polipéptidos de

conformidad con cualquiera de XIX) hasta XX) en los

cuales - cualquier sustitucién de aminocdcido es
preferiblemente una sustitucidn de aminoacido
conservativa; y/o dicha secuencia de aminoacido

preferiblemente solamente contiene sustituciones de
aminoacidos, Yy  no supresiones o inserciones de
aminodcidos, comparada con la(s) secuencia (s) de
aminodacido(s) anteriores.

~ Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera

de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
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dominios variables de inmunoglobulina son elegidos del
grupo que consiste del Nanocuerpo TNF 1 (SEC ID NO: 52)
y variantes humanizadas del Nanocuerpo TNF 1 (SEC ID NO:
52).

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cuélquiera
de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios variables de inmunoglobulina son elegidos del
grupo gque consiste de TNF 13 (SEC ID NO: 76), TNF 14
(SEC ID NO: 77), TNF 29 (SEC ID NO: 95) y TNF 30 (SEC ID
NO:96) .

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios Variables de inmunoglobulina son TNF 30 (SEC ID
NO:96);

y con algunos aspectos particularmente preferidos de esta
modalidad siendo:

~ Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominics variables de inmunoglobulina son Nanocuerpos
clase KERE.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios wvariables de inmunoglobulina son Nanocuerpos
con al mencs 80%, preferiblemente al menos 90%, més
preferiblemente al menos 95%, aun mé&s preferiblemente al
menos 99% de identidad de secuencia (como se define en

este documento) con una de las secuencias de aminoacido



10

15

20

25

-64-

de las SEC ID Nos. 50 (TNF3), 83 (TNF20), 85 (TNF21), 85

(TNEF22), 96 (TNF23) 6 98 (TNF33).

Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios variables de inmunoglobulina son Nanocuerpos
como se describe para las proteinas o polipéptidos de
conformidad con cualquiera de XIX) hasta XX) en los
cuales:

CDR1 cémprende:

- la secuencia de aminoacido NYYMG; o

- una secuencia de aminoadcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, méds preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido
NYYMG; o

- una secuencia de aminoécidos que tiene 2 o solamente 1
diferencia de aminodcido con la secuencia de aminoacido

NYYMG;

CDR2 comprende:

- la secuencia de aminocdcido NISWRGYNIYYKDSVKG; o

- una secuencia de aminocdcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la -secuencia de aminoacido
NISWRGYNIYYKDSVKG; o

~ una secuencia de aminocdcidos que tiene 2 o solamente 1

b
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diferencia(s) de aminoacido(s) <con la secuencia de

aminodcido NISWRGYNIYYKDSVKG;

CDR3 comprende:

- la seéuencia de aminoé&cido SILPLSDDPGWNTY; o)

- una secuencia de aminodcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemenfe al
menos 95%, aun mds preferiblemente al menos 99% de

identidad de secuencia con la secuencia de aminodacido

SILPLSDDPGWNTY; o

- una secuencia de aminodcidos que tiene 2 o solamente 1
diferencia de aminoacido con la secuencia de aminoacido

SILPLSDDPGWNTY .

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera

de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios variables de inmunoglobulina son Nanocuerpos
como se describe para ias proteinas o polipéptidos de
conformidad con cualquiera de XIX) hasta XX) en los

cuales CDR1 comprende la secuencia de aminodcido NYYMG.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera

de XIX) hasﬁa XX), en los cuales el primero y segundo
dominios variables de inmunoglobulina son Nanocuerpos
como se describe para las proteinas o polipéptidos de
conformidad con cualquiera de XIX) hasta XX) en los
cuales CDR2 comprende lar secuencia de aminoacido

‘NISWRGYNIYYKDSVKG.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
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de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios variables de inmunoglobulina son Nanocuerpos
como se describe para las proteinas o polipéptidos de
conformidad con cualquiera de XIX) hasta XX) en 1los
cuales CDR3 comprende la secuencia de aminoéacido

SILPLSDDPGWNTY.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera

de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios variables de inmunoglobulina son Nanocuerpos
como se describe para 1las proteinas o polipéptidos de
conformidad con cualquiera de XIX) hasta XX), en 1los
cuales:

- CDR1 comprende la secuencia de aminodcido NYYMG; vy
CDR3 comprende la secuencia de aminodcido
SILPLSDDPGWNTY; o

- CDR1 comprende la secuencia de amincacido NYYMG; vy
CDR2 comprende la secuencia de aminoacido
NISWRGYNIYYKDSVKG; o

- CDR2 comprende la secuencia de aminoacido
NiSWRGYNIYYKDSVKG; y CDR3 comprende la secuencia de

aminodcido SILPLSDDPGWNTY.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera

de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios variables de inmunoglobulina son Nanocuerpos
como se describe para las proteinas o© polipéptidos de
conformidad con cualquiera de XIX) hasta XX), en los

cuales CDR1 comprende la secuencia de aminodcido NYYMG;
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CDR2 comprende la secuencia de aminoacido SILPLSDDPGWNTY
y CDR3 comprende la secuencia de aminoacido

ILPLSDDPGWNTY (SEC ID NO:436).

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera

de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios variables de inmunoglobulina son Nanocuerpos
como se describe para las proteinas o polipéptidos de,
conformidad con cualquiera de XIX) hasta XX), en los
cuales

CDR1 es:

- la secuencia de aminoadcido NYYMG; o

- una secuencia de aminodcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al
menos 95%, aun mads preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminodcido
NYYMG; o

- una secuencia de éminoécidos que tiene 2 o solamente 1
diferencia de aminoadcido con la secuencia de aminoédcido

NYYMG;

CDR2 es:

- la secuencia de aminoadcido NISWRGYNIYYKDSVKG; o

- una secuencia de aminoacido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mds preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
idéntidad de secuencia con la secuencia de aminoacido

NISWRGYNIYYKDSVKG; o

G
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- una secuencia de aminoacidos que tiene 2 o solamente 1
diferencia(s) de aminodcido(s) con la secuencia de

aminodcido NISWRGYNIYYKDSVKG;

CDR3 es:

- la secuencia de aminodcido SILPLSDDPGWNTY; o

- una secuencia de aminodcido gue tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al

menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de

- identidad de secuencia con la secuencia de aminodcido

SILPLSDDPGWNTY; o©
- una secuencia de aminodacidos gue tiene 2 o solamente 1
diferencia de aminodcido con la secuencia de aminoacido

SILPLSDDPGWNTY.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera

de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios vwvariables de inmunoglobulina son Nanocuerpos
como se describe para las proteinas o polipéptidos de
conformidad con cualquiera de XIX) hasta XX), en los

cuales CDR1 es la.secuencia de aminocacido NYYMG.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera

de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios variables de inmunoglobulina son Nanocuerpos
como se describe para las proteinas o polipéptidos de
conformidad con cualquiera de XIX) hasta XX), en los
cuales CDR2 es la secuencia de aminoacido

NISWRGYNIYYKDSVKG.
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- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios wvariables de inmunoglobulina son Nanocuerpos
como se describe para las proteinas o polipéptidos de
conformidad con cualquiera de XIX) hasta XX), en los
cuales CDR3 es la secuencia de aminoacido
SILPLSDDPGWNTY.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios variables de inmunoglobulina son Nanocuerpos
como se describe para las proteinas o polipéptidos de
conformidad con cualquiera de XIX) hasta XX), en los
cuales:

- CDR1 es la secuencia de aminodcido NYYMG; y CDR3 es lé
secuencia de aminoacido SILPLSDDPGWNTY; o

- CDR1 es la secuencia de aminodcido NYYMG; y CDRZ es la
secuencia de aminodcido NISWRGYNIYYKDSVKG; o

- CDR2 es la secuencia de amincdcido NISWRGYNIYYKDSVKG;
y CDR3 es la secuencia de aminoacido SILPLSDDPGWNTY.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualguiera
de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios variables de inmunoglobulina son Nanocuerpos
como se describe para las proteinas o polipéptidos de
conformidad con cualquiera de XIX) hasta XX), én los
cuales CDR1 es la secuencia de aminodcido NYYMG; CDR2 es
la secuencia de aminodcido SILPLSDDPGWNTY y CDR3 es la

secuencia de aminocacido ILPLSDDPGWNTY.
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- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios wvariables de inmunoglobulina son Nanocuerpos
como se describe para las proteinas o polipéptidos de
conformidad con ;ualquiera de XIX) hasta XX), en los
cuales
- cualquier sustitucién de aminodcido es. preferiblemente
una sustitucién de aminoacido conservativa; y/0
- dicha secuéncia de _amincécido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminodcidos, y no
supresiones o inserciones de aminoacidos, comparada con
la(s) secuencia(s) de aminodcido(s) anteriores.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios variables de inmunoglobulina son elegidos del
grupo que consiste del Nanocuerpo TNF 3 (SEC ID NO: 60)
y variantes humanizadas del Nanocuerpo TNF 3 (SEC ID NO:
60) .

- Una proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de XIX) hasta XX), en los cuales el primero y segundo
dominios variables de inmunoglobulina son elegidos del
grupo que consiste de TNF20 (SEC ID NO: 83), TNF21 (SEC
ID Nd: 84), TNF 22 (SEC ID NO: 85), TNF23 (SEC ID NO:
86) 6 TNF33 (SEC ID NO: 99).

Se debe notar que, cuando una proteina o)

polipéptido es mencionado anteriormente por estar “de

conformidad con cualquiera de XIX) hasta XX) anteriores”,
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estd al menos, de conformidad con uno de XIX) a XX), y puede
estar de conformidad con tanto XIX) como XX), y puede también
incluir cualquiera o mas de los otros aspectos que estan
indicados por estar “de conformidad con cualquiera de XIX)
hasta XX) anteriores”.

Sin embargo, se debe notar que la invencidén no esté
limitada a algun mecanismo de accidén o hipdbtesis especifica.
En particular, se ha encontrado que los Nanocuerpos
monovalentes de la invencidn, también pueden ser activos en
los ensayos y modelos descritos en este documento, los cuales
confirman que el enlace intramolecular del trimero de TNF,
aunque se prefiere en una modalidad especifica de 1la
invencidén, no se requiere para obtener la accidén y efecto
deseado de los Nanocuerpos, proteinas 'y polipéptidos
descritos en este documento. De manera similar, también se
abarcan dentro del alcance de la invencidn, que las proteinas
y polipéptidos descritos aqui, logran su accidén deseada via
cualquier mecanismé apropiado (por ejemplo, por enlace
intramolecular, enlace intermolecular o aun, por enlace a TNF
monomérico, de este modo, inhibiendo la formacidén de trimero
de TNF).

También estd dentro del campo de la invencidn, usar
partes, fragmentos, andlogos, mutantes, variantes, alelos y/o
derivados de los Nanocuerpos y polipéptidos de la invencién,
y/0 usar proteinas o polipéptidos que comprenden o consisten
esencialmente de los mismos, tan pronto como estos sean

adecuados para usos contemplados en este documento. Tales
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partes, fragmentos, analogos, mutantes, variantes, alelos,
derivados, proteinas y/o polipéptidos, serdn descritos en la
descripcidén adicional en este documento.

En otro aspecto, 1la invencidén se refiere a un
Nanocuerpo (como se define en este documento), contra TNF-
alfa, el cual consiste de 4 regiones de'estructura (FR1 a
FR4, respectivamente) y 3 regiones qgue determinan la
complementariedad (CDR1 a CDR3, respectivamente), en 1las
cuales:

(1) CDR1 es una secuencia de aminodcido elegida del
grupo que consiste de las secuencias CDR1 de las SEC 1ID
NOS: 15 a 21 o del grupo que consiste de las secuencias
CDR1 de las SEC ID NOS: 164 a 197;

o del grupo que consiste de la secuencia de aminodcidos que
tiene al menos 80%, preferiblemente al menos 90%, més
preferiblemente al menos 95%, aun mas preferiblementé al
menos 99% de identidad de secuencia (como se define en este
documento) con al menos una de las secuencias CDR1 del
grupo que consiste de las SEC ID NOS: 15 a 21 &6 con al
menos una de las secuencias CDR1 del grupo gque consiste de
las SEC ID NOS: 164 hasta 197, en los cuales
(1) cualquier sustitucidn de aminoacido es
preferiblemente una sustitucién de aminodcido

conservativa (como se define en este documento); y/o
(2) dicha secuencia de aminoacido preferiblemente

solamente contiene sustituciones de aminoacidos, y no

supresiones o inserciones de aminodacidos, comparada con
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la(s) secuencia(s) de aminocdcido(s) anteriores;

y/o del grupo que consiste de las secuencias de aminoacidos

que tiene 2 ¢ solamente 1 “diferencia(s) de aminodcido{(s)”

(como se define en este documento) con al menos una de las

secuencias CDR1 del grupo que consiste de las SEC ID NOS:

15 hasta 21 ¢ con al menos una de las secuencias CDRl del

grupo que consiste de las SEC ID NOS: 164 hasta 197, en las

cuales:

(1) cualquier sustitucidn de aminodcido es
preferiblemente una sustitucidn de aminoéacido
conservativa (como se define en este documento); y/o

(2) | dicha secuencia de aminocacido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminodcidos, y no
supresiones 0 inserciones de aminoadcidos, comparada con
la(s) secuencia(s) de aminocacido(s) anteriores; y én las
cuales:

(ii) CDR2 es una secuencia de aminoécido elegida del grupo
que consiste de las secuencias CDR2 de las SEC ID NOS:
22 hasta 28 o del grupo que consiste de las secuencias
CDR2 de las SEC ID NOS: 232 hasta 265;

o del grupo que consiste de las secuencias de

aminodcidos que tienen al menos 80%, preferiblemente al

menos - 90%, mas preferiblemente al menos 95%, aun mas

preferiblemente al menos 99% de identidad de secuencia

(como se define en este documento) con al menos una de

las secuencias CDR2 del grupo que consiste de las SEC ID

NOS: 22 hasta 28 & con al menos una de las secuencias
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CDR2 del grupo que consiste de las SEC ID NOS: 232 hasta
265, en las cuales |

(1) cualquier sustitucidén de aminoécido es preferiblemente
una sustitucidén de aminodcido conservativa (como se
define en este documento); y/o

(2) dicha secuencia de aminoacido preferiblemente solamente
contiene sustituciones de aminocdcidos, y no supresiones
o 1inserciones de aminodcidos, comparada con la(s)
secuencia(s) de aminoacido(s) anteriores; y/o del grupo
que consiste de las secuencias de amino&cidos que tienen
3, 2 6 solamente 1 “diferencia(s) de aminoacidos” (como
se define en este documento) con al menos una de las
secuencias CDR2 del grupo que consiste de las SEC ID
NOS: 22 hasta 28 6 con al menos una de las secuencias
CDR2 del grupo que consiste de las SEC ID NOS: 232 hasta
265, en las cuales:

(1) cualguier sustitucidén de aminoacido es preferiblemente
una sustitucién de aminoacido conservativa (como se
define en este documento); y/o

(2y dicha secuencia de.aminoécido preferiblemente solamente
contiene sustituciones de aminoécidbs, Yy Nno supresiones
o 1inserciones de aminocécidos, comparada con la(s)
secuencia(s) de aminodcido(s) anteriores;

y en las cuales:

(iii) CDR3 es una éecuencia de aminoadcido elegida del grupo

que consiste de las secuencias CDR3 de las SEC ID NOS:

29 hasta 33 o del grupo que consiste de las secuencias

16
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CDR3 de las SEC ID NOS: 300-333;

o del grupo que <consiste de las secuencias de
aminoacidos que tienen al menos 80%, preferiblemente al
menos 90%, mas preferiblemente al menos 95%, atn més
preferiblemente al menos 99% de idéntidad de secuencia
(como se define en este documento) con al menos una de
las secuencias CDR3 del grupo que consiste de las SEC ID
NOS: 29 hasta 33 6 con al menos una de las secuencias
CDR3 del grupo que consiste de las SEC ID NOS: 300-333,
en las cuales:

(1) cualquier sustitucién de aminoacido es
preferiblemente una sustitucidn de aminoéacido
conservativa (como se define en este documento); y/o

(2) dicha secuencia de aminoacido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminocdcidos, y no
supresiones o inserciones de aminoacidos, comparada con
la(s) secuencia(s) de aminoédcido(s) anteriores; y/o

del grupo que consiste de las secuencias de aminoacidos que

tienen 3, 2 6 solamente 1 “diferencia(s) de aminocacidos”

(como se define en este documento) o con al menos una de

las secuencias CDR3 del grupo gque consiste de las SEC 1ID

NOS: 300-333, en las cuales:

(1) cualquier sustitucidn de aminoacido es
preferiblemente una sustitucidén de aminoacido
conservativa (como se define en este documento); y/o

(2) dicha secuencia de aminodcido preferiblemente

solamente contiene sustituciones de aminoacidos, y no

1
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supresiones o inserciones de aminoacidos, comparada con
la(s) secuencia(s) de aminocacido(s) anteriores;

o del grupo que consiste de las secuencias CDR3 de las SEC

ID NOS: 34 y 35 &6 del grupo que consiste de las secuencias

de aminoacidos que tienen al menos 80%, preferiblemente al

menos 90%, mas preferiblemente al menos 95%, aun mas
preferiblemente al menos 99% de identidad de secuencia

(como se define en este documento) con al menos una de las

secuenéias CDR3 de SEC ID NOS: 34 y 35, en las cuales:

(1) cualquier sustitucidn de aminoacido es
preferiblemente una sustitucién de aminoacido
conservativa (como se define en este documento); y/o

(2) dicha secuencia de aminodcido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminoacidos, y no
supresiones o inserciones de aminodcidos, comparada con
la(s) secuencia(s) de aminodcido(s) anteriores;

y/o del grupo que consiste de las secuencias de aminoacidos

que tienen 3, 2 6 solamente 1 “diferencia (s) de

aminoacidos” (como se define en este documento) con al
menos una de las secuencias CDR3 de SEC ID NOS: 34 y 35, en
las cuales:

(1) cualquier sustitucién de aminocacido es
preferiblemente una sustitucidn de aminoacido
conservativa (como se define en este documento); y/o

(2) dicha secuencia de aminodcido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminoacidos, y no

supresiones o inserciones de aminodcidos, comparada con
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la(s) secuencia(s) de aminoacido(s) anteriores.

Los Nanccuerpos contra TNF-alfa como se describe
anteriormente, y como se describe ademés aqui posteriormente,
también son referidos en este documento como Nanocuerpos de
la invencién.

De los Nanocuerpos de la invencidén, los Nanocuerpos
gue comprenden una o mas de las CDR explicitamente listadas
anteriormente, son particularmente preferidas; los
Nanocuerpos que comprenden dos o mas de las CDR
explicitamente listadas anteriormente, son mas
particularmente preferidas; y los Nanocuerpos que comprenden
tres de las CDR explicitamente listadas anteriormente, son
mas particularmente preferidas.

Algunas combinaciones particularmente preferidas,
pero no limitantes de las secuencias de CDR, pueden verse en
la Tabla I abajo, la cual lista las CDR y secuencias de
estructuras que estdn presentes en un numero de Nanocuerpos
preferidos (pero no limitantesf de la invencién. Como seré
claro para la persona experta, una combinacidén de secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 que ocurren en el mismo clon (es decir,
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3, las cuales son mencionadas en
la misma linea en la Tabla I), usualmente serédn preferidas
(aunque la invencidén en su sentido mas amplio, no esta
limitada a esto, y también comprende otras combinaciones
adecuadas de las secuencias CDR mencionadas en la Tablé I).

También, en los Nanocuerpos de la invencidén que

comprenden las combinaciones de CDR mencionadas en la Tabla

19
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I, cada CDR puede ser reemplazada por una CDR elegida del
grupo que consiste de 1las secuencias  de aminocidcidos que
tienen al menos 80%, preferiblemente al menos 90%, mas
preferiblemente al menos 95%, aun mas preferiblemente al
menos 99% de identidad de secuencia (como se define en este
documento) con las CDR mencionadas; en las cuales
(1) cualquier sustitucidn de aminoécido es
preferiblemente una sustitucidén de aminodcido
conservativa (como se define en este documento); y/o
(2) dicha secuencia de aminoacido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de amincadcidos, y no
supresiones o inserciones de aminoadcidos, comparada con
la(s) secuencia(s) de aminoacido(s) anteriores;
y/o elegida del grupo que consiste de las secuencias de
aminodcidos que tienen 3, 2 6 solamente 1 “diferencia(s) de

r”

aminoacido (s) (como se indica en el parrafo precedente)

(como se define en este documento) con una de las CDR(s)

mencionadas de la secuencia de aminoacidos antérior, en la

cual:i

(1) cualquier sustitucidn de aminoacido es
preferiblemente una sustitucidn de aminoacido
conservativa (como se define en este documento); y/o

(2) dicha secuencia de aminoadcido preferiblemente
solamente contiene sqstituciones de aminoacidos, y no
supresiones o inserciones de aminoacidos, comparada con

la(s) secuencia(s) de aminocadcido(s) anteriores.

Sin embargo, como serd claro para las personas
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expertas, la (combinacidén de) secuencias de CDR mencionadas

en la Tabla I, en general, serd preferida.
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De este modo, en los Nanocuerpos de la in&encién,
al menos una de las secuencias CDR1l, CDR2 y CDR3 presentes,
es adecuadamente elegida del grupo que consiste de las
Secuencias CDR1, CDR2 y CDR3, respectivamente, listadas en
la Tabla I; o del grupo de las secuencias CDR1, CDR2 vy
CDR3, respectivamente, que tienen al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al menos
95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de “identidad de
secuencia” (como se define en este documento) con al menos
una de las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3, respectivamente,
listadas en la Tabla I; y/o del grupo que consiste de las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3, respectivamente, que tienen
3, 2 6 solamente 1 “diferencia(s) de éminoécido(s)” (como
se define en este documento) con al menos una de las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3, respectivamente, listadas en
la Tabla I. En este contexto, por “elegida adecuaaamente”,
significa que, conforme es aplicable, una secuencia CDR1 es
elegida de las secuencias CDRl adecuadas (es decir, como se
define en este documento), una secuencia CDR2 es elegida de
las_secﬁencias CDR2 adecuadas (es decir, como se define en
este documento) vy una secuencia CDR3 es elegida de las
secuencias CDR3 adecuadas (es decir, como se define en este
documento), respectivamente.

En particular, en los Nanocuerpos de la

invencién, al menos la secuencia CDR3 presente es
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adecuadamente elegida del grupo que consiste de las
secuencias CDR3 listadas en la Tabla I o del grupo de
secuencias CDR3 que tienen al menos 80%, preferiblemente al
menos 90%, mas preferiblemente al menos 95%, aun mas
preferiblemente al menos 99% de identidad de secuencia con
al menos una de las secuencias CDR3 listadas en la Tabla I;
y/o del grupo gque consiste de las secuencias CDR3 que
tienen 3, 2 6 solamente 1 diferencia(s) de aminodcido(s)
con al menos una de las secuencias CDR3 listadas en la
Tabla TI.

Preferiblemente, en los  Nanocuerpos de ' la
invencién, al menos dos de las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3
presentes son adecuadamente elegidas del grupo que consiste
de 1las secuencias‘ CDR1, CDR2 y CDR3, respectivamente,
listadas en la Tabla I o del grupo que consiste de las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3, respectivamente, que tienen
al menos 80%, preferiblemente al menos 90%, més
preferibleménte al menos 95%, aun mas preferiblemente al
menos 99% de identidad de secuencia con al menos una de las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3, respectivamente, listadas en
la Tabla.I; y/o del grupo que consiste de las secuencias
CDR1, CDR2 vy CDR3, respectivamente, que tienen 3, 2 &

1"

solamente 1 “diferencia(s) de aminocacido(s) con al menos
una de las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3, respectivamente,

listadas en la Tabla I.

Y
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En particular, en los Nanocuerpos de la
invencién, al menos la secuencia CDR3 presente es
adecuadamente elegida del grupo gque consiste de las
secgencias CDR3 1listadas en 1la Tabla I o del grupo de
secuencias CDR3 que tienen al menos 80%, preferiblemente al
menos 90%, mas preferiblemente al menos 95%, aun mas

preferiblemente al menos 99% de identidad de secuencia con

al menos una de las secuencias CDR3 listadas en la Tabla I,

respectivamente; y al menos una de las secuencias CDR1 vy
CDR2 presentes es adecuadamente elegida del grupo que
consiste de las Secuencias CDRl y CDR2, respectivamente,
listadas en la Tabla I o del grupo de secuencias CDR1l vy
CDRZ, respectivamente, que tienen al menos 80%,
preferibleménte al menos 90%, méas preferibiemente al menos
95%, aln mas preferiblemeﬁte al menos 99% de identidad de
secuencia con al menos una de las secuencias CDR1 y CDR2Z2,
respectivamente, listadas en la Tabla I; y/o del grupo que
consiste de las secuencias CDR1 y CDR2Z2, respectivamente,
que tienen 3, 2 e} solamente 1 diferencia(s) de
aminodcido(s) con al menos una de las secuencias CDR1 vy
CDR2, respectivamente, listadas en la Tabla 1. Méas
preferiblemente, en los Nanocuerpos de la invencién, las
tres secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 presentes son
adecuadamente elegidas del grupo que consiste de las

secuencias CDR1, CDR2 y CDR3, respectivamente, listadas en
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la Tabla I o del grupo de las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3,
respectivamente, que tienen al menos 80%, preferiblemente
al menos 90%, mds preferiblemente al menos 95%,  aun més
preferiblemente al menos 99% de identidad de secuencia con
a2l menos una de las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3,
respectivamente, listadas en la Tabla I; y/o del grupo que
consiste de las secuencias CDR1, CDR2 % CDR3,
respectivamente, que tienen 3, 2 0 solamente 1
diferencia(s) de aminodcido(s) con al menos una de las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3, respectivamente, listadas en
la Tabla I.

Aun mas preferiblemente, en los Nanocuerpos de la
invencién, al menos una de las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3
presentes, es adecuadamente elegida del grupo que consiste
de 1las Secuencias CDR1, CDR2 vy CDR3, respectivamente,
listadas en la Tabla I. Preferiblemente, en esta modalidad,
al menos una 6 preferiblemente ambas otras dos secuencias
de CDR ©presentes son adecuadamente. elegidas de las
secuencias CDR que tienen al menos 80%, preferiblemente al
menos _90%, mas preferiblemente al menos 95%, aun mas
preferiblemente al menos 99% de identidad de secuencia con
al menos una de las secuencias CDR correspondientes,
respectivamente, listadas en la Tabla I; y/o del grupo que
consiste de las secuencias CDR que tienen 3, 2 6 solamente

1 diferencia(s) de amincédcido(s) con al menos una de las
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secuencias correspondientes, respectivamente, listadas en
la Tabla I.

En particular, en los Nanocuerpos de la
invencién, al menos la secuencia CDR3 presente es
adecuadamente élegida del grupo que consiste de las CDR3
listadas en la Tabla I. Preferiblemente, en esta modalidad,
al menos una y preferiblemente ambas de las secuencias CDR1
y CDR2 presente son adecuadamente elegidas de los grupos de
secuencias CDR1 y CDR2, respectivamente, que tienen al
menos 80%, preferiblemente al menos 90%, més
preferiblemente al menos 95%, aun més preferiblemente al
menos 99% de identidad de secuencia con las secuencias CDR1
y CDR2, respectivamente, listadas en la Tabla I, y/o del
grupo que consiste de las secuencias CDR1 y CDR2,
respectivamente, que tienen | 3, 2 é solamente 1
diferencia(s) de aminocacido(s) con al menos una de las
secuencias CDR1 y CDR2, respectivamente, listadas en la
Tabla T.

AUGn mas preferiblemente, en los Nanocuerpos de la
invencién, al menos dos de las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3
presentes son adecuadamente elegidas del grupo que consiste
de las secuencias CDR1, CDR2 vy CDR3, respectiyamente,
listadas en la Tabla I. Preferiblemente, en esta modalidad,
la secuencia CDR restante presente es adecuadamente elegida

Q

del grupo de secuencias CDR que tienen al menos 80%,

qo_



10

15

20

25

e

preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al menos

-97 -

95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de identidad de
secuencia con al menos una de las secuencias CDR
correspondientes listadas en la Tabla I, y/o del grupo que
consiste de secuencias CDR que tienen 3, 2 6 solamente 1
diferencia(s) de aminodcido(s) con al menos una de las
secuencias correspondientes listadas en la Tabla I.

En particular, en los Nanocuerpos de la
invencién, al menos la secuencia CDR3 es adecuadamente
elegida del grupo que consiste de las secuencias CDR3
listadas en la Tabla I, y ya sea la secuencia CDR1 ¢ la
secuencia CDR2 es adecuadamente elegida del grupo que
consiste de las secuencias CDR1 y CDR2, respectivamen£e,
listadas en la Tabla I. Preferiblemente, en esta modalidad,
la secuencia CDR restante presente es adecuadamente elegida
del grupo de secuencias CDR que tienen al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, més preferiblemente al menos
95%, aun més preferiblemente al menos 99% de identidad de
secuencia con al menos una de - las secuencias CDR
correspondientes listadas en la Tabla I, y/o del grupo que
consiste de secuencias CDR que tienen 3, 2 6 solamente 1
diferencia(s) de aminoacido(s) con las .secuencias CDR
correspondientes listadas en la Tabla I.

AUn mas preferiblemente, en los Nanocuerpos de la

invencién, las tres secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 presentes
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son adecuadamente elegidas del grupo que consiste de las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3, respectivamente, listadas en
la Tabla I.

También, en general, las combinaciones de CDR
listadas en la Tabla I (es decir, aquellas mencionadas en
la misma linea en la Tabla I) son preferidas. De este modo,
se prefiere en general que, cuando una CDR en un Nanocuerpo
de la invencidén es una secuencia CDR mencionada en la Tabla
I 6 es adecuadamente elegida del grupo de secuencias CDR
que tienen al menos 80%, preferiblemente al menos 90%, méas
preferiblemente al menos 95%, ain més preferiblemente al
menos 99% de identidad de secuencia con una secuencia CDR
listada en 1la Tabla I, vy/o del grupo que consiste de
secuencias CDR que tienen 3, 2 6 solamente 1 diferencia(s)
de aminoadcido(s) con una secuencia CDR listada en la Tabla
I, que al menos una y preferiblemente ambas de las otras
CDRs son adecuadamente elegidas de las secuencias CDR que
pertenecen a la misma combinacién en la Tabla I (es decir,
mencionadas en la misma linea en la Tabla I) & son
adecuadamente elegidas del grupo de secuencias CDR que
tienen al menos 80%, preferibleménte al menos 90%, més
preferiblemente al menos 95%, aun méé preferiblemente al

menos 99% de identidad de secuencia con las secuencias CDR

‘que pertenecen a la misma combinacién y/o del grupo que

consiste de secuencias CDR que tienen 3, 2 &6 solamente 1
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diferencia(s) de aminocéacido(s) con la(s) secuencia(s) CDR
que pertenecen a la misma combinacién. Las otras
preferencias indicadas en los parrafos anteriores también
aplican a las combinaciones de CDR mencionadas en la Tabla
I.

De este modo, por medio de ejemplos no
limitantes, un Nanocuerpo de 1la invencidén puede por
ejemplo, comprender una secuencias CDR1 que tiene mas de
80% de identidad de secuencia con una de las secuencias
CDR]1 mencionadas en la Tabla I, una secuencia CDR2 que
tiene 3, 2 6 1 diferencia de aminocdcido con una de las
secuencias CDR2 mencionadas en la Tabla I (pero que
pertenecen a una combinacidén diferente), y una secuencia
CDR3.

Algunos Nanécuerpos preferidos de la
invencién pueden, por ejemplo, comprender: (1) una
secuencia CDR1 que tiene més de 80 % de identidad de
secuencia con una de las secuencias CDR1 mencionadas en la
Tabla I; una secuencia CDR2 que tiene 3, 2 6 1 diferencias
de aminoadcido con una de las secuencias CDR2 mencionadas en
la Tabla I (pero que ©pertenecen a una combinacidn
diferente); y una secuencia CDR3 que tiene mas de 80 % de
identidad de secuencia con una de las secuencias CDR3
mencionadas en la Tabla I (pero gue pertenecen a una

combinacidén diferente); 6 (2) una secuencia CDR1 que tiene

S
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més de 80 % de identidad de secuencia con una de las
secuencias CDR1 mencionadas en la Tabla I; una secuencia
CDR2, y una de las secuencias CDR3 listadas en la Tabla I;
6 (3) uﬁa'secuencia CDR1; una secuencia CDR2 gue tiene mas
de 80% de identidad de secuencia con una de las secuencias
CDR2 listadas en la Tabla I; y una secuencia CDR3 que tiene
3, 2 6 1 diferencias de aminoacidos con ia secuencia CDR3
mencionada en 1la Tabla I que pertenece a la misma
combinacién como la secuencia CDR2.

Algunos Nanocuérpos particularmente preferidos de
la 1invencidén pueden por ejemplo, comprender: (1) una
secuencia CDR1 que tiene més de 80 % de identidad de
secuencia con una de las secuencias CDR1 mencionadas en la
Tabla I; una secuencia CDR2 que tiene 3, 2 & 1 diferencias
de aminoacido con la secuencia CDR2 mencionada en la Tabla
I gue pertenece a la misma combinacidbdn; y una secuencia
CDR3 que tiene més de 80 % de identidad de secuencia con la
secuencia CDR3 mencionada en lé Tabla I que bertenece a la
misma combinacién; (2) una secuencia CDR1; una CDR2 listada
en la Tabla I y una sebuencia CDR3 listada en la Tabla I
(en las cuales la secuencia CDR2 y La secuencia CDR3 pueden
pertenecer a combinaciones diferentes).

Algunos Nanocuerpos ain mas preferidos de la
invencién pueden por ejemplo, comprender: (1) una secuencia

CDR1 que tiene mds de 80 % de identidad de secuencia con
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una de las secuencias CDR1 mencionadas en la Tabla I; la
secuencia CDR2 listada en la Tabla I que pertenece a la
misma combinacién; y una secuencia CDR3 mencionada en_la
Tabla I que pertenece a una combinacién diferente; & (2)
una secuencia CDR1 mencionada en la Tabla I; una secuenéia
CDR2 que tiene 3, 2 6 1 diferencias de aminodcidos con la
secuencia CDR2 mencionada en la Tabla I que pertenece é la
misma combinacién; y més de 80% de identidad de secuencia
con la secuencia CDR3 listada en la Tabla I que pertenece a
la misma combinacién.

Los Nanocuerpos particularmente preferidos de 1la
invencién pueden por ejemplo, comprender una secuencia CDRI1
mencionada en la Tabla I, una secuencia CDR2 gue tiene méas
de 80 % de identidad de secuencia con la secuencia CDR2
mencionada en la Tabla I que pertenece a la misma
combinacién; y la secuencia CDR3 mencionada én la Tabla I
que pertenece a la misma.

En lo mé&s preferido en los Nanocuerpos de la
invencién, las secuencias CDR1l, CDR2 y CDR3 presentes son
adecuadamente elegidas de wuna de las combinaciones  de
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3, respectivamente, listadas en
la Tabla I.

Preferiblemente, cuando una secuencia CDR es
adecuadamente elegida del grupo de secuencias CDR que

tienen al menos 80%, preferiblemente al menos 90%, mas

Gt
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preferiblemente al menos 95%, aun més preferiblemente al
menos 99% de identidad de secuencia (como se define en este
documento) c¢on una de 1las secuencias CDR listadas en la
Tabla I; y/o cuando una secuencia CDR es adecuadamente
elegida del grupo que consiste de secuencias CDR que tienen
3, 2 6 solamenté 1 diferencia(s) de aminoacido(s) con una
de las secuencias CDR listadas en la Tabla I:

i) cualquier sustitucidén de aminocidcido es preferiblemente
una sustitucidén de aminodcido conservativa (como se
define en este documento); y/o

ii) dicha secuencia de aminocacido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminodcidos, y no
supresiones o 1inserciones de aminodcidos, comparadas
con las secuencias CDR listadas en la Tabla I.

De conformidad con una modalidad no limitante
perco preferida de la invencién, las secuencias de CDR en
los Nanocuerpos de la invencidén son como se definen
anteriormente y también son tales que el Nanocuerpo de la
invencién se enlaza a TNF-alfa c¢on una constante de
disociacién (Kp) de 10-5 hasta 1072 moles/litro (M) o
menos, y preferiblemente, 1077 a 107** moles/litro (M) o
menos y mas preferiblemente, 107° hasta 10™? moles/litro
(M), y/o una constante de disociacién (Ka) de al menos 107

-1

M7t preferiblemente al menos 108 M1, mas preferiblemente al

menos 10° M™?, tal como al menos 102 M*; y en particular,
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con una Kp menos de 500 nM, preferiblemente, menos de 200
nM, mas preferiblemente, menos de 10 nM, tal como menos de
500 nM. Los valores Kp y Ka del Nanocuerpo de la invencién
contra TNF-alfa, pueden ser determinados en una manera
conocida per se, por ejemplo, usando el ensayo descrito en
este documento.

De conformidad con otra modalidad preferida, pero
no limitante de la invenciédén, (a) CDR1 tiene una longitud
de entre 1 y 12 residuos de aminocdcido, y usualmente entre
2 y 9 residuos de aminodcidos, tales como 5, 6 6 7 residuos
de aminoédcidos; y/o (b) CDR2 tiene una longitud de entre 13
y 24 residuos de éminoécido, y usualmente entre 15 y 21
residuos de aminoacido, tal como 16 y 17 residuos de
aminodcido; y/o (c) CDR3 tiene una longitud de entre 2 y 35
residuos de aminocadcido, y usualmente entre 3 y 30 residuos
de amino&cido, tales como entre 6 y 23 residuos de
aminoacido.

En un aspecto, lé invencién proporciona
Nanocuerpos contra TNF-alfa que son de mejor desempefic que
el Nanocuerpo 3E, el mejor desempefioc del Nanocuerpo de
conformidad con el documento WO 04/041862.

Mas especificamente, algunos aspectos preferidos
de esta modalidad de la invencidn son:

XXI) Un Nanocuerpo contra TNF-alfa, el cual consiste

de 4 regiones de ~ estructura (FR1 hasta FR4
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respectivamente) y 3 regiones que determinan la
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complementariedad (CDR1 hasta CDR3 respectivamente),
la cualitiene una relacién Koff de TNF mejor de 2.10-3
(1/s), preferiblemente mejor que 1.10-3 (1/s); o una
variante humanizada de tal Nanocuerpo.

XXII) Un Nanocuerpo contra TNF-alfa, el cual consiste de
4 regiones de estructura (FR1 hasta FR4
respectivamente) y 3 regiones que determinan la
complementariedad (CDR1 hasta CDR3 respectivamente),
la cual tiene un valor ECSO en el ensayo a base de
células usando células KYM descritas en el Ejemplo 1,
bajo 3), del documento WO 04/041862 que es mejor gque
el valor EC50 del Nanocuerpo VHH 3E (SEC ID NO:4) del
documento WO 04/041862 en el mismo ensayo; © una
variante humanizada de tal Nanocuerpo.

XXIIT) Un Nanocuerpo contra TNF-alfa, el cual tiene un
valor EC50 en el ensayo a base de células usando
células KYM descritas en el Ejemplo 1, bajo 3), del
documento WO 04/041862 que es mejor que 12nM; o una
variante humanizada de tal Nanocuerpo.

XXIV) Un Nanocuerpo contra TNF-alfa, el cual tiene un
valbr EC50 en el ensayo a base de células usando
células KYM descritas en el Ejemplo 1, bajo 3), del
documento WO 04/041862 que es mejor que 5nM; o una

variante humanizada de tal Nanocuerpo.
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XXV) Un Nanocuerpo contra TNF-alfa, el cual tiene un

valor EC50 en el ensayo a base de células usando
células KYM descritas en el Ejemploil, bajo 3), del
documento WO 04/041862 que es mejor gque 3nM; o una
variante humanizada de tal Nanocuerpo; con algunos
aspectos particularmente preferidos siendo:

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), el cual es un Nanocuerpo clase GLEW.

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), el cual contiene un residuo de arginina
(R) en la posicién 103.

Un Nanocuerpo de conformidad con. cualquiera de XXI)
hasta XXV), el cual es un Nanocuerpo humanizado.

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), el cual contiene un residuo leucina (L) en
la posicidén 108.

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), el cual tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al
menos 95%, aun més preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia (como se define en este
documento) con una de las secuencias de aminoacido de
las SEC ID Nos. 52 (TNF1l), 76 (TNF13), 77 (TNF1l4), 0955

(TNEF29) & 96 (TNF30).
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- Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
haéta XXV), en los cuales

a) CDR1l comprende:
- la secuencia de aminoacido DYWMY; o
~ una secuencia de aminocdcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mé&s preferiblemente al
menos 95%, aun més preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido
DYWMY; o
- una secuencia de aminoacido que tiene 2 6 solamente
1 diferencia(s) de aminpécido(s) con la secuencia de

amincdcido DYWMY;

b) CDR2 comprende:

- la secuencia de aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG; o

- una secuencia de aminodcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al
menos 95%, aun mé&s preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido
EINTNGLITKYPDSVKG; o una secuencia de aminodcido gque
tiene 2 & solamente 1 diferencia(s) de aminodcido(s)

con la secuencia de aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG;

c) CDR3 comprende:

- la secuencia de aminocacido SPSGFN; o
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- una secuencia de aminoacido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, méas preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido
SPSGEN; o

- una secuencia de aminoacido que tiene 2 ¢ solamente
1 diferencia(s) de aminoadcido(s) con ia secuencia de
aminodcido SPSGFN.

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), en los cuales CDR1 comprende la secuencia
de aminodcido DYWMY.

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), en los cuales CDR2 comprende la secuencia
de aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG.

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), en los cuales CDR3 comprende la secuencia
de aminoacido SPSGEN

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), en los cuales:

- CDR1 comprende la seéuencia de aminodcido DYWMY; vy
CDR3 comprende la secuencia de aminod&cido SPSGEN; o

- CDR1 comprende la sécuencia de aminoécido DYWMY; vy
CDR2 comprende la secuencia de aminoacido
EINTNGLITKYPDSVKG; &

- CDR2 comprende la secuencia de aminoacido

104
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EINTNGLITKYPDSVKG; y CDR3 comprende la secuencia de
aminodcido SPSGFN.

- Un Nanoguerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV),ben los cuales CDR1 comprende la secuencia

5 de aminodcido DYWMY; y CDR3 comprende la secuencia de
aminodcido SPSGEN.

- Un Nanocuerpo de conformidad con cualgquiera de XXI)
hasté XXV), en los cuales CDR1 comprende la secuencia
de aminodcido DYWMY; CDR2 comprende la secuencia de

10 aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG y CDR3 comprende 1la
secuencia de aminodcido SPSGEN.

- Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), en los cuales
a) CDR1 es:

15 - la secuencia de amincacido DYWMY; &
- una secuencia de aminoidcido que tiene al menos
80%, preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente
al menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminodcido
20 DYWMY; o
- una secuencia de aminodcido que tiene 2 O
solamente 1 diferencia de aminoacido con la secuencia
de aminocdcido DYWMY;
y en las cuales:

25 b) CDR2 es:
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- la secuencia.de aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG; o

- una secuencia de aminodcido gue tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, méds preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos . 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminodcido
EINTNGLITKYPDSVKG; o una secuencia de aminodcido que
tiene 2 &6 solamente 1 diferencia(s) de aminoacido(s)
con la secuencia de aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG;

y en las cuales

c) CDR3 es:

- la secuencia de aminoacido SPSGFN; o

- una secuencia de aminodcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al
menos 95%, aun més preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido
“SPSGFEN; o

- una secuencia de aminoécidq que tiene 2 ¢ solamente
1 diferencia de aminodcido «con la secuencia de
aminoécido SPSGEN.

- Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), en 1los cuales CDR1 es la secuencia de
aminoacido DYWMY.

- Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), en los cuales CDR2 es 1la 'secuencia de

aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG.
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- Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXVS, en los cuales CDR3 es la secuencia de
aminoacido SPSGFN.

- Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), en los cuales:

- CDR1 es la secuencia de aminoépido DYWMY; y CDR3 es
la secuencia de aminocacido SPSGFN; o

- CDR1 es la secuencia de aminodcido DYWMY; vy CDRZ es
la secuencia de aminocdcido EINTNGLITKYPDSVKG; &

- CDR2 es la secuencia de aminoacido
EINTNGLITKYPDSVKG; y CDR3 es la secuencia de
aminoacido SPSGFN.

- Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), en los cuales CDR1 es la secuencia de
aminodcido DYWMY; y CDR3 es la secuencia de amiﬁoécido
SPSGFN.

- Un Nanbcuerpo de conformidad con cualgquiera de XXI)
hasta XXV), en los cuales CDR1 es 1la secuencia de
aminocdcido DYWMY; CDR2 es la secuencia de aminoacido
EINTNGLITKYPDSVKG y CDR3 es la secuencia de aminoé&cido
SPSGFN.

~ Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), en lps cuales
- cualquier sustitucidn de aminodcido es

preferiblemente una sustitucidn de aminodcido
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conservativa; y/o

- dicha secuencia de aminodcido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminodcidos, y no
supresiones o inserciones de aminoadcidos, comparada

con la(s) secuencia(s) de aminodcido(s) anteriores.

y con algunos otros aspectos particularmente preferidos

siendo:

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), el cual es un Nanocuerpo clase KERE.

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), el cual tiene al | menos 80%,
preferiblemenﬁe al menos 90%, més preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia (como se define en este
documento) con una de las secuencias de aminoé&cido dé
las SEC ID Nos. 50 (TNF3), 83 (TNF20), 85 (TNF21), 85
(TNEF22), 96 (TNF23) & 98 (TNF33).

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), en los cuales

CDR1 comprende:

- la secuencia de amino&cido NYYMG; o

- una secuencia de aminoadcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al mehos 90%, mas preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de

identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido
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NYYMG; o una secuencia de aminocacido que tiene 2 &
solamente 1 diferencia de aminoacido con la secuencia

de aminoacido NYYMG;

CDR2 comprende:
- la secuencia de aminoacido NISWRGYNIYYKDSVKG; 6
- una secuencia de aminoacido que tiene al menos 80%,

preferiblemente al menos 90%, més preferiblemente al

menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de

identidad de secuencia con la secuencia de aminodcido
NISWRGYNIYYKDSVKG; o

una secuencia de aminodcido que tiene 2 6 solamente 1
diferencia(s) de aminodcido(s) con la secuencia de

aminocdcido NISWRGYNIYYKDSVKG;

CDR3 comprende:

- la secuencia de aminoacido SILPLSDDPGWNTY; o

- una secuencia de aminodcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99%- de
identidad de secuencia con la secuéncia de aminoacido
SILPLSDDPGWNTY; o

- una secuencia de aminodcido que tiene 2 6 solamente
1 diferencia de aminodcido <con la secuencia de

aminodcido SILPLSDDPGWNTY.
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Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), en los cuales CDR1 comprende la secuencia
de aminodcido NYYMG.

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), en los cuales CDR2 comprende la secuencia
de aminodcido NISWRGYNIYYKDSVKG.

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), en los cuales CDR3 comprende la secuencia
de aminoadcido SILPLSDDPGWNTY.

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
hasté XXV), en los cuales:

- CDR1 comprende la secuencia de aminodcido NYYMG; vy
CDR3 comprende la secuencia de aminoacido
SILPLSDDPGWNTY; &

- CDR1 comprende la secuencia de aminodcido NYYMG; vy
CDR2 comprende la secuencia de aminodcido
NISWRGYNIYYKDSVKG; &

- CDR2 comprende la secuencia de aminodcido
NISWRGYNIYYKDSVKG; y CDR3 comprende la secuencia de
aminodcido SILPLSDDPGWNTY.

Un Nanocuerpo de conformidad con cualgquiera de XXI)
hasta XXV), en los cuales CDR1 comprende la secuencia
de aminoacido NYYMG; CDR2 comprende la secuencia de

aminodcido SILPLSDDPGWNTY y CDR3 comprende la

" secuencia de amino&cido ILPLSDDPGWNTY.
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hasta XXV), en los cuales

a) CDR1 es:

- la secuencia de aminoadcido NYYMG; o

- una secuencia de aminodcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido
NYYMG; o

- una secuencia de amino&dcido que tiene 2 6 éolamente
1 diferencia de aminodcido con la secuencia de

aminodcido NYYMG;

CDR2 es:

- la secuencia de amincacido NISWRGYNIYYKDSVKG; o

- una secuencia de aminocdcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al
menos 95%, aun més preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoé&cido
NISWRGYNIYYKDSVKG; o

- una secuencia de aminocdcido que tiene 2 ¢ solamente
1 diferencia(s) de aminoacido(s) con la secuencia de

aminoacido NISWRGYNIYYKDSVKG;

CDR3 es:
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- la secuencia de aminocacido SILPLSDDPGWNTY; o

- una secuencia de aminodcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mAs preferiblemente al
menos 95%, aun més preferiblemente al menos 99% de
identidad'de secuencia con la secuencia de aminoéacido
SILPLSDDPGWNTY; o

- una secuencia de aminocdcido que tiene 2 & solamente
1 diferencia de . aminodcido con la .secuencia de
aminoadcido SILPLSDDPGWNTY.

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera .de XXT)
hasta XXV), en los cuales CDR1 es 1la secuencia de
aminoécido NYYMG.

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXT)
hasta XXV), en 1los cuales CDR2 es 1la secuencia de
aminodcido NISWRGYNIYYKDSVKG.

Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), en 1los cuales CDR3 es la secuencia de
aminodcido SILPLSDDPGWNTY.

Un Nanocuerpo de conformidad_ con cualquiera de XXI)
hasta XXV), en los cuales:

- CDR1 es la secuencia de aminodcido NYYMG; y CDR3 es
la secuencia de aminoacido SILPLSDDPGWNTY; o

- CDR1 es la secuencia de aminodcido NYYMG; y CDR2 es
la secuencia de aminodcido NISWRGYNIYYKDSVKG; 6

- CDR2 es la secuencia de aminoédcido
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NISWRGYNIYYKDSVKG; y CDR3 es la secuencia de
aminoacido SILPLSDDPGWNTY.

- Un Nanocuerpo de conformidad con cualgquiera de XXI)
hasta XXV), en los cuales CDRI1 esr la secuencia de

5 aminodcido NYYMG; CDR2 es la secuencia de aminoacido
SILPLSDDPGWNTY y CDR3 es. la secuencia de aminodcido
ILPLSDDPGWNTY.

- Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), en los cuales cualquierv sustitucidén de

10 aminoadcido es ©preferiblemente una sustitucidén de
aminodcido conservativa; y/ov

- dicha secuencia de aminoéacido prefériblemente solamente
contiene sustituciones de aminoacidos, y no
supresiones o 1inserciones de aminodcidos, comparada

15 con la(s) secuencia(s) Qe aminocdcido(s) anteriores.

- Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), el cual es un Nanocuerpo humanizado, y con
algunos otros aspectos particularmente preferidos
siendo:

20 XXVI) Una proteina o polipéptido, el cual comprende o
consiste esencialmente de al menos un Nanocuerpo de
conformidad con cualquiera de XXI) hasta XXV).

XXVII) Una proteina o polipéptido, el cual comprende dos
Nanocuerpos de conformidad con cualquiera de XXI)

25 hasta XXV).
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XXVIII) Una proteina o polipéptido, el' cual comprende dos
Nanocuerpos de conformidad con cualguiera de XXI)
hasta XXV), y el cual es de manera tai que. dicha
proteina o polipéptido, después del enlace a un
trimero de TINF, es capaz de inhibir o reducir la
reticulacién del receptor de TNF que es mediada por
dicho trimero de TNF y/o la transduccidn de sefial que
es mediada por tal reticulacidén del receptor.

XXIX) Una proteina o polipéptido, el cual comprende. dos
Nanocuerpos de conformidad con cualquiera de XXT)
hasta XXV), 3% el cual es capaz de enlazarse
intramolecularmente con al menos dos sitios de enlace
al receptor TNF en un trimero de TNF.

XXX) Una proteina o polipéptido, el cual comprende dos
Nanocuerpos de conformidad con cualgquiera de XXI)
hasta XXV), ligados via un enlazador adecuado.

XXXI) Una proteina o polipéptido, el cual comprende dos
Nanocuerpos de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV),‘ligados via un enlazador adecuado, y el
cual es pegilado. |

XXXI1II) Una proteina o polipéptido el cual comprende dos
Nanocuerpos de conformidad con ‘cualquiera de XXI)
hasta XXV), y el cual ademas, comprende al menos un
Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero humana.

XXXIII) Una proteina o polipéptido el cual comprende dos
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Nanocuerpos de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), y el cual ademds, comprende al mehos un
Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero humana, vy
el cual es de manera tal que dicha proteina o
polipéptido, después del enlace a un trimero de TNF,
es capaz de inhibir o reducir la reticulacién del
receptor de TNf que es mediada por dicho trimero de
TNF y/o la transduccidén de sefial que es mediada por
tal reticulacidédn del receptor.

XXXIV) Una proteina o polipéptido el cual comprende dos
Nanocuerpos de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), y el cual ademas, comprende al menos un
Nanocuerpo diriéido contra albumina de suéro humana vy
el cual es capaz de enlazarse intramolecularmente con
al menos dos sitios de enlace al receptor TNF en un
trimero de TNF.

XXXV) Una proteina o polipéptido el cual comprende dos
Nanocuerpos de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), vy el cual ademas, comprende un Nanocuerpo
dirigido contra albumina de suero humana, en los
cuales cada uno de los dos Nanocuerpos de conformidad
con cualquiera de XXI) hasta XXV) es ligado,
opcionalmente via un enlazador adecuado, a un
Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero humana.

XXXVI) Una proteiné o polipéptido el cual comprende dos



dl=

-113-

-
Nanocuerpos de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV), y el cual ademds, comprende un Nanocuerpo
dirigido contra albumina de suero humana, en los
cuales cada uno de los dos Nanocuerpos de conformidad
con cualquiera de XX1) hasta XXV) es ligado,
opcionalmente via un enlazador adecuado, a un
Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero humana, y
él cual es de manera tal que dicha proteina o
polipéptido, después del enlace a un trimero de TNF,
es capaz de inhibir o reducir la reticulacién del
receptor de TNF que es mediada por dicho trimero de
TNF y/o la transduccidén de seflal que es mediada por
tal reticulacidén del receptor.

XXXVII) Una proteina o polipéptido el cual comprende dos
Nanocuerpos de conformidad con cualquiera de XXI)

“hasta XXV), y el cual ademds, comprende un Nanocuerpo
dirigido contra albumina de suero humana, en los
cuales cada uno de los dos Nanocuerpos de conformidad
con cualquiera de XX1I) hasta XXV) es ligado,
opcionalmente via un enlazador adecuado, a un
Nanocuerpo dirigido contra albimina de suero humana, y
el cual es capaz de enlazarse intramolecularmente con
al menos dos sitios de enlace al receptor TNF en un
trimero de TNF.

- Una proteina o ©polipéptido de conformidad con
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cualquiera de XXVI) hasta XXXVII), en los cuales al
menos un Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero
humana es un Nanocuerpo humanizado.

Una proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de XXVI) hasta XXXVII), en los cuales al
menos un Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero
humana es una variante humanizada del Nanocuerpo ALB 1
(SEC ID NO: 63).

Una proteina o polipéptido de conformidad con

cualquiera de XXVI) hasta XXXVII), en los cuales al

~menos un Nanocuerpo dirigido contra albimina de suero

humana es uno elegido del grupo gue consiste de ALB 3
(SEC ID NO: 87), ALB 4 (SEC ID NO: 88), ALB 5 (SEC ID
NO: 89), ALB 6 (SEC ID NO: 100), ALB 7 (SEC ID NO:
101), ALB 8 (SEC ID NO: 102) ALB 9 (SEC ID NO: 103) vy
ALB 10 (SEC ID NO: 104).

Una proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de XXVI) hasta XXXVII), en los cuaies al
menos un Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero

humana es ALB 8.

‘Una proteina o polipéptido de conformidad con

cualquiera de XXVI) hasta XXXVII), el cual comprende o
consiste esencialmente de dos Nanocuerpos humanizados
de conformidad con cualquiera de XXI) hasta XXV), vy

una variante humanizada del Nanocuerpo ALB 1 (SEC 1ID
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NO: 63).

Se debe notar que cuando un Nanocuerpo es
mencionado anteriormente por estar "de conformidad con
cualquiera de XXI) hasta XXV) anteriores”, esta al menos de
conformidad con uno de XXI) hasta XXV), puede estar de
conformidad con dos o mds de XXI) hasta XXV), y puede
también incluir uno o més de los otros aspectos que estén
indicados por estar "de conformidad con cualquiera de XXI)
hasta XXV) anteriores. De manera simiiar, cuando una
proteina o polipéptido es mencionado anteriormente por
estar "de conformidad con cualgquiera de XXVI) hasta XXXVII)
anteriores”, estd al menos de conformidad con uno de XXVI)
hasta XXXVII), pﬁede estar de conformidad con dos o mas de
XXVI) hasta XXXVII), y puede también incluir uno o més de
los otros aspectos que estan indicados por estar "de
conformidad con cualquiera de XXVI) hasta XXXVIT)
anteriores.

Un clon que se ha encontrado por ser
particularmente ﬁtil como un Nanécuerpo anti-TNF, es el
clon PMP1C2 (TNF1l). Como se puede ver a partir de los datos
comparativos del ensayo KYM en la Tabla 39, el TNF1 tiene
un valor EC50 qué es mas de 4 veces mejor gue el mejor
Nanocuerpo monovalente descrito en el documento WO 04/41862
(Nanocuerpo 3E), es deéir, 2,466 nM para PMP 1C2 contra 12

nM para 3E (como se puede ver de la Tabla 39, todos 1los
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Nanocuerpos TNFl1 a TNF 9 de la invencién, dan un mejor
valor EC50 en este ensayo que en 3E). En este sentido, se
debe notar que el Nanocuerpo 3E del documehto WO 04/41862,
pertenece a la “clase KERE” (como se describe en este
documento), y puede por lo tanto, ser humanizado a un grado
menor que el Nanocuerpo PMPIC2 (el cual pertenece a la
“clase GLEW”). Cuando el Nanocuerpo PMP1C2 es comparado con
el Nanocuerpo IA del documento WO 04/41862, un Nanocuerpo
clase GLEW con el grado mas alto en homologia de secuencia
con PMP 1C2 (en tanto las CDR como las estructuras), el
valor ECsy obtenido para PMPI1C2 en el ensayo KYM, es mas de
50 veces mejor, es decir, 2.466 nM para PMP1C2, comparado
con 100 nM para IA.

" Por consiguiente, Nanocuerpos que comprenden uno
o) mas, preferiblemente cualquiera dos \% mas,
preferiblemente tres de las CDR presentes en el clon de
PMP1C2 (o secuencias CDR gque son derivadas a partir de
estas o correspondientes a estas), son particulérmente
preferidas en la invencién. También, estos Nanocuerpos
preferiblemente pertenecen al “grupo 103 P,R,S” (como se
define en este documento), y mas preferiblemente tienen una
R en la posicién 103, y preferiblemente ﬁambién tienen una
GLEW o secuencia similar a GLEW en las posiciones 44-47.
También, cuando estos Nanocuerpos pertenecen al "grupo 103

P, R, S" (y en particular, cuando tienen una R en la
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poéicién 103), una substitucién humanizante preferida pero
no limitante es 108Q hasta 108L. Otras sustituciones
humanizantes ©preferidas pero no limitantes en estos
Nanocuerpos preferidos, son una o méds de aquellas presentes
en las variantes humanizadas de TNFl descrito en este
documento, tales como TNF13, TNF14, TNF 29 & TNF30, como
serd inmediatamente claro a partir de una comparacién entre
la secuencia de NTFl y/o estas secuencias humanizadas.

De este modo, en un Nanocuerpo particularmente
preferido de la invencién, al menos una de las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 presente, es adecuadamente elegida del

grupo que consiste de las secuencias CDR1 de la SEC ID NO:

164, la secuencia CDR2 de la SEC ID NO: 232, y la secuencia

CDR3 de la SEC ID NO: 300, respectivamente (es decir, las
secuencias CDR presentes en el clon TNF1l), o del grupo de
las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3, respectivamente, que
tienen al menos 80%, preferiblemente al menos 90%, mas
preferiblemente al menos 95%, aun més preferiblemente al
menos 99% de “identidad de secuencia” (como se define en
este documento) con la secuencia CDR1 de la SEC ID NO: 1064,
la secuencia CDR2 de la SEC ID NO: 232, y la secuencia CDR3
de la SEC ID NO: 300, respectivamente; y/o del grupo que
consiste de las secuencias CDR1, CDR2 3% CDR3,
respectivamente, que tienen 3, 2 o) solamente 1

“diferencia(s) de aminodcido(s)” (como se define en este
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documento) con la secuencia CDR1 de la SEC ID NO: 164, la
secuencia.CDR2 de la SEC ID NO: 232, y la secuencia CDR3 de
la SEC ID NO: 300, respectivamente.

Preferibleﬁente, en estos Nanocuerpos preferidos

5 de la invencién, al menos dos de las secuéncias CDR1, CDR2
y CDR3 presentes son adecuadamente elegidas del grupo gue
consiste de la secuencia CDR1 de la SEC ID NO: 164, la
secuencia CDR2 de la SEC ID NO: 232, y la secuencia CDR3 de

la SEC ID NO: 300, - respectivamente (es decir, las

10 secuencias CDR presentes en el clon TNFl), o del grupo que
consiste de secuencias CDR1, CDR2 y CDR3, respectivamente,

que tienen al menos 80%, preferiblemente al menos 90%, mas
preferiblemente al menos 95%, aun mas preferiblemente al
menos 99% de identidad de secuencia con la secuencia CDR1
15 de la SEC ID NO: 164, la secuencia CDR2 de la SEC ID NO:
232, y la secuencia CDR3 de la SEC ID NO: 300,
respectivamente; vy/o del grupo gque consiste de las
secuencias CDRl, CDR2 y CDR3, respectivamente, que tienen

144

3, 2 6 solamente 1 “diferencia(s) de aminocacido(s) con la
20 secuencia CDR1 de la SEC ID NO: 164, la secuencia CDR2 de
la SEC ID NO: 232, y la secuencia CDR3 de la SEC ID NO:

300, respectivamente.
Mas preferiblemente, eﬁ estos Nanocuerpos

preferidos de la invencién, las tres secuencias CDR1, CDR2

25 vy CDR3 presentes son adecuadamente elegidas del grupoc que
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secuencia CDR2 de la SEC ID NO: 232, y la secuencia CDR3 de
la SEC ID NO: 300, respectivamente (es decir, las
secuencias CDR pfesentes en el clon TNF1l), o del grupo de
las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3, respectivamente, que
tienen al menos 80%, preferiblemente al menos 90%, mas
preferiblemente al menos 95%, aln més preferiblemente al
menos 99% de identidad de secuencia con la secuencia CDRI1
de la SEC ID NO: 164, la secuencia CDR2 de la SEC ID NO:
232, y la = secuencia CDR3 de la SEC 1ID NO: 300,

respectivamente; y/o del grupo que consiste de las

.secuencias CDR1, CDR2 y CDR3, respectivamente, que tienen

3, 2 6 solamente 1 diferencia(s) de aminoacido(s) con la
secuencia CDR1 de la SEC ID NO: 164, la secuencia CDR2 de
la SEC ID NO: 232; y la secuencia CDR3 de.la SEC ID NO:
300, respeétivamente.

Aln mas preferiblemente, en estos Nanocuerpos
preferidos de la invencién, al menos una de las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 presentes es adecuadamente elegida del
grupo que consiste de la secuencia CDR1 de la SEC ID NO:
164, la secuencia CDR2 de la SEC ID NO: 232, y la secuencia
CDR3 de la SEC ID NO: 300, respectivamente (es decir, las
secuencias CDR presentes en el clon TNF1l). Preferiblemente,
en esta modalidad, al menos una o preferiblemente ambas de

las otras dos secuencias CDR presentes, son adecuadamente
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elegidas de 1las secuencias CDR que tienen al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, méds preferiblemente al menos
95%, aun mds preferiblemente al menos 99% de identidad de
secuencia con la secuencia CDR1 de'la.SEC ID NO: 1le64, 1la
secuencia CDR2 de la SEC ID NO: 232, y la secuencia CDR3 de
SEC ID NO: 300, respectivamente; y/o adecuadamente elegidas
del grupo que consiste de las secuenéias CDR gque tienen 3,
2 6 solamente 1 diferencia(s) de aminocdcido(s) con la
secuencia CDR1 de la SEC ID NO: 164, la secuencia CDR2 de
la SEC ID NO: 232, vy la secuencia CDR3 de la SEC ID NO:
300, respectivamente.

Aun mas preferiblemente, en estos Nanocuerpos:
preferidos de la invencidén, al menos dos de las secuencias
CDR1, CDRZ2 y CDR3 presentes son adecuadamente elegidas del
grupo que 'consiste de la secuencia CDR1 de la SEC ID NO:
164, la secuencia CDR2 de la SEC ID NO: 232, y la secuencia
CDR3 de la SEC ID NO: 300, respectivamente (es decir, las
secuencias CDR presentes en el clon TNF1l). Preferiblemente,
en esta modalidad, la secuencia CDR restante presente es
adecuadamente elegida del grupo de secuenéias CDR que
tienen al menos 80%, preferiblemente al menos 90%, mas
preferiblemente al menos 95%, aun mas preferiblemente al
menos 99% de identidad de secuencia con la secuencia CDR1
de la SEC ID NO: 164, la secuencia CDRZ de la SEC ID NO:

232, y la secuencia CDR3 de la SEC ID NO: 300,
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respectivamente; vy/o dei grupo que consiste de secuencias
CDR que tienen 3, 2 6 solamente 1 diferencia(s) de
aminoacido(s) con la secuencia CDR1 de la SEC ID NO: 164,
la secuencia CDR2 de la SEC ID NO: 232, y la secuencia CDR3
de la SEC ID NO: 300, respectivamente. |

Nanocuerpos particularmente preferidos de 1la
invencién, comprenden la secuencia CDR1 de la SEC ID NO:
164, la secuencia CDR2 de la SEC ID NO: 232, y la secuencia
CDR3 de la SEC ID NO: 300, respectivamente (es decir, las
secuencias CDR presentes en el clon TNF1).

Nanocuerpos con las secuencias CDR anteriores,
preferiblemente tienen secuencias de estructura que son
como se definen adicionalmente en este documento. Algunas
combinaciones particularmente preferidas, pero no
limitantes de las secuencias de estructura, se pueden ver
en las Tablas I anteriores. Como serd claro para la persona
experta, una combinacién de secuencias FR1, FR2, FR3 y FR4
gue ocurre en el mismo clon (es decir, secuencias FR1, FR2Z,
FR3 y FR4 las cuales son mencionadas en la misma linea en
la Tabla 1I), usualmente serdn preferidas (aunque 1la
invencién en su sentido mas amplio no esta limitada a-esta,
y también comprende otras combinaciones adecuadas de las
secuencias de estructura mencionadas en la Tabla I).

Mas especificamente, algunos aspectos preferidos

de esta modalidad de la invencidn son:
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XXXVIII) Un Nanocuerpo contra TNF-alfa, el cual consiste

de 4 regiones de estructura (FR1 hasta FR4
respectivamente) y 3 regiones que determinan la
complementariedad (CDR1 hasta CDR3 respectivamente),
en las cuales:

CDR1 comprende:

- la secuencia de aminoadcido DYWMY; 6

- una secuenclia de aminoacido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mds preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99%% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminodcido
DYWMY,; o

- una secuencia de aminodcido que tiene solamente 1
diferencia de aminoacido con la secuencia de

aminodcido DYWMY;

CDR2 comprende:

- la secuencia de aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG; o una
secuencia de aminodcido gque tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al
menos 95%; aun més preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la éecuencia de aminoacido
EINTNGLITKYPDSVKG; o

- una secuencia de aminocdcido que tiene 2 6 solamente

1 diferencia(s) de aminodcido(s) con la secuencia de
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aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG:;

CDR3 comprende:

- la secuencia de aminodcido SPSGEN; o

- una secuencia de aminoidcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al
menos 95%, aun mads preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de amino&cido
SPSGEN; o

- una secuencia de aminoééido que tiene solamente 1
diferencia de = aminoacido con la secuencia de
aminodcido SPSGFEN.

Un Nanocuerpo de conformidad con XXXVIII), en 1los
cuales CDR1 comprende la secuencia de aminoacido
DYWMY .

Un Nanocuerpo de conformidad con XXXVIII), en los
cuales CDR2 comprende la secuencia de aminoacido
EINTNGLITKYPDSVKG.

Un Nanocuerpo de conformidad con XXXVIII), en 1los
cuales CDR3 comprende la secuencia de aminodcido
SPSGEN.

Un Nanocuerpo de conformidad con XXXVIII), enA los

cuales:

- CDR1 comprende la secuencia de aminoacido DYWMY; y

CDR3 comprende la secuencia de aminocdcido SPSGFN; o
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- CDR1 comprende la secuencia de aminodcido DYWMY; vy
CDR2 comprende la secuencia de aminoacido
EINTNGLITKYPDSVKG; o

- CDRZ2 comprende la secuencia de aminoacido
EINTNGLITKYPDSVKG; y CDR3 comprende la secuencia de
aminoacido SPSGFN.

- Un Nanocuerpo de conformidad con XXXVIII), en los
cuales CDR1 comprende la secuencia de aminoacido
DYWMY; vy CDR3 comprende 1la secuencia de aminodcido
SPSGFN.

- Un Nanocuerpo de conformidad con XXXVIII) en los cuales
CDR1 comprende la secuencia de aminoacido DYWMY; CDR2
comprende la secuencia de aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG
y CDR3 comprende la secuencia de aminodcido SPSGFEFN.

- Un Nanocuerpo de conformidad con XXXVIII), en los

cuales,
- cualquier sustitucién de aminodcido es
preferiblemente una sustitucidn de aminoacido

conservativa; y/o
- dicha secuencia de aminoacido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminocdcidos, y no
supresipnes o 1inserciones de aminocacidos, comparada
con la(s) secuencia(s) de amincdcido(s) anteriores.

- Un Nanocuerpo de conformidad con XXXVIII), el cual es

un Nanocuerpo clase GLEW.
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Un Nanocuerpo de conformidad con XXXVIII), el cual
contiene un residuo de arginina (R) en la posicién
103.

Un Nanocuerpo de conformidad con XXXVIII), el cual
tiene al menos 80%, preferiblemente al menos 90%, mas
preferiblemente al menos 95%, aln mas preferiblemente
al menos 99% de identidad de secuencia (como se define
en este documento) con una de las seéuencias de
aminodcido de las SEC ID Nos. 52 (TNF1), 76 (TNF13),
77 (INF14), 95 (TNF29) & 96 (TNF30).

Un Nanocuerpo de conformidad con XXXVIITI), el cual es
un Nanocuerpo humanizado.

Un Nanocuerpo de conformidad con XXXVIII), el cual
contiene un residuo leucina (L) en la posicién 108.

Un Nanocuerpo de conformidad con XXXVIII), el cual
tiene una relacidén Koff para TNF mejor gue 2.10-3
2.10-3 (1/s), preferiblemente mejor que 1.10-3 (1/s);
o una variante humanizada de tal Nanocuerpo;

Un Nanocuerpo de conformidad con XXXVIII), el cual
tiene un wvalor EC50 en el ensayo a base de célula
usando células KYM descritas en el Ejemplo 1, bajo 3),
del documento WO 04/041862 gue es mejor que el valor
EC50 del_Nanocuerpo VHH 3E (SEC ID NO:4) del documento
WO 04/041862 en el mismo ensayo; ©O una variante

humanizada de tal Nanocuerpo.
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Un Nanocuerpo de conformidad con XXXVIII), el cual
tiene un valor EC50 en el ensayo a base de célula
usando células KYM descritas en el Ejemplo 1, bajo 3),
del documento WO 04/041862 gue es mejor que 5nM; o una
variante humanizada de tal Nanocuerpo.

Un Nanocuerpo de conformidad con XXXVIII), el cual
tiene un valor EC50 en el ensayo a base de célula
usando células KYM descritas en el Ejemplo 1, bajo.3),
del documento WO 04/041862 que es mejor que 3nM; O una

variante humanizada de tal Nanocuerpo.

XXXIX) Un Nanocuerpo contra TNF-alfa, el cual consiste de

4 regiones de estructura (FR1 hasta FR4
respectivamente) y 3 regiones que déterminan la
complementariedad (CDR1 hasta CDR3 respectivamente),
en las cuales

CDR1 es:

- la secuencia de aminoacido DYWMY; o

- una secuencia de aminocidcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mé&s preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de.aminoécido
DYWMY; o

- una secuencia de aminocdcido que tiene solamente 1
diferencia de aminoacido con la secuencia de

aminoadcido DYWMY;



10

15

20

25

Yy en

b)

y en

o4

-127-

las cuales:

CDR2 es:

- la secuencia de aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG; o

- una secuencia de amincacido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, ma&s preferiblemente al
menos. 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminodcido
EINTNGLITKYPDSVKG; o

- una secuencia de aminoacido que tiene 2 ¢ solamente
1 diferencia(s) de aminodcido(s) con la secuencia de
aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG;

las cuales

CDR3 es:

- la secuencia de aminocacido SPSGFN; o

—.una secuencia de aminoacido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mé&s preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoéacido
SPSGFEFN; o

- una secuencia de aminocacido que tiene solamente 1
diferencia de aminoacido con la secuencia de

aminodcido SPSGEN.

- Un Nanocuerpo de conformidad con XXXIX), en los cuales

CDR1 es la secuencia de aminoacido DYWMY.

- Un Nanocuerpo de conformidad con XXXIX), en los cuales
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- Un Nanocuerpo de conformidad con XXXIX), en los cuales
CDR3 es la secuencia de aminodcido SPSGFN

- Un Nanocuerpo de conformidad con XXXIX), en los cuales:
CDR1 es la secuencia de aminoacido DYWMY; y CDR3 es la
secuencia de amincdcido SPSGFN; o
- CDR1 es la secuencia de aminocédcido DYWMY; y CDR2 es
la secuencia de aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG; 6
- CDR2 es la secuencia ae aminoacido
EINTNGLITKYPDSVKG; y  CDR3 es la secuencia de
aminoacido SPSGFN.

— Un Nanocuerpo de conformidad con XXXIX), en los cuales-
CDR1 es la secuencia de aminoacido DYWMY; y CDR3 es la
secuencia de aminoacido SPSGFN.

- Un Nanocuerpo de conformidad con XXXIX), en los cuales
CDR1 es la secuencia de aminoécido DYWMY; CDRZ2 es la
secuencia de aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG y CDR3 es la
secuencia de aminocdcido SPSGFN.

—»Un Nanocuerpo de conformidad con XXXIX), en los cuales:
- cualquier sustitucidn de aminoacido ves
preferiblemente una sustitucidn de aminoéacido
conservativa; y/o
- dicha secuencia de aminodcido ©preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminoacidos, y no

supresiones o 1inserciones de aminoacidos, comparada
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con la(s) secuencia(s) de amincacido(s) anteriores.
- Un Nanocuerpo de conformidad con XXXIX), el cual es un
Nanocuerpo clase GLEW.
- Un Nanocuerpo de conformidad con XXXIX), el cual
5 contiene un residuo de arginina (R) en la posicién
103.
~— Un Nanocuerpo de conformidad con XXXIX), el cual tiene
al menos 80%, preferiblemente al menos 90%, mas
preferiblemente al menos 95%, aun més preferiblemente
10 al menos 99% de identidad de secuencia (como se define
en este documento) con una de las secuencias de
aminocdcido de las SEC ID Nos. 52 (TNF1l), .76 (TINF13),

77 (TNF14), 95 (TNF29) 6 96 (TNF30}).

Un Nanocuerpo de conformidad con XXXIX), el cual es un
15 Nanocuerpo humanizado.
" - Un Nanocuerpo de conformidad con XXXIX), el cual
contiene un residuo leucina (L) en la posicién 108.
- Un Nanocuerpo de conformidad con XXXIX), el cual tienev
una relaciédn Koff para TNF mejor de 2;10—3 (1/8),
20 preferiblemente mejor que 1.10-3 (1/s); o una variante

humanizada de tal Nanocuerpo.

Un Nanocuerpo de conformidad con XXXIX), el cual tiene
un valor EC50 en el ensayo a base de célula usando
células KYM descritas en el Ejemplo 1, bajo 3), del

25 documento WO 04/041862 que es mejor que el valor EC50
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04/041862 en el mismo ensayo o una variante humanizada
de tal Nanocuerpo.
— Un Nanocuerpo de conformidad con XXXIX), el cual tiene
5 un valor EC50 en el ensayo a base de célula usando
células KYM descritas en el Ejemplo 1, bajo 3), del
documento WO O4/041862 que es mejor que 5b5nM; o una
variante humanizada de tal Nanocuerpo.
- Un Nanocuerpo de conformidad con XXXIX), el cual tiene
10 un valor EC50 en el ensayo a base de célula usando
células KYM descritas en el Ejemplo 1, bajo 3), del
documento WO 04/041862 que es mejor que 3nM; o una
variante humanizada de tal Nanocuerpo.
- 'Un Nanocuerpo de conformidad con XXXIX), el cual es
15 : elegido del grupo que consiste de TNF 13 (SEC ID NO:
76), TNF 14 (SEC ID NO: 77), TNF 29 (SEC ID NO: 95) vy
TNF 30 (SEC ID NO:9¢6).
- Un Nanocuerpo de conformidad con XXXIX), el cual es TNF
30 (SEC ID NO: 96); con algunos otros aspectos siendo:
20 XL) Una proteina o polipéptido, el <cual comprende o
consiste esencialmente de un Nanocuerpo de conformidad
con XXXVIII) & XXXIX).
XLI) Una proteina o polipéptido, el cual comprende o
consiste esencialmente de al menos un Nanocuerpo de

25 conformidad con XXXVIII) & XXXIX).
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Una proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de XL) &6 XLI), el _cual comprende dos
Nanocuerpos de conformidad con XXXVIITI) 6 XXXIX).

Una . proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de XL) ¢ XLI), el <cual comprende dos
Nanocuerpos de conformidad con XXXVIII) ¢ XXXIX), y el
cual es de manera tal que dicha proteina‘ o)
polipéptido, después del enlace a un trimero de TNF,
es capéz de inhibir o reducir 1la reticulacién del
receptor de TNF que es mediada por dicho trimero de
TNF y/o la transducciédn de sefial que es mediada por
tal reticulacidn del receptor.

Una proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de XL) 6 XLI), el cual comprende dos
Nanocuerpos de conformidad con XXXVIII) 6 XXXIX), y el
cual es capaz de enlazarse intramolecularmente con al
menos dos sitios de enlace al receptor TNF en un
trimerc de TNF.

Una proteina o) polipéptidb de conformidad con
cualguiera de XL) & XLI), el cual comprende dos
Nanocuerpos de conformidad con XXXVIII) 6 XXXIX), los
cuales son directamente ligados entre si 6 enlazados
entre si via un enlazador.

Una proteina o polipéptido de conformidad con

cualquiera de XL) & XLI), el cual comprende dos
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cuales son ligados entre si via una secuencia de
aminoacido.

Una proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de XL) ¢ XLI), el cual comprende dos
Nanocuerpos de conformidad con XXXVIII) & XXXIX), los’
cuales son 1ligados entre si via wuna secuencia de
aminodcido (tal como, sin limitaciédén, una secuencia de
aminodcido que comprende residuos de glicina vy
serina), que comprende al menos 14 aminodcidos, mas
preferiblemente al menos 17 aminocacidos, tal como
aproximadamente 20-40 aminoacidos (tal como el
enlazédor GS30) .

Una ©proteina o polipéptido de conformidad con
cualgquiera de XL) 6 XLI), el cual comprende o consiste
esencialmente del polipéptido TNF 7 (SEC ID NO: 73),
en los cuales ambos Nanocuerpos TNF 1 han sido
humanizados.

Una proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de XL) 6 XLI), el cual comprende olconsiste
esencialmente del polipéptido TNF 55 (SEC ID NO: 419)
6 TNF 56 (SEC ID NO: 420). |

Una proteina o) polipéptido de conformidad con
cualquiera de XL) & XLI), el cual es pegilado.

Una proteina o polipéptido de conformidad con
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cualquiera de XL) 6 XLI), el cual comprende dos
Nanocuerpos de conformidad con XXXVIII) ¢ XXXIX), y el
cual es de manera tal que dicha proteina o
polipéptido, después del enlace a un trimero de TNF,
es capaz de inhibir o reducir 1la reticulacidén del
receptor de TNF que es mediada por dicho trimero de
TNF y/o la transduccién de seflal que es mediada por
tal reticulacién‘ del receptor; y/o el cual es de
manera tal que dicha proteina o polipéptido es capaz
de enlazarse 1intramolecularmente c¢con al menos dos
sitios de enlace al receptor TNF en un trimero de TNF,
y en el cual la proteina o polipéptido ademés
comprende al menos un Nanocuerpo dirigido contra
albuimina de suero humana.

Una proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de XL) 6 XLI), el cua; comprende dos
Nanocuerpos de conformidad con XXXVIII) & XXXIX), y en
el cual la proteina o polipéptido ademas comprende al
menos un Nanocuerpo dirigido contra albuimina de suero
humana, en los cuales los dos Nanocuerpos de
conformidad con XXXVIiI) o XXXIX) estan ligados entre
si via al menos un Nanocuerpo dirigido contra albumina
de suero humana, y en los cuales los dos Nanocuerpos
de conformidad con XXXVIII) & XXXIX) estidn ya sea

ligados directamente con al menos un Nanocuerpo
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dirigido <contra albumina de suero humana, & estén
ligados con al menos un Nanocuerpo dirigido contra
albUimina de suero humana via un enlazador.

Una proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de XL) &6 XLI), el cual comprende dos
Nanocuerpos de conformidad con XXXVIII) 6 XXXIX), y en
el cual la proteina o polipéptido ademas comprende al
menos un Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero
humana, en el cual los dos Nanocuerpos de conformidad
con XXXVIII) 6 XXXIX) estadn ligados entre si via al
merios un Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero
humana, vy en los cuales 1los dos‘ Nanocuerpos de
conformidad con XXXVIII) 6 XXXIX) estan ya sea ligados
directamente con al menos un Nanocuerpo dirigido
contra albumina de suero humana, & estidn ligados con
al menos un Nanocuerpo dirigido contra albumina de
suero humana via un enlazador, en los cuéles el
enlazador es una secuencia de aminoacido (tal como,
sin limitacidén, un enlazador que comprende residuos de
glicina y serina), y en particular una secuencia de
aminodcido que comprende entre 3 y 40 residuos de
aminoadcidos, tal como entre 5 vy 15 residuos de
aminodcidos (tal como el enlazador GS9).

Una proteina o polipéptido de conformidad con

P

cualquiera de XL) 6 XLI), el cual comprende dos
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Nanocuerpos de conformidad con XXXVIII) & XXXIX), y en
el cual la proteina o polipéptido ademas comprende al
menos un Nanocuerpo dirigido contra albimina de suero
humana, en los cuales los dos Nanocuerpos de

conformidad con XXXVIII) 6 XXXIX) estdn ligados entre

-si via al menos un Nanocuerpo dirigido contra albumina

de suero humana, y en los cuales los dos Nanocuerpos
de conformidad con XXXVIII) 6 XXXIX) estdn ya sea
ligados directamente <con- al menos un Nanocuerpo
dirigido contra albuimina de suero humana, & estéan
ligados con al menos un Nanocuerpo dirigido contra
albuimina de suero humana via un enlazador, y en ios
cuales la proteina o polipéptido es de manera tal que
dicha proteina o polipéptido, después del enlace a un
trimero de TNF, es capaz de inhibir o reducir 1la
reticulacién del receptor de TNF que es mediada por
dicho trimero de TNF y/o la transduccién de senal que
es mediada por tal reticulacién del receptor; y/o. en
los cuales la proteina o polipéptido es de manera tal
que dicha proteina o polipéptido es capaz de enlazarse
intramolecularmente con al menos dos sitios de enlace
al receptor TNF en un trimero de TNF.

Una proteina o polipéptido de conformidad con
cualquieré de XL) 6 XLI), en los cuales al menos un

Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero humana es
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un Nanocuerpos humanizado.

Una proteina o polipéptido de “conformidad con
cualquiera de XL) &6 XLI), en los cuales al menos un
Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero humana es
una variante humanizada del Nanocuerpo ALB 1 (SEC 1ID
NO: 63).

Una proteina o polipéptido de conformidad .con
cualquiera de XL) 6 XLI), en los cuales al menos un
Nanocuerpo dirigido contra albuimina de suero humana es
uno elegido del grupo que consiste de ALB 3 (SEC ID
NO: 87), ALB 4 (SEC ID NO: 88), ALB 5 (SEC ID NO: 89),
ALB 6 (SEC ID NO: 100), ALB 7 (SEC ID NO: 101), ALB 8
(SEC ID NO: 102) ALB 9 (SEC ID NO: 103) y ALB 10 (SEC
ID NO: 104).

Una proteina o polipéptido de conformidad con
cualgquiera de XL) 6 XLI), en los cuales al menos un
Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero humana es
ALB 8.

Una proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de XL) 6 XLI), el cual comprende o consiste
esencialmente de dos Nanocuerpos humanizados de
conformidad con cualquiera de XL) & XLI) y una
variante humanizada del Nanocuerpo ALB 1 (SEC ID NO:
63) .

Una proteina o) polipéptidoQ de conformidad con
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cualquiera de XL) 6 XLI), el cual comprende o consiste
esencialmente del polipéptido TNF24 (SEC ID NO: 90),
en los cuales tanto el Nanocuerpo TNF1l, asi como
también el Nanocuerpo ALB 1, han sido humanizados.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de XL) 6 XLI), el cual ~comprende o consiste
esencialmente de dos Nanocuerpos TNF 30 'y un
Nanocuerpo ALB 8.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de XL) &6 XLI), el cual comprende o consiste
esencialmente del polipéptido TNF 60 (SEC ID NO: 417).

Se debe notar gque cuando un Nanocuerpo es
mencionado anteriormente por estar "de conformidad con
XXXVIII" o "de cénformidad con XXXIX", esté. al mencs de
conformidad con uno de XXXVIII) y/o XXXIX), y puede también
incluir uno o més de los otros aspectos que estan indicados
por estar "de conformidad con XXXVIII” o “de conformidad
con XXXIX" anteriores.. De manera similar, cuando una
proteina o polipéptido es mencionado anteriormente por
estar "de conformidad con cualquiera de XL) ¢ XLI)", esté
al menos de conformidad con uno de XL) hasta XLI), puede
estar de conformidad con dos o més de VI) hasta XVIII), vy
puede también incluye cualquiera o mads de 1los otros
aspectos que estédn indicados por estar "de conformidad con

cualquiera de XL) & XLI) anteriores.
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Para los Nanocuerpos basados en el Nanocuerpos

anterior (que incluye pero no se limita a ‘los

Nanocuerpos humanizados), las secuencias de estructura

pueden en general, ser como se describen en este documento,

y preferiblemente, son como siguen:

a)

FR1 comprende O es:

- la secuencia de aminocdcido de la SEC ID NO: 130; o

- una secuencia de amincdcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al
menos 95%, aun més preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoéacido
de la SEC ID NO: 130; o

- una secuencia de aminoacido que tiene solamente 1
diferencia de aminodcido con la secuencia de

aminocdcido de 1la SEC ID NO: 130;

FR2 comprende o es:

- la secuencia de aminocdcido de la SEC ID NO: 198; o

- una secuencia de aminocacido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoédcido
de la SEC ID NO: 198; o una secuencia de aminoacido
que tiene 2 o) solamente 1 diferencia(s) de

aminodcido(s) con la secuencia de aminoacido de la SEC
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ID NO: 198;

FR3 comprende o es:

- la secuencia de aminocdcido de la SEC ID NO: 266; o

- una secuencia de aminodcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido
de la SEC ID NO: 266; o

- una secuencia de aminocdcido que tiene solamente 1
diferencia de aminoacido con la secuencia de

aminocacido de la SEC ID NO: 266.

FR4 comprende o es:

- la secuéncia de aminodcido de la SEC ID NO: 334; ¢

— una secuencia de aminodcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mds preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminodcido
de la SEC ID NO: 334; o

- una secuencia de aminocdcido que tiene solamente 1
diferencia de aminoacido con la secuencia de
aminoacido de la SEC ID NO: 334;

las cuales las diferencias de aminodcidos presentes en

secuencias de estructura son méas preferiblemente,
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como se describe en este documento.

Los Nanocuerpos contra TNF, los cuales tienen
regiones de estructura como se describe anteriormente (es
decir, similar a TNFl), y en los cuales al menos una de las
regiones de estructura (tal como alguna de dos, alguna de
tres o las cuatro regiones de estructura) han sido
humanizadas, forman un aspecto adicional de la invenciédn.
Tales Nanocuerpos pueden en particular, tener CDR que son
tales que el Nanocuerpo tiene una relacién Koff para TNF
mejor de 2.10-3 (1/s), preferiblemente mejor que 1.10-3
(1/s); y/o tienen CDR que son de manera tal que el
Nanocuerpo- tiene un valor EC50 en el ensayo a base de
célula usando células KYM descritas en el Ejemplo 1, bajo
3), del documento WO 04/041862 que es mejor que el valor
EC50 del Nanocuerpo VHH 3E (SEC ID NO:4) del documento Wwo
04/041862 en el mismo ensayo; y en particular mejor que
12nM, més en particular mejor que 5 nM, aun mas én
particular mejor que 3nM. También, 6 alternativamente,
tales Nanocuerpos son preferiblemente dirigidos. contra el
mismo epitope de TNF (es decir, el trimero de TNF) como
TNF1.

En particular, 1la invencién se refiere a un
Nanocuerpo contra TNF-alfa, el cual es una variante
humanizada de un Nanocuerpo contra TNF-alfa, en el cﬁal,

el Nanocuerpo contra TNF-alfa tiene las siguientes
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secuencias de estructura: FR1: SEC ID NO: 130; FR2: SEC ID
NO: 198; FR3: SEC ID NO: 266; y FR4: SEC ID NO: 334. Tal
nanocuerpo puede en particular, tener CDR que son de manera
tal que el Nanocuerpo tiene una relacidén Koff para TNF
mejor de 2.10-3 (1/s), preferiblemente mejor que 1.10-3
(1/s); y/o tiene CDR que son de manera tal que el
Nanoéuerpo tiene un valor EC50 en el ensayo a base de
células usando células KYM descritas en el Ejemplo 1, bajo
3), del documento WO 04/041862 que es mejor que el valor
EC50 del Nanocuerpo VHH 3E (SEC ID NO:4) del documento WO
04/041862 en el mismo ensayo; y en particular mejor que
12nM, mé&s en particular mejor que 5 nM, atn mas en
particular mejor que 3nM. También, o alternativamente,
tales Nanocuerpos son preferiblemente dirigidos contra el
mismo epitope de TNF (es decir, el trimero de TNF) como
TNEF1.

Otro «clon que ha sido encontrado por ser
particularmente util como un Nanocuerpo anti-TNF es el clon
PMP5F10 (TNF3, SEC ID NO: 60). Como se puede ver a partir
de los datos comparativos del ensayo KYM en la Tabla 39, el
TNF3 tiene un valor EC50 que es méds de 15 veces mejor que
el mejor Nanocuerpo monovalente descrito en el documento WO
04/41862.

Por consiguiente, los Nanocuerpos que comprenden

uno 0o mas, preferiblemente cualquiera dos y mas

-
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preferiblemente las tres CDR presentes en el clon PMP5F10
(0 secuencias CDR que son derivadas a partir de estas o
corresponden a estas) son particularmente‘preferidas en la
invencién. También, estos Nanocuerpos preferiblemente
pertenecen a ia clase KERE.
Mas especificamente, algunos aspectos preferidos
de esta modalidad de labinvencién son:
XLITI) Un Nanocuerpo contra TNF-alfa, el cual consiste de
4 regiones de estructura (FR1 hasta FR4
respectivamente) y 3 regiones que determinan la
complementariedad (CDR1 hasta CDR3 respectivamente),
en los cuales
a) CDR1 comprende:
- la secuencia de aminoacido NYYMG; o
- una secuencia de aminodcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, m&s preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido
NYYMG; o
- una secuencia de aminodcido que tiene 2 6 solamente
1 diferencia de aminodcido <con la secuencia de

aminocdcido NYYMG;

b) CDR2 comprende:

- la secuencia de aminocdcido NISWRGYNIYYKDSVKG: o
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- una secuencia de aminodcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoédcido
NISWRGYNIYYKDSVKG; o

- una secuencia de aminodcido que tiene 2 & solamente
1 diferencia(s) de aminodcido(s) con la secuencia de

aminodcido NISWRGYNIYYKDSVKG;

c) CDR3 comprende:
- la secuencia de aminodcido SILPLSDDPGWNTY; o
- una secuencia de aminodcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mds preferiblemente alv
menos 95%, aun més preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido
SILPLSDDPGWNTY; &
- una secuencia de aminodcido que tiene 2 ¢ solamente
1 diferencia de aminodcido <con la secuencia de
aminodcido SILPLSDDPGWNTY.

- Un Nanocuerpo de conformidad con XLII), en los cuales
CDR1 comprende la secuencia de aminoacido NYYMG.

- Un Nanocuerpo de conformidad con XLII), en los cuales
CDR2 comprende la " secuencia de aminoacido
NISWRGYNIYYKDSVKG.

- Un Nanocuerpo de conformidad con XLII), en los cuales
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CDR3 comprende la secuencia de aminoacido
SILPLSDDPGWNTY.

- Un Nanocuerpo de conformidad con XLII), en los cuales:

- CDR1 comprende la secuencia de aminoacido NYYMG; vy
CDR3 comprende la secuencia. de aminoécido
SILPLSDDPGWNTY; o

- CDR1 comprende la secuencia de aminodcido NYYMG; vy
CDR2 comprende la secuencia de aminoacido
NISWRGYNIYYKDSVKG; o

- CbRZ comprende la secuencia de aminoacido
NISWRGYNIYYKDSVKG; y CDR3 comprende la secuencia de
aminoacido SILPLSDDPGWNTY.

- Un Nanocuerpo de conformidad con XLII), en los cuales
CDR1 compfende la secuencia de aminodcido NYYMG; CDR2
comprende la secuencia de aminoacido SILPLSDDPGWNTY vy
CDR3 comprende la secuencia de aminodcido
ILPLSDDPGWNTY.

- Un Nanocuerpo de conformidad con XLII), en los cuales
- cualquier sustitucidén de aminoacido es
preferiblemente una sustitucidn de aminodcido
conservativa; y/o
- dicha secuencia de aminodcido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminoacidos, y no
supresiones o 1inserciones de aminodcidos, comparada

con la(s) secuencia(s) de aminocacido(s) anteriores.
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- Un Nanocuerpo de conformidad con XLII)/ el cual es un
Nanocuerpo clase KERE.

- Un Nanocuerpo de conformidad con XLII), el cual tiene
al menos 80%, preferiblemente al menos 90%, méas
preferiblemente al menos 95%, aun méas preferiblemente
al menos 99% de identidad de secuencia (como se define
en este documento) con una de las secuencias de
aminocdcido de las SEC ID Nos. 50 (TNF3), 83 (TNF20),
85 (TNF21), 85 (TNF22), 96 (TNF23) & 99 (TNF33).

- Un Nanocuerpo de conformidad con XLII), el cual es un
Nanocuerpo humanizado.

- Un Nanocuerpo de conformidad con XLII), el cual tiene
una relacién Koff para TNF mejor de 2.107° (1/s),
preferiblemente mejor que 1.1073 (1/s), 6 una variante
humanizada de tal Nanocuerpo.

- Un Nanocuerpo de conformidad con XLII), el cual tiene
un valor EC50 en el ensayo a base de células usando
células KYM descritas en el Ejemplo 1, bajo 3), del
documento WO 04/041862 que es mejor que el valor EC50
del Nanocuerpo VHH 3E (SEC ID NO 4) del documento WO
04/041862 en el mismo ensayo, o una variante
humanizada de tal Nanocuerpo.

- Un Nanocuerpc de conformidad con XLII), el cual tiene
un valof EC50 en el ensayo a base de.células usando

células KYM descritas en el Ejemplo 1, bajo 3), del
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documento WO 04/041862 que es mejor que 5nM, & una
variante humanizada de. tal Nanocuerpo.

Un Nanocuerpo de conformidad con XLII), el cual tiene
un valor EC50 en el ensayo a base de célula, usando
células KYM descritas in Ejemplo 1, bajo 3), del
documento WO 04/041862 gue es mejor que 3nM, & una

variante humanizada de tal Nanocuerpo.

XLIII) Un Nanocuerpo contra TNF-alfa, el cual consiste de

4 regiones de estructura (FR1 hasta FR4
respectivamente) vy 3 regiones que determinan la
complementariedad (CDR1 hasta CDR3 respectivamente),
en las cuales

CDR1 es:

- la secuencia de aminodcido NYYMG, o

- una secuencia de aminoacido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, més preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido
NYYMG, &6 una secuencia de aminoacido qué tiene 2 &
solamente 1 diferencia de aminodcido con la secuencia

de aminocacido NYYMG,

CDR2 es:
- la secuencia de aminoadcido NISWRGYNIYYKDSVKG, o

- una secuencia de aminoacido que tiene al menos 80%,
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preferiblemente al menos 90%, mé&s preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido
NISWRGYNIYYKDSVKG, 6

- una secuencia de aminodcido que tiene 2 & solamente
1 diferencia(s) de aminoacido(s) con la secuencia de

aminodcido NISWRGYNIYYKDSVKG, y

CDR3 es:

- la secuencia de aminoacido SILPLSDDPGWNTY; o

- una secuencia de aminocdcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, ma&s preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido
SILPLSDDPGWNTY; o

- una secuencia de aminodcido que tiene 2 6 solamente
1 diferencia de aminodcido <con la secuencia de
aminodcido SILPLSDDPGWNTY.

Un Nanocuerpo de conformidad con XLIII), en los cuales
CDR1 es la secuencia de aminoacido NYYMG.

Un Nanocuerpo de conformidad con XLIII), en los cuales
CDR2 es la secuencia de aminodcido NISWRGYNIYYKDSVKG.
Un Nanocuerpo de conformidad con XLIII), en los cuales

CDR3 es la secuencia de aminoacido SILPLSDDPGWNTY.

Un Nanocuerpo de conformidad con XLIII), en los cuales:

- CDR1 es la secuencia de aminoacido NYYMG; y CDR3 es
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la secuencia de aminodcido SILPLSDDPGWNTY; o
- CDR1 es la secuencia de aminoacido NYYMG; y CDR2 es
la secuencia de amincdcido NISWRGYNIYYKDSVKG; 6
- CDR2 es la secuencia de aminoacido
NISWRGYNIYYKDSVKG; y  CDR3 es la secuencia de
aminodcido SILPLSDDPGWNTY.

- Un Nanocuerpo de conformidad con XLIII), en los cuales
CDR1 es la secuencia de aminodcido NYYMG; CDR2 es la
secuencia de aminoacido SILPLSDDPGWNTY y CDR3 es la

secuencia de aminoadcido ILPLSDDPGWNTY.

— Un Nanocuerpo de conformidad con XLIII), en los cuales
- cualquier sustitucidn de aminoacido es
preferiblemente una sustitucidn de aminoacido

conservativa; y/o
- dicha secuencia de aminoacido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminoacidos, y no
supresiones o 1inserciones de aminoacidos, comparada
con la(s) secuencia(s) de aminoacido(s) anteriores.

- Un Nanocuerpo de conformidéd con XLIII), el cual es un
Nanocuerpo clase KERE.

- Un Nanocuerpo de conformidad con XLIII), el cual tiene
al menos 80%, preferiblemente al menos 90%, mas
preferiblemente al menos 95%, aun mas preferiblemente

al menos 99% de identidad de secuencia (como se define

en este documento) con una de las secuencias de
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aminoacido de las SEC ID Nos. 50 (TNF3), 83 (TNF20),
85 (TNF21), 85 (TINF22), 96 (TNF23) 6 99 (TNF33).

- Un Nanocuerpo de conformidad con XLIII), el cual es un
Nanocuerpo humanizado.

~ Un Nanocuerpo de conformidad con XLIII), el cual tiene
una relacién Koff para TNF mejor de 2.107° (1/s),
preferiblemente mejor que 2.107° (1/s); o una variante
humanizada de tal Nanocuerpo.

- Un Nanocuerpo de conformidad con XLIII), el cual tiene
un valor EC50 en el ensayo a base de células usando
células KYM descritas en el Ejemplo 1, bajo 3), del
documento WO 04/041862 que es mejor que el valor ECS50
del Nanocue?po VHH 3E (SEC ID NO:4) del documento WO
04/041862 en el mismo ensayo; o una variante
humanizada de tal Nanocuerpo.

- Un Nanocuerpo de conformidad con XLIII), el cual tiene
un valor EC50 en el ensayo a base de células usando
células KYM descritas en el Ejemplo 1, bajo 3), del
documento WO 04/041862 que es mejor que 5nM; o una
variante humanizada de tal Nanocuerpo.

- Un Nanocuerpo de conformidad con XLIII), el cual tiene
un valor EC50 en el ensayo a base de células usando
células KYM descritas en el Ejemplo 1, bajo 3), del
documento WO 04/041862 que es mejor que 3nM; o una

variante humanizada de tal Nanocuerpo.
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- Un Nanocuerpo de conformidad con XLIII), el cual es
elegido del grupo que consiste de las SEC ID Nos., 83
(TNF20), 85 (TNF21), 85 (TNF22), 96 (TNF23) &6 098
(TNF33) TNF 13 (SEC ID NO: 76), TNF 14 (SEC ID NO:
77), TNF 29 (SEC ID NO: 95) y TNF 30 (SEC ID NO:9¢6),

con algunos otros aspectos siendo:

XLIV) Una proteina o polipéptido, el cual comprende o
consiste esencialmente de un Nanocuerpo de conformidad
con XLII) 6 XLIII).

XLV) Una proteina o polipéptido, el cual 'comprende o
consiste esencialmente de al menos un Nanocuerpo de
conformidad con XLII) & XLIII).

XLVI) Una proteina o polipéptido, el cual comprende dos
Nanocuerpos de conformidad con XLII) &6 XLIITI).

XLVII) Una proteina o polipéptido, el cual comprende dos
Nanocuerpos de conformidad con XLII) 6 XLIII), y el
cual es de manera tal que dicha ©proteina o
polipéptido, después del enlace a un trimero de TNF,
es capaz de 1inhibir o reducir la reticulacidén del
receptor de TNF que es mediada por'dicho trimero de

- TNF y/o la transduccién de sefial que es mediada por
tal reticulacidédn del receptor.

XLVIII) Una proteina o polipéptido, el cual comprende dos
Nancocuerpos de conformidad con XLII) & XLIII), y el

cual es capaz de enlazarse intramolecularmente con al
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menos dos sitios de enlace al receptor TNF en un
trimero de TNF.

Una proteina o ©polipéptido de conformidad con
cualquiera de XLIV) 6 XLVIII), el cual comprende o
consiste esencialmente del polipéptido TNF 6 (SEC 1ID
NO: 72) 6 TNF 9 (SEC ID NO: 75, en los cuales ambos
Nanocuerpos TNF 3 han sido humanizados.

Una proteina o ©polipéptido de conformidad con
cualquiera de XLIV) 6 XLVIII), el cual es pegilado.

Una proteina o polipéptido, el cual comprende dos
Nanocuerpos de conformidad con XLIT) 6 XLIII), y el
cual es de manera tal que dicha ©proteina o
polipéptido, después del enlace a un trimero de TNF,
es capaz de inhibir o reducir la reticulacidén del
receptor de TNF que es mediada por dicho trimero de
TNF y/o la transduccidédn de seflal que es mediada por
tél reticulacién del receptor; y/o el cual es de
manera tal que dicha proteina o polipéptido es capaz
de enlazarse intramolecularmente con al menos dos
sitios de enlace al receptor TNF en un trimero de TNF,
y en el cual 1la proteina o ©polipéptido ademéas
comprende al  menos un Nanocuerpo dirigido contra
alblimina de suero humana.

Una proteina o polipéptido de. conformidad con

cualquiera de XLIV) & XLVIII), en los cuales al menos
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un Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero humana
es un Nanocuerpo humanizado.

Una proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de - XLIV) & XLVIII), en los cuales al menos
un Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero humana
es una variante humanizada del Nanocuerpo ALB 1 (SEC
ID NO: 63).

Una proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de XLIV) 6 XLVIII), en los cuales al menos
un Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero humana
es uno elegido del grupo que consiste de ALB 3 (SEC ID
NO: 87), ALB 4 (SEC ID NO: 88), ALB 5 (SEC ID NO: 89),
ALB 6 (SEC ID NO: 100), ALB 7 (SEC ID NO: 101), ALB 8
(SEC ID NO: 102) ALB 9 (SEC ID NO: 103) y ALB 10 (SEC
ID NO: 104).

Una proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de XLIV) 6 XLVIII), en los cuales al menos
un Nanocuerpo dirigido contra albuimina de suero humana
es ALB 8.

Una proteina o) polipéptido de  conformidad con
cualquiera de XLIV) 6 XLVIII), el cual comprende o
consiste esencialmente de dos Nanocuerpos humanizados
de conformidad con cualquiera de XILIV) é XLVIII) y una
variante humanizada del Nanocuerpo ALB 1 (SEC 1ID NO:

63) .
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- Una proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de XLIV) &6 XLVIII), el cual comprende &
consiste esencialmente del polipéptido TNF26 (SEC 1ID
NO: 92), en los cuales ambos Nanocuerpos TNF 3 asi
como también el Nanocuerpo ALB 1 ha sido humanizado.

Se debe notar que cuando un Nanocuerpo es
mencionado anteriormente por estar "de conformidad con
XLII" o "de conformidad éon XLIII", estd al menos de
conformidad con uno de XLII) y/o XLIII), y puede también
incluir uno o mas de los otros aspectos que estan indicados
por estar "de conformidad con XLII)” o “de conformidad con
XLIII)" anteriores. De manera similar, cuando una proteina
o polipéptido es mencionado anteriormente por estar "de
conformidad con cualquiera de XLIV) ¢ XLVIII)", esta al
menos de conformidad con uno de XL) hasta XLI), puede estar
de conformidad con dos o mas de XLIV) hasta XLVIII), vy
puede también incluir uno o mas de los otros aspectos que
estadn indicados por estar "de conformidad con cualquiera de
XLIV) 6 XLVIII) anteriores.

Para los Nanocuerpos basados en el Nanocuerpo
TNF3 anterior (que incluye pero no se limita a los
Nanocuerpos humanizados), las secuencias de estructura
pueden en general, ser como se describen en este documento,
y preferiblemente son como sigue:

a) FR1 comprende o es:
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- la secuencia de aminoacido de la SEC ID NO: 138; o

- una secuencia de aminoacido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido
de la SEC ID NO: 138; o

- una secuencia de aminoacido que tiene solamente 1
diferencia de aminoacido con la secuencia de

aminodcido de la SEC ID NO: 138;

FR2 comprende o es:

- la secuencia de aminocacido de la SEC ID NO: 206; o

- una secuencia de aminocdcido que tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mads preferiblemente al
menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoéacido
de la SEC ID NO: 206; o

- una secuencia de aminodcido que tiene 2 6 solamente
1 diferencia(s) de aminoacido(s) con la secuencia de

aminoacido de la SEC ID NO: 206;

FR3 comprende o es:

- la secuencia de aminodcido de la SEC ID NO: 274; o

" - una secuencia de aminodcido que tiene al menos 80%,

preferiblemente al menos 90%, més preferiblemente al
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menos 95%, aun méds preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoéacido
de la SEC ID NO: 274; o

- una secuencia de aminodcido que tiene solamente 1
diferencia de amincacido | con la secuencia de

aminodcido de la SEC ID NO: 274.

d) FR4 comprende o es:
- la secuencia de aminodcido de la SEC ID NO: 342; o
- una secuencia de aminodcido gue tiene al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al
menos 95%, aun méds preferiblemente al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminodcido
de la SEC ID NO: 342; o
- una secuencia de aminodcido que tiene solamente 1
diferencia de aminoacido con la secuencia de
aminoacido de la SEC ID NO: 342;
en las cuales las diferencias de aminoacidos
presente en las secuencias de  estructura son  mas
preferiblemente como se describen en este documento.
En otro aspecto, la invencién se refiere a un
Nanocuerpo con una secuencia de aminodcido que es elegida
del grupo que consiste de las SEC ID Nos.: 52 hasta 60, del

grupo que consiste de las SEC ID Nos.: 76 hasta 86, del

grupo que consiste de las SEC ID Nos.: 95 hasta 99, del

1
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grupo que consiste de las SEC ID Nos. 105 hasta 129 o del
grupo que consiste a partir de la secuencia de aminodcido
que tiene mas de 80%, preferiblemente més de 90%, mas
preferiblemente mas de 95%, tal como 99% & mas de
“identidad de secuencia” (como se define en este documento)
con una ¢ mas de la secuencia de aminoacido de la SEC ID
Nos.: 52 hasta 60, SEC ID Nos.: 6 hasta 86, SEC ID Nos.:
95 hasta 99 6 SEC ID Nos. 105 hasta 129, en las cuales, la
Ultima secuencia de aminodcido tiene mas preferiblemente,
secuencias de estructura que son como se definen
adicionalmente posteriormente, bajo la descripcidén general
de las secuencias de estructura de Nanocuerpos.

Por consiguiente, en una modalidad especifica
pero no limitante, las uUltimas secuencias de aminoacidos
son “humanizadas”, como se describe ademéds en esté
documento.

Més preferiblemente, los Nanocuerpos de la
invencidén son elegidos del grupo que consiste de la SEC ID
Nos.: 52 hasta 60, del grupo que consisté de las SEC 1ID
Nos.: 76 hasta 86, del grupo que consiste de las SEC 1ID
Nos.: 95 hasta 99, o del grupo que consiste de las SEC ID
Nos. 105 hasta 129, de 1las cuales, los Nanocuerpos
“humanizados” de las SEC ID Nos. 76 hasta 86 y SEC ID Nos.:
95 hasta 99 pueden ser particularmente preferidas.

Como se menciond anteriormente, un Nanocuerpo
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particularmente preferido de la invencién,' es el clon
PMP1C2 (TNF1l; SEC ID NO: 52). De este modo, en un aspecto
preferido, la invencidén se refiere a un Nanocuerpo con una
secuencia de aminodcido que es elegida del grupo que
consiste de las SEC ID NO: 52 o del grupo que consiste de
la secuencia de aminocacido que tiene mas ‘'de 80%,
preferiblemente mas de 90%, mas preferibleﬁente mas de 95%,
tal como 99% & maés de “identidad de secuencia” (como se
define en este documento) con la secuencia de aminodcido de
la SEC ID NO: 52, en los cuales la ultima secuencia de
aminoacido mas preferiblemente tienen secuencias de
estructura que son como se definen ademds posteriormente,
bajo la descripcién general de las secuencias de estfuctura
de Nanocuerpos.

Particularmente preferidas, son variantes
humanizadas del clon PMP1C2 (TNF1l; SEC ID NO: 52). Algunos‘
ejemplos preferidos, pero no limitantes de tales variantes
humanizadas son los clones TNF13 (SEC iD NO: 76), TNF14
(SEC ID NO:77), TNF29 (SEC ID NO: 95) y TNF 30 (SEC ID NO:
96). De este modo, en un aspecto preferido, la invencidn se
"refiere a un Nanocuerpo humanizado con una secuencia de
aminoacido que es elegida del grupo que consiste de las SEC
ID Nos.: 76, 77, 95 6 96, o del grupo que consiste de la
secuencia de aminoacido que tiene mas de 80%,

preferiblemente mas de 90%, méds preferiblemente mas de 95%,



10

15

20

25

180

-158-

tal como 99% & més de “identidad de secuencia” (como se
define en este documento) con una de las secuencias de
aminocdcido de las SEC ID Nos.: 76, 77, 95 &6 96, en las
cuales la Gltima seéuencia de aminoéacido mas
preferiblemente tiene secuencias de estructura que son como
se definen ademds posteriormente, bajo la descripcidn
general de las secuencias de estructura de Nanocuerpos.

De conformidad coh una modalidad preferida, el
Nanocuerpo de 1la invencién‘es una variante humanizada del
Nanocuerpo TNF 1 (SEC ID NO: 52).

Algunos aspectos preferidos de esta modalidad de
la invencién son:

XLIX) Una variante humanizada del Nanocuerpo TNF1l, el
cual tieng una relacién Koff para TNF mejor de 2.107°
(1/s), pfeferiblemente mejor que 1.107° (1/s).

L) Una variante humanizada del Nanocuerpo TNF1l, el cual
tiene un valor EC50 en el ensayo a base de célula
usando células KYM descritas en el Ejemplo 1, bajo 3),
del documento WO 04/041862 que es mejor que el valor
EC50 del Nanocuerpo VHH 3E (SEC ID NO:4) del documento
WO 04/041862 en el mismo ensayo.

LLT) Una variante humanizadé del Nanocuerpo TNF 1, el cual
tiene un valor EC50 en el ensayo a base de célula
usando células KYM descritas en el Ejemplo 1, bajo 3),

del documento WO 04/041862 gque es mejor que 5nM.
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LII) Una variante humanizada del Nanocuerpo TNF 1, el
cual tiene un valor EC50 en el ensayo a base de célula
usando células KYM descritas en el Ejemplo 1, bajo 3),
del documento WO 04/041862 que es mejor que 3nM.

LIII) Una proteina o polipéptido, el cual comprende o
consiste esencialmente de al menos un ‘Nanocuerpo el
cual es una variante humanizada dél Nanocuerpo TNEF 1
de conformidad con cualquiera de XLIX) hasta LII).

LIV) Una proteina o polipéptido, el cual comprende o
consiste esencialmente de dos Nanocuerpos los cuales
son variantes humanizadas del Nanocuerpo TNF1 de
conformidad con cualquiera de XLIX) hasta LII)
(opcionalmente enlazadas via un enlazador).

LV) Una proteina o polipéptido, el cual comprende o
consiste esencialmente de dos Nanocuerpos los cuales
son variantes humanizadas del Nanocuerpo TNF1 de
conformidad con cualquiera de XLIX) hasta LII)
(opcionalmente enlazadas via un enlazador), y el cual
es de manera tal que dicha proteina o polipéptido,
después del enlace a un trimero de TNF, es capaz de
irthibir o reducir la reticulacidén del receptor de TNF
que es mediada por dicho trimero de TINF y/o la
transduccidén de sefilal que es mediada por tal
reticulacién del receptor.

LVI) Una proteina o polipéptido, el cual comprende o
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consiste esencialmente de dos Nanocuerpos los cuales
son variantes humanizadas del Nanocuerpo TNF1 de
conformidad con cualquiera de XLIX) hasta LII) y el
cual es capaz de enlazarse intramcolecularmente con al
menos dos sitios de enlace al receptor TNF en un
trimerc de TNF.

LVII)Una proteina o polipéptido el cual comprende o
consiste esencialmente del pqlipéptido TNF 7 (SEC 1ID
NO: 73), en los cuales ambos Nanocuerpos TNF1 han sido
humanizados.

LVITI) Una proteina o polipéptido el cual comprende o
consiste esencialmente del polipéptido TNEF 7 (SEC ID
NO: 73), en los cuales ambos Nanocuerpos TNF1 han sido
humanizados, y el cual es pegilado.

LIX) Una proteina o polipéptido, el cual comprende o
consiste esencialmente.de dos Nanocuerpos los cuales
son variantes humanizadas del Nanocuerpo TNF1 de
conformidad con cualguiera de XLIX) hasta LII), y el
cual ademéds, comprende al menos un Nanocuerpo dirigido
contra albUmina de suero humana.

LX) Una proteina o polipéptido, el cual comprende o
consiste esencialmente de dos Nanocuerpos los cuales
son variantes humanizadas del Nanqcuerpo TNF1 de
conformidad con cualquiera de XLIX) hasta LII), los

cuales son cada uno enlazados (opcionalmente enlazados
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via un enlazador) hasta un Nanocuerpo dirigido contra
albumina de suero humana.
Una proteina o polipéptido de conformidad con

cualquiera de LIII) hasta LX), en los cuales al menos

un Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero humana

‘es un Nanocuerpo humanizado.

Una proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de LIII) hasta 1X), en los cuales al menos
un Nanocuerpco dirigido contra albumina de suero humana
es una variante humanizada del Nanocuerpo'ALB 1 (SEC
ID NO: 63).

Una proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de LIII) hasta LX), en los cuales al menos
un Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero humana
es uno elegido del grupo que consiste de ALB 3 (SEC 1ID
NO: 87), ALB 4 (SEC ID NO: 88), ALB 5 (SEC ID NO: 89),
ALB 6 (SEC ID NO: 100), ALB 7 (SEC ID NO: 101), ALB 8
(SEC ID NO: 102) ALB 9 (SEC ID NO: 103) y ALB 1OI(SEC
ID NO: 104).

Una proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de LITTI) hasta LX), en los cuales al menos
un Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero humana
es ALB 8.

Una proteina o polipéptido de conformidad con

cualquiera de LIII) hasta LX), el cual comprende o
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consiste esencialmente del polipéptido TNF24 (SEC 1ID
NO: 90), en los cuales tanto el Nanocuerpo TNF1l asi
como también el Nanocuerpc ALB TNF1 han sido
humanizados.

5 - Una proteina o ©polipéptido de conformidad con
cualquiera de LIII) hasta LX), el cual comprende o
consiste esencialmente de dos Nanocuerpos TNF 30 y un
Nanocuerpo ALB 8.

De conformidad con una modalidad preferida, el
10 Nanocuerpo de la invencién es una variante humanizada del
Nanocuerpo TNF 3 (SEC ID NO:60).
Algunos aspectos preferidos de esta modalidad de
la invencién son:
ILXI) Una wvariante humanizada del Nanocuerpo TNF 3, el
15 cual tiene una relacidén Koff para TNF mejor de 2.10-3
(1/s), preferiblemente mejor que 1.10-3 (1/s).
LXII) Una variantekhumanizada del Nanocuerpo TNF 3, el
cual tiene un valor EC50 en el ensayo a base de
célula usando células KYM descritas en el Ejemplo 1,
20 bajo 3), del documento WO 04/041862 que es mejor gue
el valor EC50 del Nanocuerpo VHH 3E (SEC ID NO:4) del
documento WO 04/041862 en el mismo enéayo.
LXIII) Una variante humanizada del Nanocuerpo TNF 3, el
cual tiene un valor EC50 en el ensayo a base de

25 célula usando células KYM descritas en el Ejemplo 1,
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5nM.

LXIV) Una variante humanizada del Nanocuerpo TNF 3, el
cual tiene un valor EC50 en el ensayo a base de
célula usando células KYM descritas en el Ejemplo 1,
bajo 3), del documento WO 04/041862 que es‘mejor gue
3nM.

LXV) Una proteina o polipéptide, el cual comprende o
consiste esencialmente de al menos un Nanocuerpo el
cual es una variante humanizada del Nanocuerpo TNF 3
de conformidad con cualquiera de LXI) hasta LXIV).

LXVI) Una proteina o polipéptido, el cual‘ comprende o
consiste esencialmente de dos Nanocuerpos los cuales
son variantes humanizadas del Nanocuerpo TNE 3 de
conformidad con cualquiera de LXI) hasta LXIV)
(opcionalmente enlazadas via un enlazador).

LXVII) Una proteina o polipéptido, el cual comprende o
consiste esencialmente de dos Nanocuerpos los cuales
son variantes humanizadas del Nanocuerpo TNF 3 de
conformidad con cualquiera de LXI) hasta LXIV)
(opcionalmente enlazadas via un enlazador), y el cual
es de manera tal gue dicha proteina o polipéptido,
después del enlace a un trimero de TNF, es capaz de
ihhibir o reducir la reticulacidén del receptor de TNF

que es mediada por dicho trimero de TNF vy/o la
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transduccidén de seflal que es mediada por tal
reticulacidén del receptor.

LXVIII) Una proteina o polipéptido, el cual comprende o
consiste esencialmente de dos Nanocuerpos los cuales
son variantes humanizadas del Nanocuerpo TNF 3 de
conformidad con cualgquiera de LXI) hasta LXIV) y el
cual es capaz de enlazarse intramolecularmente con al
menos dos sitios de enlace al receptor TNF en un
trimero de TNF.

LXIX) Una proteina o polipéptido el cual comprende o
consiste esencialmente del polipéptido TNEF 6 (SEC ID
NO: 72) &6 TNF 9 (SEC ID NO: 75), en los cuales émbos
Nanocuerpos TNF 3 han sido humanizados.

LXX) Una proteina o polipéptido el <cual comprende o
consiste esencialmente del polipéptido TNF 6 (SEC ID
NO: 72) 6 TNEF 9 (SEC ID NO: 75), en los cuales ambos
Nanocuerpos TNF 3 han sido humanizados, y el cual es
pegilado.

LXXI) Una proteina o polipéptido, el cual comprende o
consiste esencialmente de dos Nanocuerpos los cuales
son variantes humanizadas del Nanocuerpo TNF 3 de
conformidad con cualquiera de LXI) hasta LXIV), y el
cual ademés, comprende al menos un Nanocuerpo
dirigido contra albUmina de suero humana.

LXXII) Una proteina o polipéptido, el cual comprende o
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son variantes humanizadas del Nanocuerpo TNF 3 de
conformidad con cualquiera de LXI) hasta LXIV), las
cuales son cada una enlazadas (opcionalmente
enlazadas via un enlazador) hasta un Nanocuerpo
dirigido contra albumina de suero humana.
Una  proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de LXV) hasta LXXII), en los cuales al
menos un Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero
humana es un Nanocuerpo humanizado.
Una proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de 1XV) hasta LXXII), en los cuales al
menos un Nanocuerpo dirigido contra albimina de suero
humana es una variante humanizada del Nanocuerpo ALB 1
(SEC ID NO: 63).
Una 'proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de LXV) hasta LXXII), en 1los cuales al
menos un Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero
humana es uno elegido del grﬁpo que consiste de ALB 3
(SEC ID NO: 87), ALB 4 (SEC ID NO: 88), ALB 5 (SEC ID
NO: 89), ALB 6 (SEC ID NO: 100), ALB 7 (SEC ID Nd:
101), ALB 8 (SEC ID NO: 102) ALB 9 (SEC ID NO: 103) vy
ALB 10 (SEC ID NO: 104).
Una proteina o polipéptido de conformidad con

cualquiera de LXV) hasta LXXII), en 1los cuales al
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menos un Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero
humana es ALB 8.

- Una proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de LXV) hasta LXXII), el cual comprende o
consiste esencialmente del polipéptido TNF26 (SEC 1ID
NO: 92), en los cuales tanto los Nanocuerpos TNF 3 asi
como también el Nanocuerpo ALB 1 han sido humanizados.

En otro aspecto, la invencidén se refiere a un
polipéptido que comprende o consiste esencialmente de al
menos, un Nanocuerpo contra TNF-alfa como se define en este
documento. Tales polipéptidos también son referidos en este
documento como “polipéptidos de la invencién”, y pueden ser
como se describe ademds agqui posteriormente y/o como se
describe en general, en el documento WO 04/041862 para los
Nanocuerpos descritos aqui, y pueden por ejemplo, ser
polipéptidos multivalente o polipéptidos multiespecificos,
nuevamente como se describe ademas aqui>posteriormente.

Preferiblemente, un polipéptido de 1la invencidn
es ya sea bivalente o trivalente (es decir, que comprende
dos o tres Nanocuerpos de la invencidn, respectivamente,
opcionalmente ligados via uno o dos enlazadores como se
define posteriormente, respectivamente), o un polipéptido
multiespecifico, que comprende unc o dos, y preferiblemente
dos, Nanocuerpos de la invencidén y al menos, un Nanocuerpo

dirigido contra una proteina del suero, y en particular,
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contra una proteina del suero humano, tal como contra
albumina de suero humana.

En modalidades preferidas pero no limitantes, los
Nanocuerpos de la invencidén presentes en los polipéptidos
de la invencidén, son elegidos.del grupo que consiste de las
SEC ID NOs: 52 a 60 y SEC ID NOs. 105-129 o de las
variantes humanizadas de los mismos, y en particular, de
los Nanocuerpos “humanizados” de las SEC ID NOS: 76 a 86 y
SEC ID NOS:95 a 99. Los Nanocuerpos contra albumina de
suero humana presente en los polipéptidos de la invencidn,
son preferiblemente como se definen posteriormente, y son
mas preferiblemente elegidas del grupo que consiste de las
SEC ID NOS: 61 a 67, SEC ID NOS: 87 a 89 y SEC ID NOS: 100-
104, y en particular, de los Nanocuerpos “humanizados”
contra albumina de suero humano de la SEC ID NOS. 76 a 86 y
SEC ID NOS: 100-104.

Con respecto a los Nanocuerpos que estén
presentes en los polipéptidos de la invencidén, serad claro
para la persona experta, que los Nanocuerpos dgue son
mencionados en esté documento como ‘“preferidos” (o como
“mis preferidos”, “aun més preferidos”, etc.), son también
preferidos (o m&s preferidos, o aun mas preferidos, etc.),
para uso en los polipéptidos descritos en este documento.
De este modo, los polipéptidos gque comprenden o consisten

esencialmente de uno o mé&s Nanocuerpos “preferidos” de la



10

15

20

25

169

-168~

invencién, en general, seran preferidos, y los polipéptidos
que comprenden o consisten esencialmente de uno o méas
Nanocuerpos “mas preferidos” de la invenciédén, en general,
seradn mas preferidos, etc.

De este modo, en la invencidén, los polipéptidos
que comprendeﬁ uno o més Nanocuerpos que consisten
esencialmente de una de las variantes preferidas del clon
PMP1C2 (TNF1l; SEC ID NO;52), en el cual dichas wvariantes
preferidas son como se definen en este documento, son
particularmente preferidas. Aun mas preferido, son
polipéptidos que comprenden uno o© mas Nanocuerpos dque
esencialmente consisten de las variantes humanizadas del
clon PMP1C2 (TNF1l; SEC 1ID NO:52), en el cual, dichas
variantes humanizadas son como se definen en este documento
(los ejemplos son, sin limitacién, TNF13, TNF14, TNF29 vy
TNF30). E1 TNF30 es un “bloque de construccidén” humanizado
particularmente preferido para uso en los polipéptidos de
la invencién. .

Algunos ejemplos preferidos, pero no limitantes
de tales proteinas y polipéptidos son el PMP1C2 mismo, las
variantes humanizadas TNF13, TNF14, TN29 vy TNF30; los
constructos de la SEC ID NO:70 (TNF4), SEC ID NO:73 (TNE7),
SEC ID NO:90 (TNF24), SEC ID NO:93 (TNF27) ; y los
constructos de la SEC ID NO0:417 (TNFe60), SEC ID NO:419

(TNF55) y SEC ID NO:420 (TNF56), en los cuales, los tres
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tltimos constructos contienen la variante humanizada TNF30
como un bloque de construcciédn.

Como se. mencioné en este documento, los
Nanocuerpos y constructos descritos en este documento,
pueden ser pegilados, o contener unc o mas residuos de
aminoacido (adicionales), que permiten lay pegilacién y/o
facilitan la pegilacidén. Dos ejemplos preferidos, pero no
limitantes de tales polipéptidos son, TNF55 y TNF56, los
cuales ambos contienen un residuo de cisteina adicional
para la unién facil de un grupo PEG.

Algunos ejemplos preferidos, pero no limitantes
de polipéptidos de 1la invencidn, son los polipéptidos
bivalentes de la invencidn de las SEC ID NOS: 70 a 75 y los
polipéptidos multiespecificos de la invencidn de las SEC ID
NO:90 hasta 94, y las SEC ID NOS 417 hasta 420.

Como se puede ver a partir de los datos
presentados abajo, y en particular de los datos dados en el
Ejemplo Comparativo, los Nanocuerpos y/o polipéptidos de la
invencidén, tienen propiedades mejoradas. En particular, las
proteinas y polipéptidos de la invencidédn pueden tener
afinidad mejorada para TNF-alfa humano (expresado como el
valor ECsp en el ensayo KYM descrito en este documento),
comparados con los Dbioldgicos anti-TNF comercialmente
disponibles Enbrel™, Humira™, y Remicade™. También, 1los

Nanocuerpos descritos en este documento, pueden tener una

110



10

15

20

25

IEAS

~170-

afinidad mejorada para TNF-alfa comparada con el mejor
desemperio del Nanocuerpo descrito en la solicitud
Internacional WO 04/041862. Puede esperarse ademds, que los
polipéptidos de la invencidén que comprenden al menos, uno
de los Nanocuerpos de la invencidén, también tendran
propiedades mejoradas comparadas con los polipéptidos que
comprenden solamente los Nanocuerpos contra TNF-alfa
descritos en el documento WO 04/041862.

Mas en particular, uﬁ polipéptido como @ se
describe en este documento, que comprenden dos o mas (y
preferiblemente dos) Nanocuerpos como en este documento (y
opcionalmente por ejemplo, un Nanocuerpo contra albumina de
suero humana), gue tiene un valor EC50 en el ensayo a base
de la célula usando células KYM descritas en el Ejemplo 1,
bajo 3), del documento WO 04/041862 que es mejor que el
valor de EC50 de Humira® en Remicade®, vy pfeferiblemente,
también mejor que Enbrel® en el mismo ensayo.

Por ejemplo, tal proteina o) polipéptido,
preferiblemente tiene un valor EC50 en el ensayo a base de
células usando células KYM descritas en el Ejemplo 1, bajo
3) del documento WO 04/041862 que es mejor de 0.2 nM,
preferiblemente, mejor que 0.1 nM, tal como mejor que 0.7
nM y en particular, mejor que 0.4 nM.

También se ha mostrado por los solicitantes, que

los Nanocuerpos contra TNF-alfa de ratdén y polipéptidos que
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comprenden Nanocuerpos contra TNF-aifa de ratén, muestran

una actividad bioldégica benéfica en los siguientes modelos

de enfermedad (datos no mostrados):

El modelo de dextran sulfato de sodio (“DSS”) de
colitis, usando tanto ratones regulares como también
ratones agénicos IL-10, como se describe por Okayasu

et al. (Gastroenterol 1990, 98(3): 694).

El modelo de artritis inducida por colageno (“CIA”)
de artritis (“RA”), como se describe por Courtenay et
al. (Nature 1980, 283(5748) : 666), usando tanto

ratones regulares como también ratonés agénicos IL-10;
El modelo de ratédn agénico IL-10 de ' IBD, como por
ejemplo, se describe por Rennick et al. (Clin Immunol
Immunopathol 1995, 76(3 Pt 2): Sl174).

El modelo Kollias de RA como por se describe por
ejemplo, por Keffer et al. (EMBO J 1991, 10(13):
4025) .

El modelo de acido 2,4,6-trinitrobencensulfdénico
(WTNBS”) de IBD, como se describe por Elson et al., (J
Immunol 1996, 157(5): 2174).

El modelo CIA de RA, descrito por Koppieters et al
(manuscrito en preparacién);

El modelo de fibroblasto derivado del sinovial
(desérito posteriormente); vy

El modelo de bolsa de aireAmurino.

AEP3
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Preferiblemente, los Nanocuerpos descritos en
este documento, son mejores que el Nanocuerpo 1A a partir
del documento WO 04/041862 en al menos, uno de estos
modelos, y preferiblemente en todos estos modelos; y méas
preferiblemente son mejores que el Nanocuerpo 3E del
documento WO 04/041862 en al menos uno de estos modelos, vy
preferiblemente, en todos estos modelos. También, lgs
polipéptidos descritos en este documento, son
preferiblemente equivalentes a, o mejores que Humira® o
Remicade® en al menos, uno de estos modelos, W%
preferiblemente, en todos estos modelos; 3% mas
preferiblemente, también equivalentes a, o mejores que
Enbrel® en al menos, uno’ de estos modelos, y
preferiblemente en todos estos modelos.

Estos datos confirman que los Nanocuerpos contra
TNF-alfa y polipéptidos que contienen a los mismos, tales
como los Nanocuerpos y polipéptidos descritos en el
documento WO 04/041862 y en particular, los Nanocuerpos vy
polipéptidos descritos en este documento, deben tener
eficacia terapéutica contra enfermedades y trastornocs
mediados por TNF, tal como las enfermedades y trastornos
mencionados anteriormente.

En otro aspecto, la invencidén se refiere a un
dcido nucleico que codifica un Nanocuerpo de la invencidn

y/o un polipéptido de 1la invencidén. Tal acido nucleico
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invencién”, y puede por ejemplo, estar en la forma de un
constructo genético, como se define posteriormente.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un
hospedero o célula hospedera gque expresa o es capaz de
expresar un Nanocuerpo de la invencién y/o un polipéptido
de la invencidén; y/o que contiene un &cido nucleico que
codifica un Nanocuerpo de la invencidn y/o un polipéptido
de la invencién. Tal hospedero o célula hospedera, puede
también ser andloga al hospedero o células hospedéras
descritas en el documento WO 04/041862, pero que expresan o
son capaz de expresar un Nanocuerpo de la invencidén y/o un
polipéptido de la invencidén vy/o gque contiene un acido
nucleico como se describe en este documento.

La invencién ademds se refiere a un producto o
composicién que contiene o comprende un Nanocuerpo de la
invencién, un polipéptido de 1la invencidén; vy/o un acido
nucleico de la invencién. Tal producto o composicidn puede por
ejemplo, ser una composicién farmacéutica (como se describe
abajo), o un producto o composicidén para uso de diagndstico
(como también se describe abajo). Tal producto o composicidn
puede también ser andloga a los productos y composiciones
descritas en el documento WO 04/041862, pero que contienen o
comprenden un Nanocuerpo de la invencidn, un polipéptido de la

invencién o un acido nucleico de la invencién.
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La invencién ademds se refiere a métodos para
preparar o generar los Nanocuerpos, polipéptidos, &cidos
nucleicos, células hospederas, productos y composiciones
como se describe en este documento, en el cual, los métodos

son como se describen ademds posteriormente. También, en

~general, los Nanocuerpos, polipéptidos, acidos nucleicos,

células hospederas, productos y composiciones descritas en
este documento, también pueden ser preparados y usados en
una manera analoga a la manera descrita en el documento WO
04/041862.

La invencidén ademds se refiere a aplicaciones vy
usos de los Nanocuerpos anteriores, polipéptidos, acidos
nucleicos, céluias hospederas, productos y composiciones
descritas en este documento, en la cuai las aplicaciones vy
usos 1incluyen, pero no se limitan a, las aplicaciones vy
usos descritos aqui posteriormente y/o los usos adicionales
y aplicaciones para Nanocuerpos contra TNF-alfa y/o para
polipéptidos que contienen los mismos en el documento WO
04/041862.

Otros aspectos, modalidades, ventajas y
solicitudes de la invencién, llegardn a ser claros a partir

de la descripcién adicional aqui posteriormente.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los aspectos anteriores y otros y modalidades de
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la invencidén, llegardn a ser mis claros a partir de la
descripcidén adicional aquil posteriormente, en la cual:

a) A menos que se indique o se defina de otfo
modo, todos los términos usados tienen su significado usual
en la técnica, la cual serd clara para la persona experta.
La referencia es por ejemplo, hecha a los manuales
esténdares, tales como, Sambrook et al, "Molecular Cloning:
A Laboratory Manual" (2da.Ed.), Vols. 1-3, Cold Spring
Harbor Laboratory Press (1989); F. Ausubel et al, eds.,
"Current protocols in molecular biology", Green Publishing
and Wiley Interscience, New York (1987); Lewin, "Genes II",
John Wiley & Sons, New York, N.Y., (1985); 0ld et al.,
"Principles of Gene Manipulation: An Introduction to
Genetic  Engineering”, 2da.  edicién, University of
California Press, Berkeley, CA (1981); Roitt et al.,
"Immunology" (6th. Ed.), Mosby/Elsevier, Edinburgh (2001);
Roitt_ et al., Roitt's Essential Immunology, 10th Ed
Blackwell Publishing, UK (2001), y Janeway et al,
"Immunobiology™” (6th Ed.), Garland Science
Publishing/Churchill Livingstone, New York (2005), asi como
también, a la técnica antecedente general mencionada en
este documento;

b) A menos gque se indique de otro modo, el término
“secuencia de inmunoglobulina” - si se usa en este docuﬁento

para referirse a un anticuerpo de cadena pesada o a un
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anticuerpo de 4 cadenas convencional- se usa como un término
general para incluir tanto el anticuerpo de tamafio completo,
las cadenas individuales de los mismos, asi como también todas
las partes, dominios o fragmentos de los mismos (que incluyen,
pero no se limitan a, dominios o fragmentos de enlace él
antigeno, tales como dominios Van o) dominios Vu/Vi,
respectivamente. Ademds, el término “secuencia” como se usa en
este documento (por ejemplo, en términos como “secuencia de
inmunoglobulina”, “secuencia de anticuerpo”, “secuencia de
dominio variable”, “secuencia Vgy” o “secuencia de proteina”),
deben ser en general, entendidos por incluir tanto la
secuencia de aminodcido relevante, asi como también secuencias
de &cido nucleico o secuencias de nucleétido que codifican a
los mismos, a menos que el contexto  requiera  una
interpretacién méas limitada.

c) A menos que se indique de otro modo, todos
los motos, etapas, técnicas y manipulaciones gue no son
especificamente descritas en detalle, pueden ser realizado
y han sido realizados en una manera conocida per se, como
séré claro para las peréonas expertas. La referencia es
hecha nuevamente, por ejemplo, a los manuales estandares, a
la técnica de antecedente general referida anteriormente y
a las referencias adicionales citadas en este documento;

d) Los residuos de aminodcido seran indicados

de conformidad con el cdédigo de aminocdcido de una letra o
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tres letras, como se menciona en la Tabla 1;

11

Tabla 1: Cédigo de aminoacido de una letra y tres letras

No polar, Alanina Ala A
no cargado
g' Valina Val Vv
(a pH 6.0 -] leuina Leu L
3
7.0) Isoleucina Ile I
Fenilalanina Phe F
Metionina' Met M
Triptofano Trp w
Prolina Pro P
Polar, Glicina , Gly G
no cargado Serina Ser S
(apH 6.0-7.0) | Treonina Thr T
Cisteina Cys C
Asparagina Asn N
Glutamina Gln Q
Tirosina Tyr Y
Polar, Lisina Lys K
cargado Arginina Arg - R
(apH 6.0-7.0) [Histidina'” His H
Aspartato Asp D
Glutamato Glu E
Notas:

(1) Algunas veces también considerado por ser un
aminodcido polar, no cargado.

(2) Algunas veces también considerado por ser un
aminoacido no polar, no cargado.

(3) Como serd claro para las personas expertas, el
hecho de que un residuo de amincécido es
referido en esta Tabla por ser ya sea cargado o
no cargado a pH 6.0 hasta 7.0, no se refleja en
alguna forma, en la carga que dicho residuo de
aminoadcido puede tener a un pH inferior que 6.0
y/o a un pH superior que 7.0; los residuos de
aminodcido mencionados en la Tabla 5, pueden ser
ya sea cargados y/o no cargados, a tal pH
superior o inferior, como serad claro para las
personas expertas.

(4) Como se sabe en la técnica, la carga de un
residuo His es mayormente dependiente de aun
cambios menores en pH, pero un residuo His puede
en general, ser considerado esencialmente no
cargado a un pH de aproximadamente 6.5.
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e) Para propdésitos de comparar dos o més
secuencias de nucledtidos, el porcentaje de “identidad de
secuencia” entre una primera secuencia de nucledétido y una
segunda secuencia de nucledbdtido, puede ser calculada
dividiendo [el numero de nucledétidos de la primera
secuencia de nucledtidos que son idénticos a los

nucledétidos en las posiciones correspondientes en la

" segunda secuencia de nucledtido] por [el numero total de

nucledtidos en la primera secuencia de nucleééido], y
multiplicando  por [100%], en tal caso, supresién,
insercidén, sustitucidédn o adicidn de un nucledtido en 1la
segunda secuencia de nucledétido -comparada con la primera
secuencia de nucledtido-, es considerado como una
diferencia en un nucledétido uUnico (posicidn).

Alternativamente, el grado de identidad de
secuencia entre dos o mas secuencias de nucledtidos puede
ser calculado usando un algoritmo de ordenador conocido
para alineacién de secuencia, tal como NCBI Blast v2.0,
usando ajustes estédndares.

Algunas otras técnicas, algoritmos de ordenador y
ajustes para determinar el grado de identidad de secuencia
son por ejemplo, descritos en los documentos WO 04/037999,
EP 0 967 284, EP 1 085 089, WO 00/55318, WO 00/789%2, WO

98/49185 y GB 2 357 768-A.
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Usualmente, para propdsitos de determinar el
porcentaje de “identidad de secuencia” entre dos secuencias
de nucleétido de conformidad con el método de célculo
resumido aqui anteriormente, la secuencia de nucledétido con
el numero més grande de nucledtidos, se tomard como la
“primera’” secuencia de nucledbdétidos, y la otra secuéncia de
nucledétidos serd tomada como la “segunda” secuencia de
nucledtidos.

f) Para propdsitos de comparacidén de dos o mas
secuencias de amincacido, el porcentaje de “identidad de
secuencia” entre una primera secuencia de aminocacido y una
secuencia de aminoacido, puede ser calculado dividiendo [el
numero de residuos de aminodcido en la primera secuencia de
aminoacido, que son idénticos a los residuos de aminoacido
én las posiciones correspondientes en la segunda secuencia
de aminocacido] por [el] numero total de residuos de
aminodcido en la primera secuencia de aminoacido] y
multiplicando por [100%], en los cuales, cada supresion,
inserciédn, substitucién o adicién de un residuo de
aminodcido en la segunda secuencia de aminocidcido -comparada
con la primera secuencia de aminoacido- es considerada como
la diferencia en un residuo de amincacido Unico (posicidn),
es decir, como una “diferencia de aminocacido”, como se
define abajo.

Alternativamente, el grado de identidad de
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secuencia entre dos secuencias de aminocdcido, puede ser
calculado usando un algoritmo de ordenador conocido, tal
como aquellos mencionados anteriormente para determinar el
grado de identidad de secuencia para secuencias de
nucledtidos, nuevamente usando ajustes estandares.

Usualmente, para propbésitos de terminar el
porcentaje de “identidad de secuencia”, entre dos
secuencias de aminodcido de conformidad con el método de
cdlculo resumido aqui anteriormente, la secuencia de
aminodcido con el numero mds grande de residuos de
aminoadcido, serd tomada como la “primera” secuencia de
aminodcido, y la otra secuencia de aminodcido serd tomada
como la “segunda” secuencia de aminoacido.

También, determinando el grado de identidad de
secuencia entre las dos secuencias de aminoécido( la
persona experta puede tomar en cuenta las asi 1llamadas
sustituciones de aminocacido “conservativas”, las cuales
pueden en general, ser descritas como sustituciones de
amincdcido en las cuales, un residuo de aminodcido es
reemplazado con otré residuo de aminocadcido de estructura
quimica similar y el cual tiene poca o ninguna influencia
en la funcién, actividad u otras propiedades bioldégicas del
polipéptido. Tales sustituciones de aminodcido
conservativas son Dbien conocidas en la técnica, por

ejemplo, a partir de los documentos WO 04/037999, GB-A-2
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357 768, WO 98/49185, WO 00/46383 y WO 01/09300; y tipos
(preferidos) vy/o combinaciones de taleé sustituciones,
pueden ser seleccionadas en base a las enseflanzas
pertinentes a partir del documento WO 04/037999, asi como
también el documento WO 98/49185 vy a partir de las
referencias adicionales citadas en este documento.

Tales sustituciones conservativas preferiblemente
son sustituciones en las cuales, un aminodcido dentro de
los siguientes grupos (a) - (e) es sustituido por otro
residuo de aminodcido dentro del mismo grupo: (a) residuos
alifaticos menores, no polares o ligeramente polares: Ala,
Ser, Thr, Pro y Gly; (b) residuos pclares, negativamente
cargados y sus amidas (no cargadas): Asp, Asn, Glu y Gln;
(c) residuos polares, positivamente cargados: His, Arg vy
Lys; (d) residuos alifdticos grandes, no polares: Met, Leu,
He, Val y Cys; y (e) residuos aromaticos: Phe, Tyr y Trp.

Sustituciones conservativas partiéularmente
preferidas son como sigue: Ala en Gly o es Ser; Arg en Lys;
Asn en Gln o en His; Asp en Glu; Cys en Ser; Gln en Asn;
Glu en Asp; Gly en Ala o en Pro; His en Asn o en Gln; He en
Leu o0 en Val; Leu en He o en Val; Lys en Arg, en Gln o en
Glu; Met en Leu, en Tyr o en He; Phe en Met, en Leu o en

Tyr; Ser en Thr; Thr en Ser; Trp en Tyr; Tyr en Trp; y/o

" Phe en Val, en He o en Leu.

Cualguiera de las sustituciones de aminoacido
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aplicadas a los polipéptidos descritos en este documento,
pueden también basarse en el andlisis de las frecuencias de
variaciones de aminoacidos entre proteinas homdélogas de
diferentes especies desarrolladas por Schulz et al.,
Principles of Protein Structure, Springer-Verlag, 1978, en
los andlisis de 1los potenciales que forman estructura
desarrollados por Chou y Fasman, Biochemistry 13:1211, 1974
y Adv. Enzymol., 47:45-149, 1978, vy en los andlisis de
patrones de hidrofobicidad en proteinas desarrolladas por
Eisenberg et al., Proc. Nad. Acad Sci. USA 81: 140-144,
1984; Kyte & Doolittle; J Molec. Bioli 157: 105-132, 198 1,
and Goldman et al., Ann. Rev. Biophys. Chem. 15: 321-353,
1986, todas incorporadas en este documento en su totalidad
por referencia. La informaéién en la estructura primaria,
secundaria y terciaria de Nanocuerpos dada en la
descripcidén en este documento vy en la técnica de
antecedente general citada anteriormente. También, para
este propdésito, la estructura cristalina de un dominio VHH
de una llama es por ejemplo, dado por Desmyter et al.,
Nature Structural Biology, Vol. 3, 9, 803 (1996); Spinelli
et al., Natural Structural Biology (1996); 3, 752-757; and
Decanniere et al., Structure, Vol. 7, 4, 361 (1999).
Informacién adicional acerca de los residuos de amino&cido
que en los dominios VH convencionales forman la interfaz de

VH/VL'y las sustituciones camelizantes potenciales en estas
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posiciones, se pueden encontrar en la técnica anterior en
los Nanocuerpos citados en este documento;

g) secuencias de aminoacidos y secuencias de
acidos nucleicos se dice son “exactamente las mismas”, si
tienen 100% de identidad de secuencia (como se define en
este documento), en su longitud completa;

h) cuando se comparan dos secuencias de
aminoacido, el término “diferencia de aminoacido”, se
refiere a una insercidn, supresién o sustitucidédn de un
residuo de aminodcido uUnico en una posicidén de la primefa
secuencia, comparada con la segunda secuencia; se entiende
que dos secuencias de aminoacido pueden contener una, dés o)
més de tales diferencias de aminoacidos;

1) una secuencia de aminoacido o una secuencia de
aminoédcido es considerada por estar Y (en) (forma)
esencialmente aislada”-, por ejemplo, comparada con su
fuente bioldgica nativa y/o el medio de reaccidén o medio de
cultivo a partir del cual se ha obtenido -, cuando se ha
separado de al menos, otro componente con el cual esté
usualmente asociado en dicha fuente o medio, tal como otro
dcido nucleico, otra proteina/polipéptido, otro componente
biolégico o macromolécula o al menos, un contaminante,
impureza o componente menor. En particular, una secuencia
de &cido nucleico o secuencia de aminodcido se considera

“esencialmente aislada”, cuando se ha purificada en ' al
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menos, 2 veces, en particular, al menos 10 veces, mas en
particular, al menos 100 veces, y hasta 1000 veces o méas.
Una secuencia de A&acido nucleico o secuencia de aminoacido
que esté en “forma esencialmente aislada”, es
preferiblemente esencialmente homogénea, como se determina
usando una técnica adecuada, tal como una técnica
cromatografica adecuada, | tal como poliacrilamida-
electrofédresis;

) El término “dominio” como se usa en este

documento, se refiere a una regidén globular de una cadena.

de anticuerpo, y en particular, a una regién globular de un
anticuerpo de <cadena pesada, o a un polipéptido que
consiste esencialmente de tal regidén globular. Usualmente,
tal dominio comprenderd bucles peptidicos (por ejemplo, 3 6
4 bucles peptidicos) estabilizados, por ejemplo, como una
lamina o por enlaces disulfuro.

k) El término “determinante antigénica” se
refiere al epitope en el antigeno reconocido por la
molécula de enlace al antigeno (tal como un Nanocuerpo ©O un
polipéptido de la invencidén) y mas en éarticular, por el
sitio de enlace al antigeno de dicha molécula. Los términos
“determinante antigénica” y “epitope” puede también ser
usado intercambiablemente en este documento.

1) ‘Una secuencia de aminocidcido (tal como un

Nanocuerpo, un anticuerpo, un polipéptido de la invenciédn,

»
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o en general una proteina de enlace al antigeno o
polipéptido o fragmento del mismo), gque pueden enlazarse a,
que tiene afinidad para y/o, tiene especificidad para un
determinante antigénico especifico, epitope, antigeno o
proteina (o por al menos, una parte, fragmento, epitope del
mismo), se dice es “contra” o “se dirige contra’”, dicho
determinante antigénico, epitope, antigeno o proteina.

m) El término ‘“especificidad”, se refiere al
nﬁmero de diferentes tipos de antigenos o determinantes
antigénicas en las cuales una moléCulé de enlace al
antigeno particular o molécula de proteina de enlace al
antigeno se puede enlazar (tal como un Nanocuerpo o un
polipéptido de 1la invencién). La especificidad de wuna
proteina de enlace al antigeno se puede determinar basada
en la afinidad y/o avidez. La afinidad, representada por la
constante de equilibrio para la disociacién de un antigeno
con una proteina de enlace al antigeno (KD), es una medida
para la intensidad de enlace -entre wuna determinante
antigénica y un. sitio de enlace al antigeno en la proteina
de enlace al antigeno: a menor valor de KD, mas fuerte la
resistencia de enlace entre una determinante antigénica vy
la molécula de enlace al antigeno (alternativamente, la
afinidad puede témbién ser expresadé como la constante de
afinidad (KA), la cual es 1/KD). Como serd claro para las

personas expertas (por ejemplo, en base a la descripcidn
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adicional en este documento), la afinidad puede ser
determinada en una manera conocida por se, dependiendo del
antigeno especifico de interés. La avidez es la medida de
la resistencia de enlace entre una molécula de enlace al
antigeno (tal como un Nanocuerpo o polipéptido de 1la
invencién) y el antigeno pertinente. La avidez esté
relacionada con tanto la afinidad entre una determinante
antigénica y su sitio de enlace al antigeno en la molécula
de enlace al -antigeno y el numero de sitios de enlace
pertinentes presentes en la molécula de enlace al antigeno.
Tipicamente, las proteinas de enlace al antigeno (tales
como los Nanocuerpos y/o polipéptidos de la invencidn), se
enlazaridn con una constante de disociacién (KD) de 1077
hasta 107%? moles/litro (M) o menos, y preferiblemente 107’
hasta 10™* moles/litro (M) o menos y mé&s preferiblemente
10™® hasta 107*?* moles/litro, y/o con una constante de

asociacién (Ka) de al menos 1077 Mt preferiblemente, al

-1 -1

menos 10% M7, méas preferiblemente al menos 10° MY, tal como

al menos 10%? M.

Cualquier wvalor Kp mayor que 10" M generalmente
se considera que indica enlace no especifico.
Preferiblemente, uﬁ Nanocuerpo © polipéptido de la
invencién enlazara el antigeno deseado con una Kp menor que

500 nM, preferiblemente menos de 200 nM, mas

preferiblemente menos de 10 nM, tal como menos de 500 nM.
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El enlace especifico de una proteina de enlace de antigeno
a un determinante antigenoc o antigénico se puede determinar
en cualquier manera conocida per se, incluyendo, por

ejemplo, analisis de Scatchard y/o ensayos de enlace

competitivos, tales como radioinmunoensayos (RIA),

inmunoensayos ‘de enzima (EIA) vy ensayos de competiciédn
intercalada, vy las diferentes variantes de los mismos
conocidas per se en la técnica.

n) como se describe adicionalmente posteriormente,
la secuencia de aminodcido y estructura de un Nanocuerpo se
puede considerar - sin embargo sin limitarse a esto - que
estadn comprendidas de cuatro regiones de estructura o
"FRfs", las cuales son referidas en la técnica vy
posteriormente como "regidn de estructura 1" o "FRI", como
"regién de estructura 2" o "FR2"; como "regidén de
estructura 3" o "FR3", y como "regidn de estructura 4" o
"FR4", respectivamente; las regiones de estructura son
interrumpidas por las regiones - determinantes

complementarias o "CDR's", las cuales son referidas en la

técnica como "regidn determinante complementaria 1" o

"CDR1"; como "regién determinante complementaria 2" o
g

"CDR2"; y como "regidén determinante complementaria 3" o

"CDR3", respectivamente;
o) también como se describe adicionalmente

posteriormente, el numero total de residuos aminodcido en



10

15

20

25

|59

un Nanocuerpo puede estar en la regién de 110-120,

-188-

preferiblemente es 112-115, y muy preferiblemente 113. Sin .
embargo, se deberd sefialar que las partes, fragmentos o
énélogos (como se describe adicionalmente posteriormente)
de un Nanocuerpo no se limitan particularmente en cuanto a
su longitud vy/o tamafo, siempre gue tales partes,
fragmentos o) analogos cumplan los requerimientos
adicionales resumidos posteriormente y también
preferiblemente son adecuados para los propdsitos descritos
en la presente;

e) los residuos aminocdcido de un Nanocuerpo son
numerados de conformidad con la numeracidén general para
dominios Vy dados por Kabat et al. ("Sequence of proteins
of immunological interest", US Public Health Services, NIH
Bethesda, ™MD, Publication No. 91), como se aplica a
dominics Vyy de Camélidos en el articulo de Riechmann and
Muyldermans, referido como anteriormente (véase,. por
ejemplo figura 2 de la referencia). De conformidad con esta
numeracidén, la FR1 de un Nanocuerpo comprende los residuos
aminodcido en las posiciones 1-30, la CDR1 de un Nanocuerpo
comprende los residuos aminocidcido en las posiciones 31-36,
la FR2 de un Nanocuerpo comprende los aminoacidos en las
posiciones 36-49, la CDR2 de un Nanocuerpo comprende 1los
residuos aminocdcido en las posiciones 50-65, la FR3 de un

Nanocuerpo comprende los residuos aminodcido en las
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posiciones 66-94, la CDR3 de un Nanocuerpo comprende los
residuos aminodcido en las posiciones 95-102, y la FR4 de
un Nanoéuerpo comprende los residuos aminoacido en lav
posiciones 103-113. [A este respecto, se debera seflalar que
- como también se conoce en la técnica para dominios Vy y
para dominios Vyy - el numero total de residuos aminodcido
en cada una de las CDR's puede variar y puede no
corresponder al numero total de residuos aminocacido
indicados pozr -la numeracidén Kabat (es decir, una o mas
posiciones de conformidad con la numeracién Kabat pueden no
ser ocupadas en la secuencia actual, o la secuencia actual
puede contener mas residuos amino&cido que el numero
permitido por 1la numeracidn Kabatf. Esto significa que,

generalmente, la numeracidén de conformidad con Kabat puede
0 no puede corresponder con la numeracién actual de los
residuos aminocdcido en la secuencia actual. Generalmente,

sin embargo, se puede decir que, de conformidad con la
numeracién de Kabat y sin consideracién del numero de
residuos aminodcido en las CDR's, la posicién 1 de
conformidad con la numeracién Kabat corresponde al inicio
de FR1 y viceversa, la posicién 36 de conformidad con la
numeracidén Kabat corresponde al inicio de FR2 y viceversa,

la posicién 66 de conformidad con 1la numeracidén Kabat

corresponde al inicio de FR3 y viceversa, y la posicidén 103

de conformidad con la numeracidédn Kabat corresponde al
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inicio de FR4 y viceversa].

Los métodos alternativos para numerar los
residuos aminoadcido de dominios Vg, los métodos también se
pueden aplicar de una manera analoga a los dominios Vyy de
Camélidos y a Nanocuerpos, son el método descrito por
Chothia et al. (Nature 342, 877-883 (1989)), la asi llamada
"definicidén AbM" y la asi llamada "definicidn de contacto".
Sin embargo, en la presente descripcidn, reivindicaciones y
figuras, la numeracidén de conformidad con Kabat como se
aplica a los dominios Vyzgy de Riechmann and Muyldermans seré
seguida, a menos que se indique de otra forma; y
q) Las figuras, listado de secuencia y la Parte
Experimental/Ejemplos solamente se dan para ilustrar
adicionalmente la invencidén y no se deberd interpretar o
construir como limitante del alcance de la invencién y/o de
las reivindicaciones anexas en alguna forma, a menos que se
indique explicitamente de otra forma en la presente.

Para una descripcidén general de anticuerpos de
cadena pesada y los dominios variables de los mismos, se
hace referencia inter alia a las siguientes referencias,
las cuales se mencionan como técnica antecedente general:
WO 94/04678, WO 95/04079 vy WO 96/34103 de 1la Vrije
Universiteit Brussel; WO 94/25591, WO 99/37681, WO
00/40968, WO 00/43507, WO 00/65057, WO 01/40310, WO

01/44301, EP 1134231 y WO 02/48193 de Unilever; WO
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97/49805, WO 01/21817, WO 03/035694, WO 03/054016 y WO
03/055527 del Vlaams Instituut voor Biotechnologie (VIB);
WO 03/050531 de Algonomics N.V. y solicitante; WO 01/90190
del National Research Council of Canada; WO 03/025020 (= EP
1. 433 793) del Institute of Antibodies; asi como WO
04/041867, WO 04/041862, WO 04/041865, WO 04/041863, WO
04/062551 del solicitante applicant y las solicitudes de
patente publicadas adicionales del solicitante; Hamers-
Casterman et al., Nature 1993 Junio 3; 363 (6428): 446-8;
Davies and Riechmann, FEBS Lett. 1994 Feb 21; 339(3): 285-
90; Muyldermans et al., Protein Eng. 1994 Sep; 7(9): 1129-
3; Davies and Riechmann, Biotechnology (NY) 1995 Mayo;
13(5): 475-9; Gharoudi et al., 9th Forum of Applied
Biotechnology, Med. Fac. Landbouw Univ. Gent. 1995; 60/4a
parte I; 2097-2100; Davies and Riechmann, Protein Eng. 1996
Junio; 9(6): 531- 7; Desmyter et al., Nat Struct Biol. 1996
Septiembre; 3(9): 803-11; Sheriff et al., Nat Struct Biol.
1996 Septiembre; 3(9): 733-6; Spinelli et al., Nat Struct
Biol. 1996 Septiembre; 3(9): 752-7; Arbabi Ghahroudi et
al., FEBS Lett. 1997 Septiembre 15; 414(3): 521-6; Vu et
al., Mol Immunocl. 1997 Noviembre-Diciembre; 34(16-17):
1121-31; Atarhouch et al., Journal of Camel Practice and
Research 1997; 4: 177-182; Nguyen et al., J. Mol. Biol.

1998 Enero 23; 275(3): 413-8; Lauwereys et al., EMBO J.

1998 Julio 1; 17(13): 3512-20; Frenken et al., Res Immunol.

ga.

——
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1998 Julio- Agosto; 149(6):589-99; Transue et al., Proteins
1998 Septiembre 1; 32(4): 515-22; Muyldermans and
Lauwereys, J. Mol. Recognit. 1999 Marzo-Abril; 12 (2): 131-
40; wvan der Linden et al., Biochim. Biophys. Acta 1999
Abril 12; 1431(1): 37-46.; Decanniere et al., Structure
Fold. Des. 1999 Abril 15; 7(4): 361-70; Ngyuen et al., Mol.
Immunol. 1999 Junio; 36(8): 515-24; Woolven et al.,
Immunogenetics 1999 Octubre; 50 (1-2): 98-101; Riechmann
and Muyldermans, J. Immunol. Methods 1999 Diciembre 10; 231
(1-2): 25-38; Spinelli et al., Biochemistry 2000 Febrero
15; 39(6): 1217-22; Frenken et al., J. Biotechnol. 2000
Febrero 28; 78(1): 11-21; Nguyen et al., EMBO J. 2000 Marzo
1; 19(5): 921-30; wvan der Linden et al., J. Immunol.
Methods 2000 Junio 23; 240 (1-2): 185-95; Decanniere et
al., J. Mol. Biol. 2000 Junio 30; 300 (1): 83-91; wvan der
Linden et al., J. Biotechnol. 2000 Julio 14; 80(3): 261-70;
Harmsen et al., Mol. Immunol. 2000 Agosto; 37(10): 579-90;
Perez et al., Biochemistry 2001 Enero 9; 40(1): 74-83;
Conrath et &al., J. Biol. Chem. 2001 Marzo 9; 276 (10):
7346-50; Muyldermans et al., Trends Biochem Sci. 2001
Abril; 26(4):230-5; Muyldermans S., J. Biotechnol. 2001
Junio; 74 (4): 277-302; Desmyter et al., J. Biol. Chem.
2001 Julio 13; 276 (28): 26285-90; Spinelli et al., J. Mol.
Biol. 2001 Agosto 3; 311 (1): 123-9; Conrath et al.,

Antimicrob Agents Chemother. 2001 Octubre; 45 (10): 2807-
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12; Decanniere et al., J. Mol. Biol. 2001 Octubre 26;
313(3): 473-8; Nguyen et al., Adv Immunol. 2001; 79: 261-
96; Muruganandam et al., FASEB J. 2002 Febrero; 16 (2):
240-2; Fwert et al., Biochemistry 2002 Marzo 19; 41 (11):
3628-36; Dumoulin et al., Protein Sci. 2002 Marzo; 11 (3):
500-15; Cortez- Retamozo et al., Int. J. Cancer. 2002 Marzo
20; 98 (3): 456-62; Su et al., Mol. Biol. Evol. 2002 Marzo;
19 (3): 205-15; wvan der Vaart JM., Methods Mol Biol. 2002;
178: 359-66; Vranken et al., Biochemistry 2002 Julio 9; 41
(27): 8570-9; Nguyen et al., Immunogenetics 2002 Abril; 54
(1): 3%9-47; Renisio et al., Proteins 2002 Junio 1; 47 (4):
546-55; Desmyter et al., J. Biol. Chem. 2002 Junio 28; 277
(26): 23645-50; Ledeboer et al., J. Dairy Sci. 2002 Junio;
85 (6): 1376-82; De Genst et al., J. Biol. Chem. 2002
Agosto 16; 277 (33): 29897-907; Ferrat et al., Biochem. J.
2002 Septiembre 1; 366 (Pt 2): 415-22; Thomassen et al.,
Enzyme and Microbial Technol. 2002; 30: 273-8; Harmsen et
al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 2002 Diciembre; 60 (4):
449-54; Jobling et al., Nat Biotechnol. 2003 Enero; 21 (1):
77-80; Conrath et al., Dev. Comp. Immunol. 2003 Febreroc; 27
(2): 87-103; Pleschberger et al., Bioconjug. Chem. 2003
Marzo-Abril; 14 (2): 440-8; Lah et al., J. Biol. Chem. 2003
Abril 18; 278 (16): 14101-1 1; Nguyen et al., Immunology.
2003 Mayo; 109 (1): 93-101; Joosten et al., Microb. Cell

Fact. 2003 Enero 30; 2 (1): 1; Li et al., Proteins 2003
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Julio 1; 52 (1): 47-50; Loris et al., Biol Chem. 2003 Julio
25; 278 (30): 28252-7; wvan Koningsbruggen et al., J.
Immunol. Methods. 2003 Agosto; 279 (1-2): 149-61; Dumoulin
et al., Nature. 2003 Agosto 14; 424 (69505: 783-8; Bond et
al., J. Mol. Biol. 2003 Septiembre 19; 332 (3): 643-55; Yau
et al., J. Immunol. Methods. 2003 Octubre 1; 281 (1-2):
161-75; Dekker et al., J. Virol. 2003 Noviembre; 77 (22):
12132-9; Meddeb-Mouelhi et al., Toxicon. 2003 Diciembre; 42
(7): 785-91; Verheesen et al., Biochim. Biophys. Acta 2003
Diqiembre 5; 1624 (1-3): 21-8; Zhang et al., J Mol Biol.
2004 Enero 2; 335 (1): 49-56; Stijlemans et al., J Biol
Chemn. 2004 Enero 9; 279 (2): 1256-61; Cortez-Retamozo et
al., Cancer Res. 2004 Abril 15; 64 (8): 2853-7; Spinelli et
al., FEBS Lett. 2004 Abril 23; 564 (1-2): 35-40;
Pleschberger et al., Bioconjug. Chem. 2004 Mayo-Junio; 15
(3): 664-71; Nicalse et al., Protein Sci. 2004 Julio; 13
(7): 1882-91; Omidfar et al., Tumour Biol. 2004 Julio-
Agosto; 25 (4): 179-87; Omidfar et al., Tumour Biol. 2004
Septiembre-Diciembre; 25(5-6): 296-305; Szynol et al.,
Antimicrob Agents Chemother. 2004 Septiembre; 48(9):3390-5;
Saerens et al., J. Biol. Chem. 2004 Diciembre 10; 279 (50):
51965-72; De Genst et al., J. Biol. Chem. 2004 Diciembre
17; 279 (51): 53593-601; DoUc et al., Appl. Eﬁviron.
Microbiol. 2005 Enero; 71(1): 442-50; Joosten et al., Appl

Microbiol Biotechnol. 2005 Enero; 66(4): 384-92; Dumoulin
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et al., J. Mol. Biocl. 2005 Febrero 25; 346 (3): 773-88; Yau
et al., J Immunocl Methods. 2005 Febrero; 297 (1-2): 213-24;
De Genst et al., J. Biol. Chem. 2005 Abril 8; 280 (14):
14114-21; Huang et al., Eur. J. Hum; Genet. 2005 Abril 13;
Dolk et al., Proteins. 2005 Mayo 15; 59 (3): 555-64; Bond
et al., J. Mol. Biol. 2005 Mayo 6;348(3):699-709; Zarebski
et al., J. Mol. Biol. 2005 Abril 21; [E-publicacién antes
de impresién].

De conformidad con la terminologia usada en las
referencias anteriores, los dominios variables presentes en
anticuerpos de cadené pesada que se presentan naturalmente
también serdn referidos como "déminios Vur", para
distinguirlos de los dominios variables de cadena presada
que estan presentes en anticuerpos de 4-cadenas
convencionales (los cuales seran referidos posteriormente
como "dominios V") y de los dominios variables de cadena
ligera que estdn presentes en los anticuerpos de 4 cadenas
convencionales (los cuales serdn referidos posteriormente
como "dominios Vi").

Como se menciond en la técnica previa rgferida
anteriormente, los dominios Vg tienen un numero de
caracteristicas estructurales unicas y propiedades
funcionales las cuales hacen a los dominios Vgy aislados
(asi‘ como 1los Nanocuerpos a base de estos, los cuales

comparten estas caracteristicas estructurales y propiedades

196
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funcionales con los dominios Vun que se presentan
naturalmente) y proteinas que contienen los mismos
altamente ventajosos para él uso como proteinas o dominios
de enlace de antigeno funcionales. En particular, y sin que
se limite a esto, los dominios Vygy (los cuales se han
"disefiado" por la naturaleza para enlazar funcionalmente un
antigeno sin la presencia de, y sin alguna interaccién con,
un dominio variable de cadena 1ligera) y los Nanocuerpos
pueden funcionar como una unidad, dominio o proteina
estructural de enlace de antigeno funcional, relativamente
pequefia, UuUnica. Esto distingue a los dominios Vyy de los
dominiés Vg vy Vi de los anticuerpos de 4 cadenas
convencionales, los cuales por si mismo son generalmente no
adecuados para la aplicacidén préactica como proteinas o
dominios de enlace de antigeno, sino necesitan ser
combinados en alguna forma u otra para proporcionar una
unidad de enlace de antigeno funcional (como en por ejemplo
fragmentos de anticuerpo convencionales tales como
fragmentos Fab; en fragmentos ScFv, los cuales consisten de
un dominio Vy covalentemente enlazado a un dominio V).
Debido a estas propiedades uUnicas, el uso de
dominios Vyy y Nanocuerpos como proteinas de enlace de
antigeno unicas o como dominios de enlace de antigeno (es
decir, como parte de una proteina o polipéptido mayor)

ofrece un numero de ventajas significativas sobre el uso de

{4
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dominios Vy y Vi convencionales, scEv's o fragmentos de

anticuerpo convencionales (tales como fragmentos Fab o

F(ab')2):

- solamente un dominio uUnico es requerido para enlazar
un antigeno con alta afinidad y con alta selectividad,
de modo que no hay necesidad de tener dos dominios
separados presentes, ni para asegurar que estos dos
dominios estdn presentes en la conformacién y
configuracidén espacial recta (es decir, a través del
uso de enlazantes especialmente disefiados, como con
scFv's);

- los dominios Vgy y Nanocuerpos se pueden expresar de un
gen unico y no requieren doblez post-traduccional o
modificaciones;

- los dominios Vgy y Nanocuerpos facilmente se pueden
fabricar en formatos multivalentes y multiespecificos
(como se discute adicionalmente en la presente);

- los dominios Vgy y Nanocuerpos son altamente solubles vy
no tienen una tendencia a agregarse (como con los
dominios de enlace de antigeno derivados de ratén por
Ward et al., Nature, Vol. 341, 1989, p. 544);

- los dominios Vgyg y Nanocuerpos son altamente estable al
calor, pH, proteasas y otros agentes o condiciones
desnaturalizadas (véase por ejemplo Ewert et al,

supra) ;
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los dominios Vun y Nanocuerpos son faciles y
relativamente baratos de preparar, aun en una escala
requerida para produccidén. Por ejemplo, los dominios
Vuy, Nanocuerpos y proteinas/polipéptidos que contienen
los mismos se pueden producir usando fermentacidn
microbiana (por ejemplo como se describe
adicionalmeﬁte posteriormente) y no requieren el uso
de sistemas de expresién de mamifero, como con, por
ejemplo, fragmentos de anticuerpo convencional;

los dominios Vyg y Nanocuerpos son relativamente
pequefios (aproximadamente 15 kDa, & 10 veces menor que
una IgG convencional) comparados con 1los anticuerpos
de 4 cadenas convencionales y fragmentos de enlace de
antigeno de los mismos, y por lo tanto muestran alta
(mayor) penetracién en los tejidos (incluyendo pero no
limitado a tumores sélidos y otros tejidos densos) que
tales anticuerpos de 4 cadenas convencionales vy
fragmentos de enlace de antigeho de los mismos;

los dominios Vin y  Nanocuerpos pueden mostrar
propiedades de enlace de cavidad asi llamadas (inter
alia debido a su bucle CDR3 extendido, comparado con
los dominios Vy convencionales) y por lo tanto también
pueden acceder a objetivos y epltopes no accesibles
por los anticuerpos de 4 cadenas convencionales vy

fragmentos de enlace de antigeno de los mismos. Por
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_ejemplo, se ha mostrado que los dominios Vgy VY
Nanocuerpos pueden inhibir las enzimas (véase por
ejemplo WO 97/49805; Transue et al., (1998), supra;
Lauwereys et al., (1998), supra.

Como se menciond anteriormente, la invencidn
generalmente se refiere a Nanocuerpos dirigidos contra TNF-
alfa, asi como a polipéptidos que comprenden 0
esencialmente consisten de uno o mas de tales Nanocuerpos,
que se pueden usar para! propdsitos profilacticos,
terapéuticos y/o de diagnéstico descritos posteriormente vy
en WO 04/041862.

También como se menciond 3% describe
adicionalmente posteriormente, la invencién adicionalmente
se refiere a ‘ dcidos nucleicos que <codifican tales
Nanocuerpos y polipéptidos, a métodos para preparar tales
Nanocuerpos y polipéptidos, a células hospedadoras que
expresan o0 son capaces de expresar tales Nanocuerpos o
polipéptidos, a usos de tales Nanocuerpos, polipéptidos,
dcidos nucleicos o células hospedadoras, y a composiciones
que comprenden tales Nahocuerpos, polipéptidos, acidos
nucleicos o células hospedadoras.

Generalmente, se deberd sefialar que el término
Nanocuerpo como se usa en la presente en su sentido més
amplio no se limita a una fuente bioldgica especifica o a

un método especificos de preparacidén. Por ejemplo, como se
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discutird con mas detalle posteriormente, los Nanocuerpos
de la invencidén se pueden obtener (1) aislando el'dominio
Veig de - un anticuerpo de cadena pesada que se presenta
naturalmente; (2) por expresién de una secuencia de
nucledétido que codifica un dominio Vyy gue se presenta
naturalmente; (3) .por "humanizacidén" (como se describe
posteriormente) de un dominio Vin que se presenta
naturalmente o por expresidén de un &cido nucleico que
codifica un dominio Vyy humanizado; (4) por "camelizacidén”
(como se describe posteriormente) de un dominio Vy que se
presenta naturalmente de cualquier especie animal, en
particular una especie de mamifero, tal como de un ser
humano, o por expresidn de un dcido nucleico que codifica
tal dominio Vy camelizado; (5) por "camelizacidn" de un
"anticuerpo de dominio" o "Dab" como se describe por Ward
et al (supra), o por expresién de un Aacido nucleico tal
como un dominio Vy camelizado; (6) usando técnicas
sintéticas o semi-sintéticas para preparar proteinas,
polipéptidos u otras secuencias de aminoéacido; (7)
preparando un &cido nucleico que codifica un Nanocuerpo
usando técnicas para sintesis de acido nucleico, seguido
por expresién del acido nucleico asi obtenido, y/o (8) por
cualquier combinacidén de los anteriores. Los métodos vy
técnicas adecuadas para realizar lo anterior serdn claros

para la persona experta basado en la descripciédn en 1la



10

15

20

25

-201-

presente y por ejemplo incluyen los métodos y técnicas
descritos con mas detalles posteriormente.

Sin embargo, de conformidad con una modalidad
especifica, los Nanocuerpos de la invencidén no tienen una
secuencia de aminoacido que es exactamente la misma como
(es decir como un grado de identidad de secuencia de 100%
con) la secuencia de aminoacido de un dominio Vg que se
presenta naturalmente, tal como la secuencia de aminoacido
de un dominio Vy gque se presenta naturalmente de un
mamifero, y en particular de un ser humano.

Una clase particularmente preferida de
Nanocuerpos de la invencidén comprende Nanocuerpos con una
secuencia de aminodcido que corresponde a la secuencia de
aminodcido de un dominio Vyy que se presenta naturalmente,
perc que se ha "humanizado", es decir reemplazando uno o

mds residuos de aminodcido en la secuencia de aminoacido de

- la secuencia Vmyy que se presenta naturalmente por uno o més

de los residuos aminodcido que se presentan en las

posiciones correspondientes en un dominio Vg de un

anticuerpo de 4 cadenas convencional de un ser humano (por

ejemplo indicado anteriormente). Esto se puede realizar én
una manera conocida per se, la cual sera clara para la
persona experta, por ejemplo en la base de la descripcidn
adicional ©posteriormente y la técnica previa en la

humanizacién referida en la presente. De nuevo, se debera
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seflalar que tales Nanocuerpos humanizados de la invencidn
se pueden obtener en cualquier manera conocida per ser (es
decir como se indicé bajo los puntos (1)-(8) anteriores) y
por consiguiente no son estrictamente limitados a
polipéptidos que se han obtenido usando un polipéptido que
comprende un dominio Vyy que se presenta naturalmente como
un material de partida.

Una sustitucidén humanizante preferida, pero no
limitante de Nanocuerpos que pertenecen al grupo 103 P,R,S
y/o el grupo GLEW (como se define en la presente) es 108Q a
108L. |

Otra clase particularmente preferida de
Nanocuerpos de la invencién comprende Nanocuerpos con una
secuencia de aminoadcido que corresponde a la secuencia de
aminodcido de un dominio Vy que se presenta naturalmente
que se ha "camelizado", es decir reemplazando uno o mas
residuos aminocicido en la secuencia dé aminodcido de un
dominio Vy que se presenta naturalmente de un anticuerpo de
4 cadenas convencional por uno o mas de los residuos
aminoédcido que se presentan en las posiciones
correspondientes en un dominio Vg de un anticuerpo de
cédena pesada. Esto se puede realizar en una manera
conocida per se, la cual serd clara para la persona
experta, por ejemplo en la base de la descripcidén adicional

poéteriormente. También se hace referencia a WO 94/04678.
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Tal camelizacidn preferiblemente puede ocurrir en
posiciones de aminoécido las cuales estin presentes en la
interfase Vyg-Vy v en los residuos distintivos camélidos asi
llamados (véase por ejemplo también WO 94/04678), como
también se menciona posteriormente. Preferiblemente, el
dominio Vy o secuencia que se usa como un material de
partida o punto de partida para generar o disefiar el
Nanocuerpo camelizado preferiblemente es una secuencia de
Vy de un mamifero, més preferiblemente la secuencia de Vy de
un ser humano. Sin embargo, se debera seflalar que tales
Nanocuerpos camelizados de la invencidén se pueden obtener
en cualquier manera conocida per se (es decir como se
indica bajo los puntos (1)-1(8) anteriores) y por
consiguiente no se limitan estrictamente a polipéptidos que
se han obtenido usando un polipéptido que pomprende un
dominio Vi que se presenta naturalmente como un material de
partida.

Por ejemplo, de nuevo como se describe
adicionalmente posteriormente, tanto "humanizacidén" como
"camelizacidén" se pueden realizar proporcionando una
secuencia de nucledétido que codifica tal dominio Vgg O
dominio Vy que se presenta naturalmente, respectivamente, y
luego cambiando, en una manera conocida per se, uno o mas
codones en la secuencia de nucledétido de modo que la nueva

secuencia de nucledtido codifica un Nanocuerpo humanizado o
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camelizado de 1la invencidén, respectivamente, y luego

expresando la secuencia de nucledétido asi obtenida en una
manera conocida per se para proporcionar el Nanocuerpo
deseado de la invencidén. Alternativamente, basado en la
secuencia de aminodcido de un dominio Vg o dominio Vy que
se presenta naturalmente, respectivamente, la secuencia de
aminodcido del Nanocuerpo humanizado o camelizado deseado
de la invencidn, respectivamente, se puede disefiar y luego
sintetizar de novo usando técnicas para sintesis de péptido
conocidas per se. Ademds, Dbasado en la secuencia de
aminoécido o secuencia de nucleétido de un dominio Vgy ©
dominio Vi que se presenta naturalmente, respectivamente,
una secuencia de nucledétido que codifica el Nanocuerpo
humanizado o) camelizado deseado de la invencién,
respectivamente, se pueden diseflar y luego sintetizar de
novo usando técnicas para sintesis de &4cido nucleico
conocidas per se, después de lo cual la secuencia de
nucledétido asi obtenida se puede expresar en una manera
conocida per se para proporcionar el Nanocuerpo deseado de
la invenciédn. |

Otras formas y técnicas adecuadas para obtener
Nanocuerpos de la invencidén y/o secuencias de nucledtido
y/0o &dcidos nucleicos que codifican las mismas, partiendo de
(la secuencia de amincacido de) dominios Vi gue se

presentan naturalmente o preferiblemente dominios Vuy y/o de



10

15

20

25

-205-

las secuencias de nucleétido y/o secuencias de A&cido

nucleico que codifican las mismas seran claras para la

persona experta, y por ejemplo pueden comprender combinar
una o mas secuencias de aminodcido y/o secuencias de
nucledétido de dominios Vg gque se presentan naturalmente

(tales como una o mads FR's y/o CDR's) con una ©O mas

secuencias de aminodcido y/o secuencias de nucledétido de

dominios Vuyg que se presentan naturalmente (tal como una o

mas FR's o CDR's), en una manera adecuada para proporcionar

(una secuencia de nucledétido o acido nucleico codificante)

un Nanocuerpo de la invencidn.

De conformidad con un aspecto preferido, pero no
limitante del aspecto de la invencidn, un Nanocuerpo en su
sentido mé&s amplio se puede definir generalmente como un
polipéptido que comprende:

a) una secuencia de aminocdcido que estd comprendida de
cuatro regiones/secuencias de estructura interrumpidas
por tres regiones/secuencias determinantes de
complementariedad, en las cuales el residuo aminoé&cido
en la posicién 108 de conformidad con la numeracidn
Kabat es Q;

y/o:

b) una secuencia de aminoacido que estd comprendida de
cuatro regiones/secuencias de estructura interrumpidas

por tres regiones/secuencias determinantes de

206,
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en la posicién 44 de conformidad con la. numeracién
Kabat es E y en las cuales el residuo aminoacido en la
posicidén 45 de conformidad con la numeracidn Kabat es
un R;

y/o:

c) una secuencia de aminoidcido que estd comprendida de
cuatro regiones/secuencias de estructura interrumpidas
por tres regiones/secuencias determinantes de
complementariedad, en las cuales el residuo aminoacido
en la posicién 103 de conformidad con la numeracidn
Kabat es elegido del grupo que consiste de P, Ry S, vy
es en particular elegido del grupo que consiste de.R y
S.

Por consiguiente, en un primer aspecto preferido,
pero no limitante, un Nanocuerpo de lé invencién puede
tener la estructura

FR1 - CDR1 - FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4

en la cual FR1 a FR4 se refieren a regiones de estructura 1

a 4, respectivamente, y en las cuales CDR1 a CDR3 se

refieren a las regiones determinantes de complementariedad

1 a 3, respectivamente, y en las cuales

i) el residuo aminodcido en la posicidn 108 de
conformidad con la numeracidén Kabat es Q;

y/o0 en las cuales:
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ii) el residuc aminoédcido en la posicidén 44 de conformidad
con la numeracién Kabat es E y en la cual el residuo
aminodcido en la posicidn 45 de conformidad con 1la
numeracidén Kabat es un R;

y/o en las cuales:

iii) el residuo amihoécido en la posicién 103 de
conformidad con la numeracidén Kabat se elige del grupo
que consiste de P, R y S, y es en particular elegido
del grupo que consiste de R y S;

y en las cuales

iv) CDR1, CDR2 V% CDR3 son como se ~definieron
anteriormente, y son preferiblemente como se definen
de conformidad con una de las definiciones preferidas
anteriores, vy son_més preferiblemente como se definen
de conformidad con una o mas de las definiciones
preferidas anteriores.

En particular, un Nanocuerpo contra TNF-alfa de
conformidad con la invencidén p&ede tener'la estructura:
FR1 - CDR1 - FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4

en la cual FR1 a FR4 se refieren a regiones de estructura 1

a 4, respectivamente, y en las cuales CDR1 a CDR3 se

refieren a las regiones determinantes de complementariedad

1 a 3, respectivamente, y en las cuales

i) el residuo aminoacido en la posicidn 108 de

conformidad con la numeracidén Kabat es Q;
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y/o0 en las cuales:

ii) el residuo aminodcido en la posicidén 44 de conformidad
con la numeracién Kabat es E y en la cual el residuo
aminodcido en la posicidén 45 de conformidad con la
numeraciédn Kabat es un R;

y/0o en las cuales:

iii) el residuo aminodcido en la posicidn 103 de
conformidad con la numeracién Kabat se elige del grupo
que consiste de P, R y S, y es en particular elegido
del grupo que consiste de R y S;

y en las cuales

iv) CDR1, CDR2 Yy CDR3 son como se definieron
anteriormente, y son preferiblemente como se definen
de conformidad con una de las definiciones preferidas
anteriores, y son mids preferiblemente coﬁo se definen
de conformidad con wuna de las definiciones mas
preferidas anteriores.

En particular, de conformidad con un aspecto
preferido, pero no limitante del aspecto de la invencidn,
un Nanocuerpo generalmente se puede definir como un
polipéptido que comprende una secuencia de aminodcido que
esta comprendida de cuatro regiones/secuencias de
estructura interrumpidas por tres régiones/secuencias
determinantes de complementariedad, en las cuales;

a-1l) el residuo aminoacido en la posicidén 44 de conformidad
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con la numeracién Kabat se elige del grupo que
consiste de G, E, D, G, Q, R, S, L; y preferiblemente

se elige del grupo gque consiste de G, E o Q; vy

el residuo aminocdcido en la posicidn 45 de conformidad

con la numeracién Kabat se elige del grupo gque
consiste de L, R o C; y preferiblemente se elige del
grupo dque consiste de L o R; y

el residuo aminodcido en la posicidn 103 de
conformidad con la numeracidén Kabat se elige del grupo
gue consiste de W, R o S; y preferiblemente es W b R,
y es muy preferiblemente W; |

el residuo aminodcido en la posicidn 108 de
conformidad con la numeracidén Kabat es Q;

las cuales:

el residuo aminocacido en la posicidén 44 de conformidad
con la numeracidén Kabat se elige del grupo que
consiste de E y Q; vy

el residuo aminodcido en la posicién 45 de conformidad
con la numeracidén Kabat es R; vy

el residuo aminodcido en la posicidn 103 de
conformidad con la numeracién Kabat se elige del grupo
que consiste de W, R y S; y es preferiblemente W;

el residuo aminoacido en la posicidn 108 de
conformidad con la numeracién Kabat se elige del grupo

que consiste de Q y L; y es preferiblemente Q;
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o en las cuales:

c-1) el residuo aminoacido en la posicidén 44 de conformidad
con la numeracién Kabat se elige del grupo que
consiste de G, E, D, Q, R, Sy L; vy preferibiemente se
elige del grupo que consiste de G, Ey Q; y

c-2) el residuo aminodcido en la posicidén 45 de conformidad
con la numeracidén Kabat se elige del grupo gque
consiste de L, R y C; y preferiblemente se elige del
grupo que consiste de L y R; y

c-3) el ;esiduo aminodcido en la posicién 103 de
conformidad con la numeracidén Kabat se elige del grupo
que consiste de P, Ry S; y en particular se elige del
grupo gue consiste de Ry S; y

c-4) el residuo aminoacido en la posicién 108 de
conformidad con la numeracidén Kabat se elige del grupo
que consiste de Q y L; y es preferiblemente Q.

Por consiguiente, en otro aspecto preferido, pero
ne limitante, un Nanocuerpo de la invencidn puede tener la
estructura

FR1 - CDR1 - FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4

en la cual FR1 a FR4 se refieren a regiones de estructura 1

a 4, respectivamente, y en las cuales CDR1 a CDR3 se

refieren a las regiones deterﬁinantes de complementariedad

1 a 3, respectivamente, y en las cuales:

i) el residuo aminodcido en la posicidn 44 de conformidad
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con la numeracién Kabat se elige del grupo que
consiste de G, E, D, G, Q, R, S, L; vy preferiblemente
se elige del grupo que consiste de G, E o Q;

las cuales:.

el residuo amincacido en la posicidn 45 de conformidad
con la numeracidén Kabat se elige del grupo que
consiste de L, R o C; y preferiblemente se elige del
grupo que consiste de L o R;

las cuales:

el residuo aminodcido en la posicién 103 de
conformidad con la numeracidén Kabat se elige del grupo
que consiste de W, R o S; y preferiblemente es W o R,
y es mads preferiblemente W;

las cuales

el residuo aminodcido en la posicidn 108 de
conformidad cén la numeracidén Kabat es Q;

las cuales:

CDR1, CDR2 3% CDR3 son como se definieron
anteriormente, y son preferiblemente como se definen
de conformidad con una de las definiciones preferidas
anteriores, y son mas preferiblemente como se definen
de . conformidad con una de las definiciones més
preferidas anteriores.

En otro aspecto preferido, pero no limitante, un

Nanocuerpo de la invencién puede tener la estructura
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FR1 - CDR1 - FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4

en la cual FR1 a FR4 se refieren a regiones de estructura 1

a 4, respectivamente, y en las cuales CDR1 a CDR3 se

refieren a las regioﬁes determinantes de complementariedad

1 a 3, respectivamente, y en las cuales:

i) el residuo aminoadcido en la posicién 44 de conformidad
con la numeracién Kabat se elige del grupo que
consiste de E y Q;

y en las cuales:

ii) el residuo aminoadcido en la posicidén 45 de conformidad
con la numeracién Kabat es R;

y en las cuales:

iii) el residuo aminoacido en la posicién 103 de
conformidad con la numeracidén Kabat se elige del grupo
que consiste de W, R y S; y preferiblemente es W;

y -en las cuales

iv) el residuo aminodcido en la posicidn 108 de
conformidad con la numeracidén Kabat es Q;

y en las cuales:

V) CDR1, CDR2 % CDR3 son como se definieron
anteriormente, y son preferiblemente como se definen
de conformidad con una de las definiciones preferidas
anteriores, y son mas preferiblemente como se definen
de conformidad con una de las definiciones més

preferidas anteriores.
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En otro aspecto preferido, pero no limitante, un

Nanocuerpo de la invencién puede tener la estructura

FR1 - CDR1 - FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4

en la cual FR1 a FR4 se refieren a regiones de estructura 1

a 4, respectivamente, y en las cuales CDR1 a CDR3 se

refieren a las regiones determinantes de complementariedad

1 a 3, respectivamente, y en las cuales:

i) el residuo aminocdcido en la posicidén 44 de conformidad
con la numeracidén Kabat se elige del grupo que
consiste de G, E, D, Q, R, S y L; y preferiblemente se
elige del-grupo que consiste de G, E y Q;

y en las cuales:

ii) el residuo aminocédcido en la posicidén 45 de conformidad
con la numeracién Kabat se elige del grupo que
consiste de L, R y C; vy preferiblemente se elige del
grupo que consiste de L y R;

y en las cuales:

iii) el residuo aminodcido en la posicidn 103 de
conformidad con la numeracién Kabat se elige del grupo
que consiste de P, Ry S; y en particular se elige del
grupo que cbnsiste de Ry S;

y en las cuales

iv) el residuo aminoacido en la posicidn 108 de
conformidad con la numeracidén Kabat se elige del grupo

que consiste de Q y L; preferiblemente es Q;
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y en las cuales:

V) CDR1, CDR2 y CDR3 son como se definieron
anteriormente, y son preferiblemente como se definen
de conformidad con una de las definiciones preferidas
anteriores, y son mas preferiblemente como se definen
de conformidad con wuna de las definiciones mas
preferidas anteriores.

Dos grupos particularmente preferidos, . pero no
limitantes de los Nanocuerpos de la invencién son aquellos
de conformidad con a) anterior; de conformidad con I) a a-
4) anterior; de conformidad con b) anterior; de conformidad
con b-1) a b-4) anteriores; de conformidad con c¢) anterior;
y/o de conformidad con c¢-1) a c-4) anteriores, en los
cuales;

a) los residuos aminocdcido en las posiciones 44-47 de
conformidad <con la numeracidén Kabat forman la
secuencia GLEW (o una secuencia tipo GLEW como se
‘define posteriormente) y el residuo aminodcido en la
posicidn 108 es Q;

en los cuales:

b) los residuos aminocdcido en las posiciones 43-46 de
conformidad con la numeracidén Kabat forman la
secuencia KERE o KQRE (o una secuencia tipo KERE) y el
residuo aminoadcido en la posicién 108 es Q@ o L, vy

preferiblemente es Q.
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Por consiguiente, en otro aspecto preferido, pero
no limitante, un Nanocuerpo de la invencidén puede tener la
estructura

FR1 - CDR1 - FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4

en la cual FR1 a FR4 se refieren a regiones de estructura 1

a 4, respectivamente, y en las cuales CDR1 a CDR3 se

refieren a las regiones determinantes de complementariedad

1l a 3, respectivamente, y en las cuales:

i) los residuos aminocdcido en las posiciones 44-47 de
conformidad con la numeracién Kabat forman 1la
secuencia GLEW (o una secuencia tipo GLEW como se
define posteriormente) y el residuo aminocadcido en 1la
posicidén 108 es Q;

y en las cuales:

ii) CDR1, CDR2 y CDR3 son como se definieron
anteriormente, y son preferiblemente como se definen
de conformidad con una de las definiciones preferidas
anteriores, y son mas preferiblemente como se definen
de conformidad con wuna de las definiciones més
preferidas anteriores.

En otro aspecto preferido, pero no limitante, un
Nanocuerpo de la invencidén puede tener la estructura

FR1 - CDR1 - FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4
en la.cual FR1 a FR4 se refieren a_regioneé de estructura 1

a 4, respectivamente, y en las cuales CDR1 a CDR3 se
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refieren a las regiones determinantes de complementariedad

1 a 3, respectivamente, y en las cuales:

i) los residuos amincacido en las posiciones 43-46 de
conformidad «con la numeracién Kabat forman 1la
secuencia KERE o KQRE (o una secuencia tipo KERE) y el
residuo aminocdcido en la posicidédn 108 es Q o L, vy
preferiblemente es Q;

y en las cuales:

ii) CDR1, CDR2 \% CDR3 son como se definieron
anteriormente, y son preferiblemente como se definen
de conformidad con una de las definiciones preferidas
anteriores, y son mas preferiblemente como se definen
de conformidad con wuna de las definiciones méas
preferidas anteriores.

En los Nanocuerpos de la invencidén en los cuales
los residuos aminocdcido en las posiciones 43-46 de
conformidad con la numeracidén Kabat forman la secuencia
KERE o KQRE, el residuo aminodcido en la posicidén 37 es mas
preferiblemente F. En los Nanocuerpos de la invencidén en
los cuales los residuos aminodcido en las posiciones 44-47
de conformidad con la numeracidédn Kabat forman la secuencia
GLEW, el residuo aminodcido en la posicidén 37 se elige del
grupo gue consiste de Y, H, I, VvV o F, y es mas
preferiblemente F.

Por consiguiente, sin que se limite a esto en

21E
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alguna forma, sobre la base de los residuos éminoécido

presentes en las posiciones mencionadas anteriormente, los

Nanocuerpos de la invencidén generalmente se pueden

clasificar sobre la base de'losbsiguientes tres grupos:

a) El "grupo GLEW": Nanocuerpos con la secuencia de
aminoacido GLEW en las posiciones 44-47 de conformidad
con la numeracién Kabat 'y Q en la posicién 108 de
conformidad con la numeracién Kabat. Como se describe
adicionalmente en la presente, los Nanocuerpos dentro
de este grupo usualmente tienen un V en la posicidén
37, y pueden tener un W, P, R o S en la posicidn 103,
y preferiblemente tienen un W en la posicién 103. E1
grupo GLEW también comprende algunas secuencias tipo
GLEW tales como aquellas mencionadas en la tabla 2
posterior;

b) El "grupo KERE": Nanocuerpos con la secuencia de
aminodcido KERE o KQRE en las posiciones 43-46 de
conformidad con la numeracidén Kabat y Q o L en la
posicién 108 de conformidad con la numeracidén Kabat.
Como se describe adicionalmente en la presente, los
Nanocuerpos dentro de este grupo usualmente tienen un
F en la posicién 37, un L o F en la posicidén 47; y
pueden tener un W, P, R o S en la posicién 103, vy
preferiblemente tienen un W en la posicidén 103;

c) El "grupo 103 P, R, S": Nanocuerpos con un P, R o S en
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la posicidn 103. Estos Nanocuerpos pueden tener ya sea
la secuencia de aminodcido GLEW en las posiciones 44-
47 de la numeracidn Kabat o la secuencia aminoacido
KERE o KQRE en las posiciones 43-46 de conformidad con
la numeracién Kabat, la uGltima mé&s preferiblemente en
combinacién con un F en la posicidén 37'y un L o un F
en la posicidén 47 (como se define para el grupo KERE);
y pueden tener Q o L en la posicidén 108 de conformidad
con la numeracién Kabat; y preferiblemente tienen Q.

Por consiguiente, en otro aspecto preferido, pero
no limitante, un Nanocuerpo de la invencién puede ser un
Nanocuerpo que pertenece al grupo GLEW (como se define en
la presente), y en el cual CDR1, CDRZ y CDR3 son como se
definieron anteriormente, y preferiblemente son como se
definen de conformidad <con wuna de las definiciones
preferidas anteriores, y son méds preferiblemente como se
definen de conformidad con una de las definiciones mas
preferidas anteriores.

En otro aspecto preferido, pero no limitante, un
Nanocuerpo de la invencidén puede ser un Nanocuerpo dgue
pertenece al grupo KERE (como se define en la presente), y
en el cual CDRI1, CDRZ y CDR3 son como se definieron
anteriormente, y preferiblemente son como se definen de
conformidad con una de las definiciones preferidas

anteriores, y son méds preferiblemente como se definen de
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conformidad con una de las definiciones mas preferidas
anteriores.

Por consiguiente, en otro éspecto preferido, pero
no limitante, un Nanocuerpo de la invencidén puede ser un
Nanocuerpo que pertenece al grupo 103 P, R, S (como se
define en la presente), y en el cual CDR1, CDR2 y CDR3 son
como se definieron anteriormente, vy preferiblemente son
como ée definen de conformidad con una de las definiciones
preferidas anteriores, y son mas preferiblemente como se
definen de conformidad con una de las definiciones mas
preferidas anteriores.

Ademds, mads generalmente y ademds de los residuos
108Q, 43E/44R y 103 P, R, S mencionados anteriormente, los
Nanocuerpos de la invencidén pueden contener, en una © mas
posiciones, en un dominio Vi convencional, que podrian
formar (parte de) la interfase Vy/Vy, contener uno o mas
residuos aminodcido que son mds altamente cargados que los
residuos amincdcido que se presentan naturalmente en las
mismas posiciones en el dominio Vg o Vyg que se presenta
naturalmente correspondiente, y en particular uno o mas
residuos aminoécido'cargados (como se menciona en la tabla
1).

Tales sustituciones incluyen, pero no se limitan
a las secuencias ‘tipo GLEW mencionadas en la tabla 2

posterior; asi como las sustituciones que se describen en
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la Solicitud Internacional WO 00/29004 para "microcuerpos"
asi llamados, por ejemplo un Q en la posicidén 108 y KLEW en
las posiciones 44-47.

En algunas modalidades de los Nanocuerpos de la
invencién, el residuo aminodcido en la posicién 83 se elige
del grupo que cdnsiste de I, M, S, V y W; y preferiblemente
es L.

Ademéds, en algunas modalidades de los Nanocuerpos
de la invencién, el residuo aminodcido en‘la posicién 83 se
elige del grupo que consiste de R, K, N, E, I y Q; y es mas
preferiblemente ya sea K o) B (para Nanocuerpos
correspondientes a dominios Vian que se presentan
naturalmente) o R (para Nanocuerpos "humanizados", como se
describe posteriormente). El residuo aminoadcido en 1la
posicidén 84 en algunas modalidades se elige del grupo que
consiste de P, A, R, S, Dy V, y es mas preferiblemente P
(para Nanocuerpos correspondientes a -dominios Vgy que se
presentan naturalmente) o} R (para Nanocuerpos
"humanizados", como se describe posteriormente).

Ademas, en algunas modalidades de los Nanocuerpos
de la invencidén, el residuo aminoidcido en la posicidén 104
se elige del grupo due 'consiste de G y D; y es mas
preferiblemente G.

Colectivamente, los residuos aminodcido en las

posiciones 11, 37, 44, 45, 47, 83, 84, 103, 104 y 108, los
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cuales en los Nanocuerpos son como se menciond
anteriormente, serdn referidos en la presente como los
"Residuos Distintivos". Los residuos distintivos y los
residuos aminodcido en las posiciones correspondientes del
dominio VH humano méds estrechamente relacionado, se resumen
en la tabla 2.

Algunas combinaciones especialmente preferidas de
estos residuos distintivos como se presentan en dominios Vyy
que se presentan naturalmente se mencionan en la tabla 3.
Para comparacién, los residuos aminodcido correspondientes
del Vg3 humano llamado DP-47 se han indicado en letras

cursivas.

Tabla 2: Residuos Distintivos en Nanocuerpos

Posicién Vu3 humano _ Residuos Distintivos
11 L, V; predominantemente L L, M, S, V, W; preferiblemente L
37 V, I, F; usualmente V FU Y, H,1o0V, preferiblemente FPoY
449 G GY, E¥, D, Q, R, S, L; preferiblemente G™, E® o
Q; més preferiblemente G® 0 E®,
45® L L® R® C 1,L,P,Q,V; preferiblemente L™ o R®
47® W, Y WA LW FD A G, LM,R,S,0Y;
preferiblemente W, L FY o R
83 R o K; usualmente R R, K® N,E®, I,MoQ; preferiblemente K o R;
mds preferiblemente K
84 A, T, D; predominantemente A P® A, L, R, S, D, V, preferiblemente P
103 W w® p® R® g preferiblemente W
104 G G o D; preferiblemente G
108 L, M o T; predominantemente L | Q, LY oR; preferiblemente Q o L7
Notas:

(1): En particular, pero no exclusivamente, en combinacidn
con KERE (SEC ID NO: 437) o KQRE (SEC ID NO: 438) en

las posiciones 43-46.
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Usualmente como GLEW (SEC ID NO: 439) en las
posiciones 44-47.

Usualmente como KERE o KQRE en las posiciones 43-46,
por ejemplo como KEREL (SEC ID NO: 440), FEREF (SEC ID
NO:441), KQREL (SEC ID NO: 442), KQREF (SEC ID NO:
443) o KEREG (SEC ID NO: 444) en las posiciones 43-47.
Alternativamente, también las secuencias tales como
TERE (SEC ID NO:445) (por ejemplo TEREL (SEC 1ID
NO:446)), KECE (SEC ID NO:447) (por ejemplo KECEL (SEC
ID NO:448) o KECER (SEC ID NO:449)), RERE (SEC 1ID
NO:450) (por ejemplo REREG (SEC ID NO:451)), QERE (SEC
ID NO:452) (por ejemplo QEREG (SEC ID NO:453)), KGRE
(SEC ID NQC:454) (por ejemplo KGREG (SEC ID NO:455)),
KDRE (SEC 1ID ©NO:4506) (por ejemplo KDREV (SEC 1ID
NO:457)) son posibles. Algunas otras secuencias
posibles, pero menos preferidas incluyen por ejemplo
DECKL (SEC ID NO:458) y NVCEL (SEC ID NO:459).

Tahto con GLEW en las posiciones 44-47 como KERE o
KQORE en las posiciones 43-46.

Frecuentemente como KP o EP en las posiciones 83-84 de
dominios Vyy que se presentan naturalmente.

En particular, pero no exclusivamente, en combinacidn
con GLEW en las posiciones 44-47.

Con la condicién que cuando las posiciones 44-47 son

GLEW, la posicién 108 siempre es Q.
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El grupo GLEW también contiene secuencias tipo GLEW en
las posiciones 44-47, tal como por ejemplo GVEW (SEC
ID NO:460), EPEW (SEC ID ©NO:461), GLER (SEC iD
NO:462), DQEW (SEC ID NO:463), DLEW (SEC ID NO:464),
GIEW (SEC ID NO:465), ELEW (SEC ID NO:466), GPEW (SEC
ID NO:467), EWLP (SEC ID NO:467), GPER (SEC 1ID

NO:469), GLER (SEC ID NO:470) 3% ELEW.
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En 1los Nandcuerpos, cada residuo aminodcido en
cualguier otra posicidén que los Residuos Distintivos puede
ser cualguier residuo aminodcido que naturalmente se
presenta en la posicidédn correspondiente (de conformidad con
la numeracidén Kabat) de un dominio .me que se presenta
naturalmente.

Tales residuos amincidcido serdn claros para la
persona experta. Las tablas 4-7 mencionan algunos residuos
no limitantes que pueden estar presentes en cada posicidn
(de conformidad con la numeracidén Kabat) de la FR1, FR2,
FR3 y FR4 de dominios Vyy que se presentan naturalmente.
Para cada posicién, el residuo amincacido que méas
frecuentemente se presenta en cada posicién de un dominio
Vug gque se presenta naturalmente (y el cual es el residuo
aminodcido mas preferido péra la posicién en un Nanocuerpo)
se indica en negrillas; by otros residuos aminodcido
preferidos para <cada posicién se han subrayado (nota:
el numero de residuos amincacido gue se encuentran en las
posiciones 26-30 de dominiocs Vg que se presentan
naturalmente soporta la  hipdtesis que fundamenta 1la
numeracidén Chothia (supra) que los residuos en eéta posiciones
ya forman parte de CDR1).

En las tablas 4-7, algunos de los residuos no
limitantes que pueden estar presentes en cada posicidn de

un dominioc Vi3 humano también se han mencionado. De nuevo,
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para cada posicidn, el residuo amincacido gue més
frecuentemente se presenta en cada posicién de un dominio
Vg3 humano que se presenta naturalmente se indica en

negrillas; y otros residuos aminocacido preferidos se han subrayado.

Tabla 4: Ejemplos no limitantes de residuos aminoacido en

FR1 (para las notas al pie, véase las notas al pie de 1la

tabla 2)
Pos. Residuos aminoacido:
V3 humano Vua's Camélidos

1 E,Q Q,AE,D,H R

2 A\ V,A,E,G,L,M, Q

3 Q Q,K,E,H,P,R, Y

4 L L,F,P,R,V

5 V,L QELV,MPAI

6 E E,D,Q,AH

7 S, T S,F,H

8 G,R G, AR

9 G G,E

10 G,V G,D,R,AE,N, T,V

11 Residuo distintivo: L, M, S, V, W, F, N, P, T, Y; preferiblemente L

12 V,1 V,A, G, M

13 Q,K,R Q,E,K,D,G,AH,L,N,P,R, T

14 P A QA GPT V,E F,LN,S

15 G G

16 G,R G, AE,D,N,P,R,S,V,W

17 S S,EET,N,P, A, C

18 L L,V,M,Q,R

19 R, K RKLNSTAFGILMQ

20 L L,FELV,M,S

21 S S,F, T,G,H,P, A

22 C C

23 AT A,DP,S T, V,EGILL QR

24 A A LS T, V,CEFGLN,P,Q,
Y
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Ejemplos no limitantes de residuos aminoacido en

Pos. Residuos aminoacido: ,
Vy3 humano Vuy's Camélidos
25 S S,AE,P,T,L,V
26 G ' G,D,E,R,S,V,A,LM,P, T
27 F S,E,R,L,P,G,N,A,D,E, H, L K,
M,QT,V,Y
28 T N, T,E,D,S,LR,A,G,R,F, Y, L,
M,P,V
29 F.V F,L,D,S,,G, V,AE,P, T, Y
30 S.D,G N,S,E,G,A,DL M, T,H, I, P,R,
V, W
Tabla 5: Ejemplos no limitantes de residuos aminoacido en
FR2 (para las notas al pie, véase las notas al pie de 1la
tabla 2)
Pos. Residuos aminoacido:
' Vu3 humano Vun's Camélidos
36 w W
37 Residuo distintivo: FV, Y, H, L A, L. P, S o V, preferiblemente FYoY
38 R R
39 Q QH,P,R,A,D,G,L,E
40 A AF,G P, T,V,LL N,R, S, Y
41 P,S, T P,ALSILQ,T
42 G G, E,D,R, T,V
43 K K,D,E,N,Q,R, T,V,A,L,M, S
44 Residuo distintive: G, E®), D, Q,R, S, L, A,F, K, M,N,P, V, W, Y;
preferiblemente G(z), E® o Q; mas preferiblemente G?® o E®
45 Residuo distintivo: L, RY, C,1,L,P,Q, V,D,E, G, H, K, T;
preferiblemente L? o R®

I
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|E,D.K,Q,V,A,G,N

Residuo distintivo: WP, LV o FP, A, G,L M, R, S,D,E,H,K,Q, T, Vo

Y; preferiblemente w@ LW g4 R

E,V

I) L? AD C? E’ F’ G) HS M) P’ Q)

R,S, T,V,W, Y

2

A"

A’ S’ A’ G, TS V’ D’ ED I’ L’ QS R’ Y

S.A,G

Ejemplos no limitantes de residuos aminoacido en

46

47

48

49

Tabla 6:

(para las notas al pie,

FR3

véase las notas al pie de. la

tabla 2)
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Tabla 6: Ejemplos no limitantes de residuos aminocacido en

FR3 (continuacién)

Pos. Residuos aminoacido:
Vi3 humano Vur's Camélidos

81 Q QERTGHILKLM,N

82 M M,LL,V,G,P, T

82A N, G N,.D,G,H,S, T, A, E,LK,R, V

82B S SSN.D,G,R,A,C,E,F, LK, M,
P, T,V

82C L L,PMT,V

83 Residuo distintivo: R, K®, N, E®, L. M, A, D, G,L,Q, S, To Q;

'| preferiblemente K o R; mas preferiblemente K .
84 Residuo distintivo: P, A, L. R, S, D, V, F, G, H, N, T, Y; preferiblemente
P _

85 E,G E,D,G,Q, AN, R V.Y

86 D D, EFY

87 T,M T,S,A,C,M

88 A A, G S,D,L,N,P

89 V,L V.A,D,LL,M,N,R, T,E, F, S

90 Y Y,F,E,H N

91 Y, H Y,D,F, H,L,S,T,V,C, [ N,R, W

92 C C

93 AK T AN G HK R,ST,V,Y,EF,
LLMQ

94 K,R, T A V,C,F,G L R S,D,E,K,
M,N,P,Q,T,W,Y, ToK;

Tabla 7: Ejemplos no limitantes de residuos aminoacido en

FR4 (para las notas al pie, véase las notas al pie de la tabla 2)

Pos. Residuos aminoacido:

Vu3 humano

Vuu's Camélidos

103 Residuo distintive: W*, P® R® S F, G, K,L,N,Q, V., Y;

preferiblemente W

104 Residuo distintivo: G, A, R, S, T o D; preferiblemente G
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Pos. Residuos aminoacido:

Vy3 humano |VﬁH%Chnwﬁdds

103 Residuo distintive: W*, P® R® S F, G, K,L,N,Q, V., Y;
preferiblemente W

104 Residuo distintive: G, A, R, S, T o D; preferiblemente G

105 Q,R QEKPRGHLSYV
106 G G

107 T T,A,LN,P

108 Residuo distintivo: Q, L E, H, N, P, T o R; preferiblemente Q o LY
109 \" A"

110 T T,L A

111 A% V,A LG

112 S SSF,ALLLP,T,Y

113 S SSA,LLP,F,T

b2 2 b4

»
»

Por consiguiente en otro aspecto preferido, pero
no limitante, un Nanocuerpo de la invencidén puede tener la
estructura

FR1 - CDR1 - FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4

en la cual FR1 a FR4 se refieren a regiones de estructura 1

a 4, respectivamente, y en las cuales CDRl1 a CDR3 se

refieren a las regiones determinantes de complementariedad

1 a 3, respectivamente, y en las cuales:

i) los residuos distintivos son como se definieron
anteriormente;

y en las cuales:

ii) CDR1, CDR2 \% CDR3 son como se definieron
anteriormente, y son preferiblemente como se definen
de conformidad con una de las definiciones preferidas
anteriores, y son mds preferiblemente como se definen

de conformidad con una de las definiciones méas

A1
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preferidas anteriores.
En otro aspecto preferido, pero no iimitante) un
Nanocuerpo de la invencidén puede tener la estructura
FR1 - CDR1 - FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4
en la cual FR1 a FR4 se refieren a regiones de estructura 1
a 4, respectivamente, y en las cuales CDR1 a CDR3 se
refieren a las regiones determinantes de‘complementariedad

1 a 3, respectivamente, y en las cuales:

1) FR1 se elige del grupo que consiste de la secuencia de
aminoacido:
[1] QVQLQOESGGGXVQAGGSLRLSCAASG [26] [SEC ID NO: 1]

o del grupo que cbnsiste de secuencias de aminodcido
que tienen al menos 80%, preferiblemente al menos 90%,
mas preferiblemente al menos 95%, aun mas
preferiblemente al menos 99% de identidad de secuencia
(como se define en la presente) con la secuencia de
aminoacido anterior; en la cual
(1) cualquier sustitucién de aminoacido en cualquier
posicién diferente de una posicidén distintiva
preferiblemente es vya sea una sustitucién de
aminodcido conservadora (como se define en la
presente) y/o una sustitucién de aminodcido como

se definidé en la tabla 4; y/o



(2) 1la secuencia de aminodcido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminoéacido, vy
ningunas supresiones o inserciones de aminodcido,
comparada con las secuencias de aminoacido
anteriores:

y/o del grupo que <consiste de secuencias de

aminoacido que tienen 3, 2 o) solamente 1

"diferencia(s) de aminoécido" (como se define en la

presente) con una de las secuencias de aminoacido

anteriores, en las cuales:

(1) cualquier sustitucidén de aminocdcido en cualquier
posicidén diferente de una posicidn distintiva
preferiblemente es ya sea una sustitucidén de
aminoacido conservadora (como se define en 1la
presente) y/o una sustitucidén de aminodcido como
se definidé en la tabla 4; y/o

(2)y la secuencia de aminodcido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminoacido, vy
ningunas supresiones o inserciones de aminodcido,
comparada con las secuencias de aminoacido
anteriores;

y en las cuales:
ii) FR2 se elige del grupo que consiste de la secuencia de
aminoacido:

[36] WXRQAPGKXXEXVA [49] [SEC ID NO: 2]
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o del grupo que consiste de secuencias de aminoacido

que tienen al menos 80%, preferiblemente al menos 90%,

mas preferiblemente al menos 95%, aun mas

preferiblemente al menos 99% de identidad de secuencia

(como se define en la presente) con la secuencia de

aminodacido anterior; en la cual

(1) cualquier sustitucidén de amincacido en cualquier
posicidn diferenté de wuna posicién distintiva
preferiblemente es ya sea una sustitucidén de
aminodcido conservadora (como se define en la
presente) y/o una sustitucién de aminodcido como
se definidé en la tabla 5; y/o

(2) 1la secuencia de aminoacido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminodcido, vy
ningunas supresiones o inserciones de aminoacido,
comparada con las secuencias de aminoacido
anteriores;

y/o del grupo que consiste de secuencias de

aminoacido que tienen 3, 2 o) solamente 1

"diferencia(s) de aminocacido" (como se define en 1la

presente) con una de las secuencias de aminoacido

anteriores, en las cuales:

(1) cualquier sustitucidén de amincdcido en cualquier
posicién diferente de wuna posicidén distintiva

preferiblemente es vya sea una sustitucién de
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aminoadcido conservadora (como se define en la
presente) y/o una sustitucidén de aminodcido como
se definidé en la tabla 5; y/o

(2) 1la secuencia de aminoacido | preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminoc&cido, y
ningunas supresiones o inserciones de aminoacido,
comparada con las secuencias de aminoé&cido

anteriores;

y en las cuales:

iii)

[66]

FR3 se elige del grupo que consiste de la secuencia de

aminodcido:

RFTISRDNAKNTVYLOMNSLXXEDTAVYYCAA [94] [SEC ID NO: 3]

o del grupc que consiste de secuencias de aminoacido

- que tienen al menos 80%, preferiblemente al menos 90%,

mas preferiblemente al  menos 95%, aun mas

preferiblemente al menos 99% de identidad de secuencia

{(como se define en la presente) con'la secuencia de

aminoacido anterior; en la cual

(1) cualguier sustitucidén de amincacido en cualquier
posicién diferente de una posicidén distintiva
preferiblemente es ya sea una sustitucidén de
aminodcido conservadora (como se define en 1la

presente) y/o una sustitucién de aminodcido como
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se definid en la tabla 6; y/o

(2) 1la secuencia de aminodacido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminoacido, vy
ningunas supresiones o inserciones de aminoé&cido,
comparada con las secuencias . de aminoacido
anteriores;

y/o del grupo que consiste de secuencias de

aminoacido que tienen 3, 2 o) solamente 1

"diferencia(s) de -aminocacido" (como se define en la

presente) con una de las secuencias de aminoacido

anteriores, en las cuales:

(1) cualquier sustitucidédn de aminocdcido en cualquier
posicién diferente de una posicidén distintiva
preferiblemente es vya sea una sustitucidén de
amino&cido conservadora (como se define en la
presente) y/o una sustitucidén de aminoadcido como
se definidé en la tabla 6; y/o

(2) 1la secuencia de aminoacido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminoéacido, vy
ningunas supresiones o inserciones de aminoéacido,
comparada con las secuencias de aminoacido
anteriores;

y en las cuales:
iv) FR4 se elige del grupo que consiste de la secuencia de

amincacido:
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[103]XXQGTXVTVSS [113] [SEC ID NO: 4]

o del grupo gque consiste de secuencias de aminocacido

que tienen al menos 80%, preferiblemente al menos 90%,

mas preferiblemente al mencs 95%, aun mas

p?eferiblemente al menos 99% de identidad de secuencia

(como se define en la presente) con la secuencia de

aminodcido anterior; en la cual

(1) cualquier sustitucién de aminocdcido en cualquier
posicidén diferente de wuna posicidén distintiva
preferiblemente es ya sea una sustitucidén de
aminodcido conservadora (como se define en la
presente) y/o una sustitucién de aminodcido como
se definid en la tabla 7; y/o

(2)y la secuencia de aminoacido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminoacido, vy
ningunas supresiones o inserciones de aminodcido,
comparada con las secuencias de aminoacido
anteriores;

y/o del grupo gque consiste de secuencias de

aminoacido que tienen | 3, 2 o) solamente 1

"diferencia(s) de aminodcido" (como se define en la

presente) con una de las secuencias de aminoéacido

anteriores, en las cuales:
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(1) cualquier sustitucién de aminocdcido en cualquier
posicidén diferente de wuna posicidén distintiva
preferiblemente es vya sea una sustitucién de
aminodcido conservadora (como se define eh la
presente) y/o una sustitucién de aminodcido como
se definidé en la tabla 7; y/o

(2) 1la secuencia de aminodacido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminoacido, vy
ningunas supresiones o inserciones de aminoacido,
cémparada con las sécuencias de aminoégido
anteriores;

y en las cuales:

V) CDR1, CDRZ2 y CDR3 son como se definieron
anteriormente, y preferiblemente son como se definen
de conformidad con las definiciones preferidas
anteriores, y son mas preferiblemente como se definen
de conformidad con una de las definiciones més
preferidas anteriores;

en las cuales los residuos distintivos se iﬁdican por "X" y

son como se definieron anteriormente y en las cuales los

numeros entre corchetes se refieren a las posiciones de
aminodcido de conformidad con la numeracidén Kabat.
En otro aspecto preferido, pero no limitante, un

Nanocuerpo de la invencidén puede tener la estructura

FR1 - CDR1 - FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4
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en la cual FR1 a FR4 se refieren a regiones de estructura 1
a 4, respectivamente, y en las cuales CDR1 a CDR3 se
refieren a las regiones determinantes de complementariedad

1 a 3, respectivamente, y en las cuales:

i) FR1 se elige del grupo que consiste de la secuencia de
aminoacido:
(1] QVQLQOESGGGLVQAGGSLRLSCAASG [26] [SEC ID NO: 5]

o del grupo que consiste de secuencias de amino&cido

que tienen al menos.80%, preferiblemente al menos 90%,

mas preferiblemente al menos 95%, aun  mas

preferiblemente al menos 99% de identidad de secuencia

(como se define en la presente) con la secuencia de

aminodcido anterior; en la cual

(1) cualguier sustitucidén de aminocdcido en cualquier
posicién diferente de una posicidén distintiva
preferiblemente es ya sea una sustitucién de
aminoadcido conservadora (como se define en 1la
presente) y/o una sustitucidén de aminodcido como
se definidé en la tabla 4; y/o

(2) 1la secuencia de aminodcido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminodcido, vy

ningunas supresiones o inserciones de aminoacido,

comparada con las secuencias de aminodcido
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anteriores;

(3) el residuo distintivo en la posicidn es como se
indicé en la secuencia anterior;

y/o del‘ grupo gue consiste de secuencias de

aminoacido que tienen 3, 2 o solamente 1

"diferencia(s) de aminoacido" (como se define en la

presente) con una de las secuencias de aminoacido

anteriores, en las cuales:

(1) cualquier sustitucidén de aminodcido en cualquier
posicién diferente de una posicidén distintiva
preferiblemente es ya sea una sustitucidén de
aminoacido conservadora (como se define en la
presente) y/o una sustitucién de aminodcido como
se definid en la tabla 4; y/o

(2) 1la secuencia de aminoacido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminoécido, y
ningunas supresiones o inserciones de aminoacido,
comparada con las secuencias de aminoé&cido
anteriores; y

(3) el residuo distintivo en la posicidén es como se

indicdé en la secuencia anterior;

y en las cuales:

FR2 se elige del grupo que consiste de las secuencias
de aminoé&cido:

[36] WERQAPGKERELVA [49] [SEC ID NO: 6]
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[36] WFRQAPGKEREFVA [49] [SEC ID NO: 7]
[36] WFRQAPGKEREGA [49] [SEC ID NO: 8]
[36] WFRQAPGKQRELVA [49] [SEC ID NO: 9]
[36) WFRQAPGKQREFVA [49] [SEC ID NO:
10]

[36] WYRQAPGKGLEWA [49] [SEC ID NO:
11]

o del grupo que consiste de secuencias de aminoacido

que tienen al menos 80%, preferiblemente al

menos 90%, mas preferiblemente al menos 95%, aun

mas preferiblemente al menos 99% de identidad de

secuencia (como se ldefine en la presente) con una

de las secuencias de aminoacido anteriores; en las

cuales

(1) cualquier sustitucién de aminocdcido en cualquier
posicidén diferente de una posicidén distintiva
preferiblemente es ya sea una sustitucidén de
aminocdcido conservadora (como se define en la
presente) y/o una sustitucién de aminodcido como
seldefinié en la tabla 5; y/o

(2) 1la secuencia de aminoécido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminodcido, y
ningunas supresiones o inserciones de aminoédcido,

comparada con las secuencias de aminoacido
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anteriores;

(3) los residuos distintivos en las posiciones 37,
44, 45 y 47 son como se indicaron en cada una de
las secuencias anteriores;

y/o del grupo gque consiste de secuencias de

aminoécido que tienen 3, 2 o) solamente 1

"diferencia(s) de aminocdcido" (como se define en la

presente) con una de las secuencias de aminoacido

anteriores, en las cuales:

(1) cualquier sustitucién de aminodcido en cualquier
posicién diferente de una posicidén distintiva
preferiblemente es ya sea una sustitucidén de
aminodcido conservadora (como se define en 1la
presente) y/o una sustitucién de aminodcido como
se definidé en la tabla 5; y/o

(2) 1la secuencia de aminodcido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminoacido, vy
ningunas supresiones o inserciones de aminodcido,
comparada con las secuencias de aminoéacido
anteriores; vy

(3) los residuos distintivos en las posiciones 37,
44, 45 y 47 son como se indican en cada una de

las secuencias anteriores;

y en las cuales:

iii)

FR3 se elige del grupo que consiste de la secuencia de
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aminodcido:

RFTISRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCAA [94] [SEC ID NO: 12]

o del grupo gque consiste de secuencias de aminoacido

que tienen al menos 80%, preferiblemente al menos 90%,

mas preferiblemente al menos 95%, aun mas

preferiblemente al menos 99% de identidad de secuencia

(como se define en la presente) con la secuencia de

aminodcido anterior; en la cual

(1) cualquier sustitucidén de amincacido en cualquier
posicidén diferente de una posicién distintiva
preferiblemente es vya sea una sustitucién de
aminoééido conservadora (como se define en la
presente) y/o una sustitucién de aminocdcido como
se definidé en la tabla 6; y/o

(2)y la secuencia de aminoéacido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminoécido, y
ningunas supresiones o inserciones de aminoacido,
comparada con las secuencias de aminoacido
anteriores;

(3} los residuos distintivos en las posiciones 83 vy
84 son como se 1indican en cada una de las
secuencias anteriores;

y/o del grupo que consiste de secuencias de

aminodacido que tienen 3, 2 o) solamente 1



10

15

20

25

iv)

J44

"diferencia(s) de aminoacido”™ (como se define en la
presente) con una .de las secuencias de aminodcido
anteriores, en las cuales:

(1) cualquier sustitucidén de amincadcido en cualquief
posicién diferente de wuna posicidén distintiva
preferiblemente es ya sea una sustitucidén de
aminodcido conservadora (como se define en la
presente) y/o una sustitucidén de aminodcido como
se definié en la tabla 6; y/o

(2) 1la secuencia de aminoacido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminoicido, vy
ningunas supresiones é inserciones de aminoé&cido,
comparada con las secuencias de aminoacido
anteriores; y

(3) los residuos distintivos en las posiciones 83 vy
84 son como se indican en <cada una de las
secuencias anteriores;

y en las cuales:

FR4 se elige del grupo que consiste de las secuencias

de aminoé&cido:

[103] WGQGTQVTVSS [113] [SEC ID NO:
13]
[103] WGQGTLVTVSS [113] [SEC ID NO:
147
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o del grupo que consiste de secuencias de aminoéacido

que tienen al menos 80%, preferiblemente al menos 90%,

mas preferiblemente al menos 95%, aun mas

preferiblemente al menos 99% de identidad de secuencia

(como se define en la presente) con una de la

secuencia de aminoadcido anterior; en la cual

(1) cualquier sustitucidén de aminodcido en cualquier
posicién diferente de una posicidén distintiva
preferiblemente es vya sea una sustitucidén de
aminocacido conservadora (como se define en la
presente) y/o una sustitucién de aminodcido como
se definidé en la tabla 6; y/o

(2) 1la secuencia de aminoéacido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminoacido, vy
ningunas supresiones o inserciones de aminoédcido,
comparada con las secuencias de aminoacido
anteriores;

(3) los residuos distintivos en las posiciones 103,
104 y 108 son como se indican en cada una de las
secuencias anteriores;

y/o del grupo que consiste de secuencias de

aminoacido que tienen 3, 2 o) solamente 1

"diferencia(s) de aminodcido" (como se define en 1la

presente) con una de las secuencias de aminoacido

anteriores, en las cuales:
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AL,
cualquier sustitucidén de aminodcido en cualquier
posicién diferente de una posicién distintiva
preferiblemente es ya sea una sustitucién de
_aminoécido conservadora {(como se define en la
presente) y/o una sustitucién de aminodcido como

se definidé en la tabla 6; y/o

la secuencia de aminoacido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminoacido, vy
ningunas supresiones ¢ inserciones de aminoéacido,
comparada con las secuencias de aminoacido
anteriores; y

los residuos distintivos en las posiciones 103,

104 y 108 son como se indican en cada una de las

secuencias anteriores;

15 vy en las cuales:

V) CDR1, CDR2 3% CDR3 son como se definieron

anteriormente, y preferiblemente son como se definen

de conformidad con una de las definiciones preferidas

anteriores, y son mas preferiblemente como se definen

20 de

conformidad c¢con una de las definiciones méas

preferidas anteriores.

En otro aspecto preferido, pero no limitante, un

Nanocuerpo de la invencidn puede tener la estructura

25

FR1 - CDR1 - FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4
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en la cual FR1 a FR4 se refieren a regiones de estructura 1
a 4, respectivamente, y en las cuales CDR1 a CDR3 se
refieren a las regiones determinantes de complementariedad

1 a 3, respectivamente, y en las cuales:

i) FR1 se elige del grupo que consiste de la secuencia de
aminoacido:
(1] QVQLOESGGGLVQAGGSLRLSCAASG [26] [SEC ID NO: 5]

o del grupo que consiste de secuencias de aminoacido

que tienen 3, 2 o solamente 1 "diferencia(s) de

aminoacido" (como se define en la presente) con una
de las secuencias de aminoacido anteriores, ven las
cuales:

(1) cualquier sustitucidén de aminoadcido en cualquier
posicidén diferente de una posicidédn distintiva
preferiblemente es ya sea una sustitucidén de
aminocacido conservadora (como se define en la
presente) y/o una sustitucién de aminodcido como
se definid en la tabla 4; y/o

(2) 1la secuencia de aminodcido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminocacido, y
ningunas supresiones o inserciones de aminodacido,
comparada con las secuencias de aminoacido

anteriores; y
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{(3) el residuo distintivo en la posicidén es como se

indicé en la secuencia anterior;

y en las cuales:

ii)

FR2 se elige del grupo que consiste de las secuencias

de aminocd&cido:

[36] WFRQAPGKERELVA [49] [SEC ID NO: 6]
[36] WFRQAPGKEREEFVA [49] [SEC ID NO: 7]
[36] WFRQAPGKEREGA [49] [SEC ID NO: 8]
[36] WFRQAPGKQRELVA [49] [SEC ID NO: 9]
[36] WFROAPGKQREEVA [49] [SEC ID NO:
10]

o del grupo que consiste de secuencias de aminoacido

que tienen 3, 2 o solamente 1 "diferencia(s) de

aminoacido" (como se define en la presente) con una
de las secuencias de aminocacido anteriores, en las
cuales:

(1) cualquier sustitucién de aminodcido en cualquier
posicidén diferente de una posicidén distintiva
preferiblemente es ya sea una sustitucidén de
aminodcido conservadora (como se define en . la
presente) y/o una sustitucién de aminodcido como
se definid en la tabla 5; y/o

(2) 1la secuencia de aminoacido preferiblemente



10

15

20

25

249

solamente contiene sustitucicnes de aminoéacido, vy
ningunas supresiones o inserciones de aminoacido,
comparada con las secuencias de aminoacido
anteriores; y

(3) los residuos distintivos en las posiciones 37,
44, 45 y 47 son como se indican en cada una de

las secuencias anteriores;

y en las cuales:

iii)

FR3 se elige del grupo que consiste de la secuencia de

aminodcido:

RFTISRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCAA [94] [SEC ID NO: 12]
o del grupo que consiste de secuencias de aminoacido
que tienen 3, 2 o solamente 1 "diferencia(s) de
aminodcido" (como se define en la presente) con una
de las secuencias de aminodcido anteriores, en las
cuales:

(1) cualquier sustitucidén de aminoacido en cualquier
posicién diferente de wuna posicidén distintiva
preferiblemente es vya sea una sustitucidén de
aminocdcido conservadora (como se define en 1la
presente) y/o una sustitucidén de aminodcido como
se definidé en la tabla 6; y/o

(2) 1la secuencia de aminoacido preferiblemente

solamente contiene sustituciones de aminodcido, vy
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ningunas supresiones o inserciones de aminodcido,
comparada con las secuencias de aminoacido
anteriores; y

(3) los residuos distintivos en las posiciones 83 y
84 son como se 1indican en <cada una de las

secuencias anteriores;

y en las cuales:

iv)

FR4 se elige del grupo que consiste de las secuencias

de aminoéacido:

[103] WGQGTQVTVSS [113] [SEC ID NO:
13]
[103] WGQGTLVTVSS [113] [SEC ID NO:
14]

o del grupo que consiste de secuencias de aminoécido‘
que tienen 3, 2 o solamente 1 "diferencia(s) de
aminoacido”™ (como se define en la presente) con una
de las secuencias de amincacido anteriores, en las
cuales:

(1) cualquier sustitucidén de aminodcido en cualquier
posicién diferente de una posicidén distintiva
preferiblemente es ya sea una sustitucién de
aminodcido conservadora (como se define en la

presente) y/o una sustitucién de aminodcido como
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se definidé en la tabla 7; y/o
(2) 1la secuencia de aminocacido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminoacido, y
ningunas supresiones o inserciones de aminoacido,
5 comparada con las secuencias de aminoacido
anteriores; y
(3) los residuos distintivos en las posiciones 103,
104 y 108 son como se indican en cada una de las
secuencias anteriores;
10 vy en las cuales:

V) CDR1, CDR2 3% CDR3 son como se definieron
anteriormente, y preferiblemente son como se definen
de conformidad con una de las definiciones preferidas
anteriores? y son mas preferiblemente como se definen

15 de conformidad con wuna de las definiciones mas
preferidas anteriores.
En otro aspecto preferido, pero no limitante, uh

Nanocuerpo de la invencidn puede tener la estructura

FR1 - CDR1 - FR2 - CDR2Z - FR3 - CDR3 - FR4
20 envla cual FR1 a FR4 se refieren a regiones de estructura 1

a 4, respectivamente, y en las cuales CDR1 a CDR3 se

refieren a las regiones determinantes de complementariedad

1 a 3, respectivamente, y en las cuales:

i) 'FRl se elige del grupo que consiste de la secuencia de

25 aminoécido:
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[1] QVQLQOESGGGLVQAGGSLRLSCAASG [26] [SEC ID NO: 5]
o del grupo que consiste de secuencias de aminoacido
que tienen 3, 2 o solamente 1 "diferencia(s) de
aminoacido" (como se define en la presente) con una
de las secuencias de aminoacido anteriores, en las
cuales:

(1) cualquier sustitucién de aminocdcido en cualquier
posicidén diferente de una posicidén distintiva
preferiblemente es vya sea una sustitucidén de
aminodcido conservadora (como se define en la
presente) y/o una sustitucién de aminodcido como
se definidé en la tabla 4; y/o

(2) 1la secuencia de aminodcido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminoédido, %
ningunas supresiones o inserciones de aminocéacido,
comparada con laé secuencias de aminoacido
anteriores; vy

(3) el residuo distintivo en la posicién es como se

indicdé en la secuencia anterior;

y en las cuales:

ii)

FR2 se elige del grupo que consiste de la secuencia de
aminodcido:
[36] WYRQAPGKGLEWA [49] [SEC ID NO:

11]
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y/o del grupo que consiste de secuencias de

aminoacido que tienen 3, 2 o) solamente 1

"diferencia(s) de aminodcido" (como se define en la

presente) con una de las secuencias de aminoacido

anteriores, en las cuales:

(1) cualquier sustitucidén de aminodcido en cualquier
posicidén diferente de una posicidén distintiva
preferiblemente es ya sea una sustitucidén de
aminoadcido conservadora (como se define en la
presentef y/0 una sustitucién de aminodcido como
se definidé en la tabla 5; y/o

(2) 1la secuencia de aminoacido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminoacido, vy
ningunas supresiones o inserciones de aminoédcido,
comparada con las secuencias de aminoacido
anteriores; y

(3) los residuos distintivos en las posiciones 37,
44, 45 y 47 son como se indican en cada una de
las secuencias anteriores;

las cuales:

FR3 se elige del grupo que consiste de la secuencia de

aminodcido:

RETISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCAA [94] [SEC ID NO: 12]



_253- vz_&ﬂ

y/o del grupo que consiste de secuencias de

aminoacido que tienen 3, 2 o) solamente 1

"diferencia(s) de aminodcido" (como se define en la

presente) con una de las secuencias de aminodcido

5 anteriores, en las cuales:

(1) cualquier sustitucidén de aminocdcido en cualquier
posicidén diferente de wuna posicidén distintiva
preferiblemente es ya sea una sustitucidén de
aminocdcido conservadora (como se define en 1la

10 presente) y/o una sustitucién de aminodcido como
se definidé en la tabla 6; y/o

(2) 1la secuencia de aminodcido preferiblemente
~solamente Contiené sustituciones de aminocdcido, y
ningunas supresiones o inserciones de aminoéacido,

15 comparada con las secuencias de aminoacido
anteriores; y

(3) los residuos distintivos en las posiciones 83 vy
84 son como se indican en cada una de las
secuencias anteriores;

20 y en las cuales:
iv) FR4 se elige del grupo que consiste de la secuencia de

aminoacido:

[103] WGQGTQVTVSS [113] [SEC ID NO:

13]
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y/o del grupo que consiste de secueﬁcias de

aminoacido que tienen 3, 2 o solamente 1

"diferencia(s) de aminodcido”™ (como se define en la

presente) con una de las secuencias de aminoacido

anteriores, en las cuales:

(1) cualquier sustitucién de aminoacido en cualquier
posicidén diferente de wuna posicién distintiva
preferiblemente es ya sea una sustitucidén de
aminocdcido conservadora (como se define en la
presente) y/o una sustitucién de aminoacido como
se definidé en la tabla 7; y/o

(2 1la secuencia de aminoacido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminodcido, y
ningunas supresiones o inserciones de aminocacido,
comparada con las secuencias de aminoéacido
anteriores; y

(3) los residuos distintivos en las posiciones 103,
104 y 108 son como se indican en cada una de las

secuencias anteriores;

y en las cuales:

v)'

CDR1, CDR2 % CDR3 son como se definieron
anteriormente, y preferiblemente son como se definen
de conformidad con una de las definiciones preferidas
anteriores, y son mas preferiblemente como se definen

de conformidad con una de las definiciones méas
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preferidas anteriores.

Algunas secuencias de estructura que pueden estar
presentes en los Nanocuerpos de la invencidédn se pueden
encontrar en la patente Europea 656 946 mencionada
anteriormente (véase por ejemplo también la equivalente US
otorgada 5,759,808).

En otro aspecto preferido, pero no limitante, un
Nanocuerpo de la invenciédn puede tener la estructura

FR1 - CDR1 - FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4
en la cual FR1 a FR4 se refieren a regiones de estructura 1
a 4, respectivamente, y en las cuales CDR1 a CDR3 se
refieren a las regiones determinantes de complementariedad
1 a 3, respectivamente, y en las cuales:
i) FR1 se elige del grupo que consiste de las secuencias
FR1 presentes en los Nanocuerpos de SEC ID NO's 52 a
60, SEC ID NO's 76 a 86 o SEC ID NO's 95 a 99, vy en
particular en los Nanocuerpos humanizados de SEC 1ID
- NO's 76 a 86 o SEC ID NO's 95 a 99,
o del grupo que consiste de secuencias de aminoacido
que tienen al menos 80%, preferiblemente al menos
90%, mas preferiblemente al menos 95%, aun méas
preferiblemente al menos 99% de identidad de
secuencia (como se define en la presente) con una de
las secuencias FR1; en las cuales

(1) cualquier sustitucidén de aminodcido en cualqguier
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posicién diferente de wuna posicidén distintiva
preferiblemente es vya sea una sustitucidén de
aminoacido conservadora (como se define en la
presente) y/o una sustitucién de aminocacido como
se definié en la tabla 4; y/o

(2) 1la secuencia de aminoacido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminodcido, vy
ningunas supresiones o inserciones de aminoé&cido,
comparada con la secuencia FR1l; vy

(3 el residuo distintivo en la posicidén es como se
indicdé en la secuencia FRI1;

y/o del grupo que consiste de secuencias de

aminoacido qgue tienen 3, 2 o) solamente 1

"diferencia(s) de aminocdcido" (como se define en la

presente) con una de las secuencias FR1l, en las

cuales:

(1) cualquier sustitucidédn de aminodcido en cualquier
posicidén diferente de una posicidén distintiva
preferiblemente es ya sea una sustitucidén de
aminoacido conservadora (como se define en la
preseﬁte) y/0 una sustitucidén de aminodcido como
se definidé en la tabla 4; y/o

(2) la secuencia de aminoéacido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminodcido, vy

ningunas supresiones o inserciones de aminoacido,

25t
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comparada con la secuencia FR1; vy
(3) el residuo distintivo en la posicién es como se

indicd en la secuencia FR1;

y en las cuales:

ii)

FR2 se elige del grupo que consiste de las secuencias
FR2 presentes en los Nanocuerpos de SEC ID NO's 52 a
60, SEC ID NO's 76 a 86 o SEC ID NO's 95 a 99, y en

particular en los Nanocuerpos humanizados de SEC ID

"NO's 76 a 86 o SEC ID NO's 95 a 99,

o del grupo que consiste de secuencias de aminodcido

que tienen al menos 80%, preferiblemente al menos

90%, mé&s preferiblemente al menos 95%, aun més

preferiblemente al menos 99% de identidad de

secuencia (como se define en la presente) con una de

las secuencias FR2; en las cuales

(1) cualquier sustitucién de aminodcido en cualquier
posicidén diferente de wuna posicidn distintiva
preferiblemente es ya sea una sustitucidén de
aminodcido conservadora (como se define en la
presente) y/o una sustitucién de aminodcido como
se definidé en la tabla 5; y/o

(2) 1la secuencia de aminoacido preferiblemente
sclamente contiene sustituciones de aminoadcido, y
ningunas supresiones o inserciones de aminoacido,

comparada con la secuencia FR2; y
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(3) los residuos distintivos en las posiciones 37,
44, 45 y 47 son como se indican en la secuencia
FR2;

y/o del grupo que consiste de secuencias de

aminoacido que tienen 3, 2 o solamente 1

"diferencia(s) de aminodcido" (como se define en la

. presente) con una de las secuencias FR2, en las

cuales:

(1) cualquier sustitucién de aminoacido en cualquier
posicién diferente de una posicién distintiva
preferiblemente es vya sea una sustitucidén de
aminodcido conservadora (como se define en 1la
presente) y/o una sustitucidén de aminoidcido como
se definidé en la tabla 5; y/o

(2)y la secuencia de aminoacido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminodcido, vy
ningunas supresiones o inserciones de aminoacido,
comparada con la secuencia FR2; y

(3) los residuos distintivos en las posiciones 37,
44, 45 y 47 son como se indican en la secuencia
FR2;

FR3 se elige del grupo que consiste de las secuencias

FR3 presentes en los Nanocuerpos de SEC ID NO's 52 a

60, SEC ID NO's 76 a 86 o SEC ID NO's 95 a 99, y en

particular en los Nanocuerpos humanizados de SEC 1ID
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NO's 76 a 86 o SEC ID NO's 95 a 99,

o del grupo que consiste de secuencias de aminoacido

que tienen al menos 80%, preferiblemente al menos

90%, mas preferiblemente al menos 95%, aun mas

preferiblemente al menos 99% de identidad de

secuencia (como se define en la presente)'con una de

las secuencias FR3; en las cuales

(1) cualquier sustitucién de aminodcido en cualquier
posicién diferente de wuna posicidédn distintiva
preferiblemente es ya sea una sustitucidén de
aminodcido conservadora (como se define en la
presente) y/o una sustitucién de aminodcido como
se definidé en la tabla 6; y/o

(2) 1la secuencia de aminodcido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminoacido, vy
ningunas supresiones o inserciones de aminoacido,
comparada con la secuencia FR3; vy

(3) los residuos distintivos en las posiciones 83 vy
84 son como se indican en la secuencia‘FR3;

y/o del grupo que consiste de secuencias de

aminoacido que tienen 3, 2 o) solamente 1

"diferencia(s) de aminodcido" (como se define en la

presente) con una de las secuencias FR3, en las

cuales:

(1) cualquier sustitucidén de aminocadcido en cualquier
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posicidén diferente de wuna posicién distintiva
preferiblemente es ya sea una sustitucidén de
aminodcido conservadora (como se define en la
presente) y/o una sustitucidén de aminodcido como
se definié en la tabla 6; y/o

(2) 1la secuencia de aminodcido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminodcido, vy
ningunas supresiones o inserciones de aminoacido,
comparada con la secuencia FR3; y

(3) los residuos distintivos en las posiciones 83 vy
84 son como se indican en la secuencia FR3;

FR4 se elige del grupo que consiste de las secuencias

FR4 presentes en los Nanocuerpos, de SEC ID NO's 52 a

60, SEC 'ID NO's 76 a 86 o SEC ID NO's 95 a 99, vy en

particular en los Nanocuerpos humanizados de SEC 1ID

NO's 76 a 86 o SEC ID NO's 95 a 99,

o del grupo que consiste de secuencias de aminoacido

que tienen al menos 80%, preferiblemente al menos

90%, mas preferiblemente al menos 95%, aun mas

preferiblemente al menos 99% de identidad de

secuencia (como se define en la presente) con una de

las secuencias FR4; en las cuales

(1) cualquier sustitucidén de amincdcido en cualquier
posicién diferente de una posiciédn distiﬁtiva

preferiblemente es vya sea una sustitucidén de
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aminodcido conservadora (como se define en la
presente) y/o una sustitucién de aminodcido como
se definidé en la tabla 6; y/o

(2y 1la secuencia de aminocacido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminoacido, y
ningunas supresiones o inserciones de aminoacido,
comparada con la secuencia FR4; y

(3) los residuos distintivos en las posiciones 103,
104 y 108 son como se indican en la secuencia
FR4;

y/o del grupo que <consiste de secuencias de

aminoacido que tienen 3, 2 o) solamente 1

"diferencia(s) de aminodcido” (como se define en la

presente) con una de las secuencias FR4, en las

cuales:

(1) cualquier sustitucidn de aminoécido.en cualquier
posicién diferente de wuna posicidén distintiva
preferiblemente es vya sea una sustitucién de
aminocdcido conservadora (como se define en la
presente) y/o una sustitucidén de aminodcido como
se definid en la tabla 6; y/o

(2) 1la secuencia de aminoéacido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de éminoécido, y
ningunas supresiones o inserciones de aminoacido,

comparada con la secuencia FR4; vy
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(3) los residuos distintivos en las posiciones 103,
104 y 108 son como se indican en la secuencia

FR4;

v) CDR1, CDR2 y CDR3 son Ccomo se definieron
anteriormente, y preferiblemente son como se definen
de conformidad con una de las definiciones preferidas
anteriores, y son mas preferiblemente como se definen
de conformidad con wuna de las definiciones mas
preferidas anteriores.

Algunos Nanocuerpos particularmente preferidos de
la invencidén se pueden elegir del grupo que consiste de las
secuencias de aminodcido de SEC ID NO's 52 a 60, SEC ID
NO's 76 a 86 o SEC ID NO's 95 a 99, y en particular en los
Nanocuerpos humanizados de SEC ID NO's 76 a 86 o SEC 1ID
NO's 95 a 99 o del grupo que consiste de secuencias de
aminoadcido que tienen al menos 80%, preferiblemente al
menos 90%, més preferiblemente al menos 95%, atn méas
preferiblemente al menos 99% de identidad de secuencia

(como se define anteriormente) con una de las secuencias de

aminodcido de SEC ID NO's 52 a 60, SEC ID NO's 76 a 86 o

SEC ID NO's 95 a 99; en las cuales
(1) los residuos distintivos pueden ser como se
indica en la tabla 2 anterior;
(2) cualquier sustitucién de aminocacido en cualquier

posicidén diferente de una posicidn distintiva es
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preferiblemente vya sea una sustitucidén de

aminodcido conservadora (como se define en la

presente) y/o una sustitucidén de aminodcido como

se define en las tablas 4-7; y/o

(3) la secuencia de aminoacido preferiblémente
solamente contiene sustituciones de aminoacido,

y ningunas supresiones o) inserciones de

aminodcido, comparada con las secuencias de

aminodcido anteriores.

Algunos Nanocuerpos aun mads particularmente
preferidos de la invencidén se pueden elegir del grupo que
consiste de las secuencias de aminodcido de SEC ID NO's 52
a 60, SEC ID NO's 76 a 86 o SEC ID NO's 95 a 99, y en
particular en los Nanocuerpos humanizados de SEC ID NO's 76
a 86 o SEC ID NO's 95 a 99 o del grupo que consiste de
secuencias de aminocdcido qgue tienen al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al menos
95%, aitn mas preferiblemente al menos 99% dé identidad de
secuencia (como se define anteriormente) con una de las’
secuencias de aminocdcido de SEC ID NO's 52 a 60, SEC 1ID
NO's 76 a 86 o SEC ID NO's 95 a 99; en las cuales

(1) los residuos distintivos son como se indican en
la secuencia pertinente elegida de las SEC 1ID

NO's 52 a 60, SEC ID NO's 76 a 86 o SEC ID NO's

95 a 99;
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(2) cualquier sustitucién de aminodcido en cualquier
posicidén diferente de una posicidén distintiva es
preferiblemente bya sea una sustitucidén de
aminodcido conservadora (como se define en la
presente) y/o una sustitucidén de aminoééido Ccomo
se define en las tablas 4-7; y/o

(3) la secuencia de aminoacido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminoé&cido,
y ningunas supresiones o) inserciones de
aminoécido, comparada con la secuencia
pertinente elegida de SEC ID NO's 52 a 60, SEC
ID NO's 76 a 86 o SEC ID NO's 95 a 99.

Algunos de los Nanocuerpos mas preferidos de 1la
invencién se pueden elegir del grupo que consiste de las
secuencias de aminoidcido de SEC ID NO's 52 a 60, SEC ID
NO's 76 a 86 o SEC ID NO's 95 a 99, y en particular de los
Nanécuerpos humanizados de SEC ID NO's 76 a 86 o SEC 1ID
NO's 95 a 99.

Como serda claro de vlo anterior, el término
Nanocuerpos de la invencidn como se usa en la presente en
su sentido mas amplio también comprende mutantes naturales
y sintéticos, variantes, alelos, anadlogos vy ortdlogos
(posteriormente colectivamente referidos como "andlogos™)
de. los Nanocuerpos mencionados en las SEC ID NO's 52 a 60,

SEC ID NO's 76 a 86 o SEC ID NO's 95 a 99.
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Generalmente, tales analogos, por ejemplo, pueden
comprender secuencias homélogas, porciones funcionales, o
una porcién funcional de una secuencia hombéloga (como se
define adicionalmente posteriormente) de un Nanocuerpo.
Generalmente, en tales andlogos, cada residuo aminocacido
(diferente del residuo distintivo) en cada una de las
regiones de estructura se puede reemplazar por cualquier
otro residuo aminoacido, siempre que el grado total de
identidad de secuencia de las regiones de estructura
permanezca como se definidé anteriormente. Preferiblemente,
sin embargo, en tales an&logos:

- uno o mas residuos aminodcido en las secuencias de
estructura anteriores se reemplazan por .uno o mas
-residuos aminocacido que se presentan‘naturalmente en
la misma posicidén en un dominio Vgz que se presenta
naturalmente. Algunos ejemplcs de tales sustituciones

se mencionan en las tablas 4-7 anteriores;

y/o:

- uno o més residuos aminoa&cido en las secuencias. de
estructura anteriores se reemplazan por uno o© mas
residuos aminocdcido que se pueden considerar una
sustitucidédn de aminoacido "conservadora", como  se
describid anteriormente;

y/o:

- uno o mas residuos aminoacido en las secuencias de
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estructura anteriores se reemplazan por uno o mas
residuos aminodcido que se presentan naturalmente en
la misma posicién en un dominio Vy que se presenta
naturalmente de un ser humano. Esto es generalmente
referido como "humanizacién" del Nanocuerpo/Vyy que se
presenta naturalmente en general y de. la posicién eﬁ
particular, \% seré discutido con mas detalle

posteriormente;

- las posiciones para 1las cuales solamente un residuo
aminodacido se menciona tanto para el dominio Vi como
el dominio Vg en las tablas 4-7 anteriores son
preferiblemente no reemplazadas.

Ademas, aungque generalmente es menos preferido,
en tales andlogos, uno o mas residucs aminodcido se pueden
suprimir de las regiones de estructura y/o insertan en las
regiones de estructura (opcionalmente ademés de una o mas
sustituciones de aminoacido como se menciond
anteriormente), siempre que el grado total de identidad de
secuencia de las regiones de estructura permanezca como se
definié anteriormente. Los residuos distintivos no se
deberan suprimir. Ademds, muy preferiblemente, los residuos
aminodcido para los cuales solamente un residuo aminoacido
se menciona tanto para el dominio Vg como el dominio Vyg en

las tablas 4-7 anteriores preferiblemente no se suprimen.
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Preferiblemente,.tales andlogos deberdn ser tales
gue aun pueden enlazar, tener .afinidad para y/o tener
espécificidad para TNF-alfa, es decir con una afinidad y/o
una especificidad la cual es al menos 10%, preferiblemente
al menos 50%, mé&s preferiblemente al menos 70%, aun mas
preferiblemente al menos 80%, tal como al menos 90%, al
menos 95%, al menos 99% o mads, de la afinidad y/o
especificidad de al menos uno de los Nanocuerpos de SEC ID
No's 52 a 60, SEC ID NO's 76 a 86 o EC ID NO's 95 a 99,
como se determina usando un ensayo adecuado, por ejemplo un
ensayo para determinar el enlace del analogo a TNF, y en
particular uno de los ensayos como Se usan en los ejemplos
posteriores.

Generalmente, tales analogos, por ejemplo, se
pueden obtener proporcionando un 4cido nucleico que
codifica un dominio Vg gue se presenta naturalmente,
cambiando los codones para uno o mas residuos aminodcido
que serdn humanizados en los codones para los residuos
aminoacido humanos correspondientes, expresando la
secuencia de &cido nucleico/nucleétido asi obtenida en un
sistema de expresidn u hospedador adecuado; y opcionalmente
aislando y/o purificando el andlogo asi obtenido para
proporcionar el andlogo en forma esencialmente aislada
(como se definié anteriormente). Esto generalmente se puede

realizar usando métodos y técnicas conocidas per se, las
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cuales seran claras para la persona experta, por ejemplo de
los manuales y referencias citadas en la presente y/o de la
descripcién adicional posterior. Alternativamente, y por
ejemplo, un &cido nucleico que codifica un andlogo se puede
sintetizar en una manera conocida per se (por ejemplo
usando un aparato automatizado para sintetizar secuencias
de Aacido nucleico con una secuencia de aminoacido
preferida) y se puede expresar en un sistema de expresién u
hospedador adecuado, en el cual el andlogo asi obtenido
opcionalmente se puede aislar y/0 purificar para
proporcionar el andlogo en forma esencialmente aislada
{(como se definié anteriormente). Otra forma de proporciona
los andlogos involucra sintesis quimica de la secuencia de
aminodcido pertinente wusando técnicas para sintesis de
péptido conocidas per se, tales como aquellas mencionadas
posteriormente.

También generalmente sefé claro para la persona
experta que 1los Nanocuerpos (iﬁcluyendo andlogos de 1los
mismos) también se pueden preparar partiendo de secuencias
Vg humanas (es decir, secuencias de aminoacido o las
secuencias de nucleétido correspondientes), tal como por
ejemplo secuencias de Vi3 humano tales como DP-47, DP-51,
DP-54 o DP-29, cambiando unoc o mas residuos aminodcido en
la secuencia de amincacido del dominio Vy humano, para

proporcionar una secuencia de aminodcido que tiene (a) un Q
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en la posicidén 108; y/o (b) E en la posicidén 44 y/o R en la
posicidn 45, y preferiblemente E en la posicién 44 y R en
la posicidén 45; y/o (c) P,»R o) S en la posicidén 103, como
se describid anteriormente. De nuevo, esto generalmente se
puede realizar wusando los diversos métodos y técnicas
relabionadas con el parrafo previo, usando una secuencié de
aminocacido y/o secuencia de nucledtido para un dominio Vy
humano como un punto de partida.

El término Nanocuerpos como se usa en la presente
en su sentido més amplio también comprende partes o
fragmentos de los Nanocuerpos (incluyendo andlogos) de la
invencién como se definid anteriormente, los cuales de
nuevo pueden ser como se describe adicionalmente
posteriormente.

-Generalmente, las partes o fragmentos de los
Nanocuerpos y/o andlogos tienen secuencias de aminodcido en
las cuales, comparadas con la secuencia de aminoadcido del
Nanocuerpo de longitud completa correspondiente o andlogo,
uno o més de los residuos aminodcido en el extremo N-
terminal, uno 0 mas residuos aminodcido en el extremo C-
terminal, uno o méas residuos aminodcido internos contiguos,
o cualquier combinacién de los mismos, se han suprimido y/o
removido. También es posible combinar una o mas de tales
partes o fragmentos para proporcionar un Nanocuerpo de la

invencidn.
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Preferiblemente, la secuencia de aminoadcido de un
Nanocuerpo que comprende una o mads partes o fragmentos de
un Nanocuerpo de longitud completa y/o andlogo deberd tener
un grado de identidad de secuencia de al menos 50%,
preferiblemente al menos 60%, mas preferiblemente al menos
70%, tal como al menos 80%, al menos 90% o al menos 95%,
con la secuencia de aminoadcido del Nanocuerpoc de longitud
completa correspondiente.

Ademés, la secuencia de aminocadcido de un
Nanocuerpo que comprende una o mas partes o fragmentos de
un Nanocuerpo de longitud completa y/o an&logo eé
preferiblemente tal que comprende al menos 10 residuos
aminodacido contiguos, preferiblemente al menos 20 residuos
aminodcido contiguos, mads preferiblemente al menos 30
residuos aminoacido contiguos, tal como al menos 40
residuos aminoacido contiguos, de la secuencia de
aminoacido del Nanocuerpo de longitud completa
correspondiente.

Generalmente, tales partes o fragmentos de los
Nanocuerpos de la invencidén tendradn  secuencias de
aminoacido en las cuales, comparadas con la secuencia de
aminoacido del Nanocuerpo de longitud completa
correspondiente de la invencidén, uno o més residuos
aminodcido en el extremo N-terminal, uno o mé&s residuos

aminoacido en el extremo C-terminal, uno o mads residuos
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aminoacido internos contiguos, o cualquier combinacién de
los mismos, se han suprimido y/o removido. También es
posible combinar una o mas de tales partes o fragmentos
para proporcionar un Nanocuerpo de la invenciédn.

De conformidad con una modalidad preferida, un
fragmento como se usa en la presente comprende al menos una
de las CDR's presentes en un Nanocuerpo de tamafio completo
de la invencidn, preferiblemente al menos dos de las CDR's
presentes en un Nanocuerpo de tamafio completo de 1la
invencién, mas preferiblemente al menos CDR2 y CDR3
presentes en un Nanocuerpo de tamafio completo de 1la
invencién, tal como por ejemplo todas las tres CDR's
presentes en un Nanocuerpo de tamario completo de 1la
invencién.

De conformidad con otra modalidad particularmente
preferida, pero no limitante, tal parte o fragmento
comprende al menos FR3, CDR3 y FR4 del Nanocuerpo de
longitud completa correspondiente de la invencidn, es
decir, como se describe, por ejemplo, en la solicitud
internacional WO 03/050531 (Lasters et al.).

Preferiblemente, tales partes e fragmentos
deberdn ser tales que aun pueden enlazar, tener afinidad
para y/o tener especificidad para TNF-alfa, es decir con
una afinidad y/o una especificidad la cual es al menos 10%,

preferiblemente al menos 50%, mas preferiblemente al menos



10

15

20

25

292

70%, aun mas preferiblemente al menos 80%, tal como al
menos 90%, al menos 95%, al menos 99% o méas, de la afinidad
y/o especificidad del Nanocuerpo de tamafio completo
correspondiente de la invencidn, por ejemplo un ensayo para
determinar el enlace del andlogo a TNF, y en particular uno
de los ensayos como se usan en los ejemplos posteriores.

A partir de la descripcidén anterior, serd claro
que las secuencias de aminoacido de los Nanocuerpos usados
en la presente difieren en al menos una posicién de
aminodcido en al menos una de las regiones de estructura de
las secuencias de aminoacido de vdomihios Vg que se
presentan naturalmente, tales como las secuencias de
aminoacido de los dominios Vy que se presentan naturalmente
de anticuerpos de seres humanos. En particular, serd claro
que las secuencias de aminodcido de los Nanocuerpos usados
en la presente difieren en al menos uno de los residuos
distintivos de secuéncias de amincdcido de dominios Vg que
se presentan naturalmente, tales como secuencia de
aminodcido de dominios Vy que se presentan naturalmente de
anticuerpos de Camélidos y/o seres humanos.

Por consiguiente, de conformidad con una
modalidad especifica, un Nanocuerpo de la invencidn tiene
una secuencia de aminodcido que difiere en al menos una
posicidén de aminoacido en una de lés regiones de estructura:

de la secuencia de aminocdcido de un dominio Vy gque se
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presenta naturalmente. De conformidad con una modalidad mas
especifica, pero no limitante de la invencién, un
Nanocuerpo de la invencidédn tiene una secuencia de
aminoadcido que difiere al menos uno de los residuos
distintivos de la secuencia de aminodcido de un dominio Vy
que se presenta naturalmente.

A partir de la descripcidén anterior, serd claro
que las secuencias de aminodcido de algunos de 1los
Nanocuerpos de la invencidén, tales Como Nanocuerpos
humanizados de la invencién, diferirédn en al menos una
posicién de aminoacido en al menos una de las regiones de
estructura (es decir, ya sea en la posicidén de un residuo
distintivo o en otra posicidén) de las secuencias de
aminodcido de dominios Vyy gque se presentan naturalmente.
Por consiguiente, de conformidad con una modalidad
especifica, pero no limitante, un Nanocuerpo de la
invencién tiene la secuencia de aminodcido que difiere a
por lo menos en una posicidén de aminocdcido en una de las
regiones de estructura de la secuencia de aminodcidos de un
dominio Vg que se presenta en forma natural. De
conformidad con una modalidad mas especifica, pero no
limitativa de la invencién, un Nanocuerpo de la invencién
tiene una secuencia de amincdcidos que difiere de al menos
uno de los residuos Hallmark de la secuencia de aminoé&cidos

de un dominio Vgy que se presenta de forma natural.
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La 1invencién en su sentido més amplio también
comprende derivados de los Nanocuerpos de la invencién.
Tales derivados generalmente se pueden obtener por
modificacidén, y en particular por modificacidén quimica y/o
bioldégica (por ejemplo, enzimatica), de los Nanocuerpos de
la invencién vy/o de uno o mads de los residuos de
aminoécidos que forman los Nanocuerpos de la invencién.

Los ejemplos de tales modificaciones, asi como
también ejemplos de residuos de aminodcidos dentro de la
secuenéia de Nanocuerpos que se pueden modificar de tal
manera (es decir, ya sea en el esqueleto de proteina pero
preferiblemente en una cadena lateral), métodos y técnicas
que se pueden usar para introducir tales modificaciones vy
los usos potenciales y ventajas de tales modificaciones
serd claro para la persona experta.

Por ejemplo, una modificacién puede involucrar la
introduccién (por ejemplo, por enlace covalente o de otra
manera adecuada) de uno o mas grupos funcionales, residuos
o porciones en o sobre el Nanocuerpo de la invencidn, y en
particular de uno o© mas grupos funcionales, residuos o
porciones gque confieren una o0 méas propiedades o)
funcionalidades deseadas para el Nanocuerpo de la
invencién. Un ejemplo de tales grupos funcionales seré
evidente para la persona experta.

Por ejemplo, tal modificacidén puede comprender la
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introduccién (por ejemplo por enlace covalente o en
cualquier otra manera adecuada) de uno o mads grupos
funcionales que lo que incrementa la media vida, la
solubilidad y/o la absorcidén del Nanocuerpo de la
invencién, que reduce la inmunogenicidad y/o la toxicidad
del Nanocuerpo de la invencidén, que elimina o atenua
cualesquiera efectos laterales indeseables del Nanocuerpo
de la invencién, vy/o que confiere otras .propiedades
ventajosas y/o reduce las propiedades indeseadas de 1los
Nanocuerpos y/o polipéptidos de la invencidén; o cualquier
combinacién de dos o mads de los anteriores. Los ejemplos de
tales grupos funcionales y de técnicas para introducirlos
serad claro para la persona experta, y generalmente puede
comprender todos los grupos funcionales y técnicas
mencionadas en la técnica anterior general citada
anteriormente en la presente asi como también los grupos
funcionales y  técnicas conocidas  per se para la
modificacién de proteinas farmacéuticas, y en particular
para la modificacidén de anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos (incluyendo anticuerpos de dominio unico vy
ScFv’s), para lo cual se hace referencia por ejemplo a
Remington’s Pharmaceutical Sciences, 16th ed., Mack
-Publishing Co., Easton, PA (1980). Por ejemplo, tales
grupos funcionales se pueden enlazar directamente (por

ejemplo covalentemente) a un Nanocuerpo de la invencidn, u
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opcionalmente via un enlazador o espaciador adecuado, como
sera evidente nuevamente para la persona experta.

Una de las técnicas mas ampliamente usadas para
incrementar la media vida y/o reducir la inmunogenicidad de

proteinas farmacéuticas comprende unir un polimero

farmacéuticamente aceptable adecuado, tal como
poli(etilenglicol) (PEG) o derivados de los mismos (tal
como metoxipoli(etilenglicol) o mPEG). Generalmente, se

puede usar cualquier forma adecuada de pegilacidn, tal como
la pegilacién wusada en la técnica para anticuerpos vy
fragmentos de anticuerpos (incluyendo pero sin limitarse a
anticuerpos de dominio (inico) y SckFv’'s); se hace
referencia por ejemplo a Chapman, Nat. Biotechnol., 54,
531-454 (2002); por Veronese and Harris, Adv. Drug Deliv.
Rev. 54, 453-456 (2003), por Harris and Chess, Nat. Rev.
Drug. Discov., 2, (2003) y en WO 04/060965. Varios
reactivos por pegilacidén de proteinas también estéan
disponibles comercialmente, por ejemplo de Nektar
Therapeutics, USA.

Preferiblemente, se usa pegilacién dirigida al
sitio, en particular via un residuo de cisteina (ver por
ejemplo Yang et al., Protein Engineering, 16, 10, 761-770
(2003) . Por ejemplo, para este propdsito, PEG se puede unir
a un residuo de cisteina que se presenta en forma natural

en un Nanocuerpo de la invencién, un Nanocuerpo de la
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invencidén se puede modificar para introducir adecuadamente
uno o mas residuos de cisteina para la unién de PEG, o una
secuencia de aminodcidos que comprende uno o mas residuos
de cisteina para la unién de PEG se puede fusionar al N-
y/o C-término de un Nanocuerpo de 1la invencién, usando
todas las técnicas de ingenieria de proteina conocidas per
se para la persona egperta.

Preferiblemente, para los Nanocuerpos 'y proteinas
de la invencidén, un PEG se usa con un peso molecular de més
de 5000, tal como més de 10,000 y menos de 200,000, tal
como menos de 100,000; por ejemplo en el intervalo de
20,000-80,000.

Con respecto a la pegilacidén, se deberd sefialar
que generalmente, la invencidén también se incluye cualquier
Nanocuerpo de la invencidén y/o polipéptido de la invencidn
que ha sido pegilado en wuna o mds ©posiciones de
aminoacidos, preferiblemente en wuna forma en que la
pegilacidén ya sea (1) incremente la media vida in vivo; (2)
reduzca la inmunogenicidad; (3) proporcione una o mas
propiedades benéficas adicionalés conocidas per se para
pegilacidén; (4) no afecte esencialmente la afinidad del
Nanocuerpo y/o polipéptido para TNF-alfa (por ejemplo, no
reduce la afinidad por mas de 90%, preferiblemente no méas
de 50%, y en forma méds preferible por no mas de 10%, como

se determina por un ensayo adecuado, tales como aquellos



10

15

20

25

2149

descritos en -los Ejemplos posteriores); y/o (4) no afecte
cualquiera de las otras propiedades deseadas de los
Nanocuerpos y/o polipéptidos de lé invencién. Los métodos y
grupos PEG adecuados para unirlos, ya sea especificamente o
no especificamente, serd evidente para la persona experta.
Los kits y reactivos adecuados para tal pegilacidén se
pueden obtener por ejemplo de Nektar (CA, USA).

Otros, usualmente modificaciones menos preferidas
comprenden glicosilacién de enlace N o de enlace O,
usualmente como parte de la modificacidédn co-traducciocnal
y/o post-traduccional, dependiendo de la célula hospedadora
usada para expresar el Nanocuerpo o polipéptido de 1la
invencién.

Todavia otra modificacidén puede comprender la
introduccién de una o mas etiquetas detectables u otros
grupos o porciones que generan la sefial, dependiendo del
usco pretendido del Nanocuerpo etiquetado. Las etiquetas vy
técnicas adecuadas para enlazar, usar y detectarlos sera
evidente para la persona experta, y por ejemplo incluye,
pero no se limita a, etiquetas fluorescentes (tales como
fluoresceina, isotioccianato, rodamina, ficoeritina,
ficocianina, aloficocianina, o-ftaldehido, y fluorescamina

12540 u otros metales de

y metales fluorescentes tales como
la serie lantédnido), etiquetas fosforescentes, etiquetas

quimioluminiscentes o etiquetas bioluminiscentes (tales
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como luminal, isoluminol, éster de acridinio teromético,
imidazol, sales de acridinio, éster de oxalato, dioxetano o

GFP y sus anédlogos), radio-isétopos (tales como °H, °I

14
3ZP, 358, Ye, Slcr, 3°c1, 57Co, 58Co, 59Fe, y 75Se), metales,
quelatos de metales o cationes metalicos (por ejemplo

1231-

111
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cationes metédlicos tales como 9%Tc, n, 131I, 9TRu,
®cu, °Ga, y ®Ga u otros metales o cationes metélicos que
son particularmente adecuadosr para uso de diagnéstico vy
formacién de imagen in vivo, in vitro o in situ, tales como
(**’Gd, *°Mn, '**py, °?Cr, y °°Fe), asi como croméforos vy
enzimas (tal como malato deshidrogenasa, nucleasa
estafilocdeica, delta-V-esteroide isomerasa, levadura de
alcohol deshidrogenasa, alfa-glicerofosfato deshidrogehasa,
triosa fosfato isomerasa, biotinavidin peroxidasa,
peroxidasa de rébano, fosfatasa alcalina, asparaginasa,
glucosa oxidasa, [p-galactosidasa, ribonucleasa, ureasa,
calatasa, glucosa-VI-fosfato deshidrogensas, glucoamilasa y
acetilcolina esterasa). Otras etiquetas adecuadas seréan
claras para la persona experta y por ejemplo incluyen
porciones que se pueden detectar usando espectroscopia de
RMN o ESR.

Tales Nanocuerpos Vy polipéptidos etiquetados de
la invencidén, por ejemplo, se pueden usar para ensayos in
vitro, in vivo o in situ (incluyendo inmunoensayos per se

tales como ELISA, RIA, EIA y otros “ensayos de

RO
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intercalacidén”, etc.) asi como también para propdsitos de
diagnéstico y formaciédn de imagen in vivo, dependiendo de
la eleccidén de la etiqueta especifica.

Como sera claro para la persona experta, otra
modificacién puede involucrar la introduccién de un grupo
quelanté, por ejemplo para gquelar uno de los metales o
cationes metdlicos referidos anteriormente. Los grupos
quelantes adecuados, por ejemplo incluyen, sin limitacién,
acido dietilentriaminpentaacético (DTPA) o) acido
etilendiamintetraacético (EDTA).

Todavia otra modificacién puede comprender la
introduccién de un grupo funciohal gue es una parte de un
par de enlace especifico, tal como el par de enlace
biotina-(estrept)avidina. Tal grupo funcional se puede usar
para enlazar el Nanocuerpo de la invencidén a otra proteina,
polipéptido o compuesto quimico que se une a la otra mitad
del par de enlace, es decir a través de la formacidén del
par de enlace. Por ejemplo, un Nanocuerpo de la invencidn
se puede conjugar a biotina, y se enlaza a otra proteina,
polipéptido, compuesto o portador conjugado a avidina o
estreptavidina. Por ejemplo, tal Nanocuerpo conjugado se
puede usar como un reportero, por ejemplo en un sistema de
diagndstico donde un agente productor de sefial detectable
se conjuga  a avidina o estreptavidina. Tales pares de

enlace, por ejemplo, también se pueden usar para enlazar el
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Nanocuerpo de la invencidén a un portador, incluyendo los
portadores adecuados para propdsitos farmacéuticos. Un'
ejemplo no limitante son las formulaciones liposomales
descritas por Cao and Suresh, Journal of Drug Targetting,
8, 4, 257 (2000). Tales pares de enlace también se pueden
usar para enlazar un agente terapéuticamenté activo al
Nanocuerpo de la invencién.

Para algunas aplicaciones, en particular para
aquellas aplicaciones en las cuales se propone aniquilar
una célula que expresa el objetivo contra el cual 1los
Nanocuerpos de la invencién se dirigen (por ejemplo, en el
tratamiento de céancer), o reducir o alentar el crecimiento
y/o proliferacién tal como una célula, los nanocuerpos de
la invencién también se pueden enlazar a una toxina o a una
porcién o residuo téxico. Los ejemplos de porciones,
compuestos o residuos téxicos los cuales se pueden enlazar
a un Nanocuerpo de la invencidén para proporcionar - por
ejemplo - un compuesto citotdéxico serdn claros para la
persona experta y por ejemplo se pueden encontrar en 1la
técnica previa citada anteriormente y/o en la descripcidén
adicional en la presente. Un ejemplo es la tecnologia
ADEPT'TM asi llamada WO 03/055527.

Otras modificaciones quimicas y enzimd&ticas
potenciales seradn claras para la persona experta. Tales

modificaciones también se pueden introducir para propdsitos
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de investigacidén (por ejemplo, para estudiar relaciones de
funcién-actividad). Por ejemplo, se hace referencia a
Lundblad and Bradshaw, Biotechnol. Appl. Biochem.} 26, 143-
151 (1997).

Como se mencioné anteriormente, la invencién
también se refiere a ©proteinas o polipéptidos que
comprenden al menos un dominio Vg (es decir como se
identifica usando los métodos de la invencidén) o al menos
un Nanocuerpo basado en estos.

De acuerdo a una modalidad no limitante de 1la
invencién, tal polipéptido de la invencidén esencialmente
consiste de un Nanocuerpo. Por “esencialmente consiste de”
significa que la secuencia de aminodcido del polipéptido de
la invencidén vya sea es exactamente lo mismo como la
secuencia de aminodcido de un Nanocuerpo (como se menciona
anteriormente) o corresponde a la secuencia de aminoacido
de un Nanocuerpo, en el cual un numero limitado de residuocs
de aminqécido, tal como 1-10 residuos de aminoacido vy
preferiblemente 1-6 residuos de aminoécido, tal como 1, 2,
3, 4, 5 6 6 residuos de aminoacido, se agregan al extremo
amino terminal, al extremo carboxi terminal o ambos al
extremo amino terminal y al extremo carboxi terminal de la
secuencia de aminoacido del Nanocuerpo.

Tales residuos de aminodcido pueden © no pueden

cambiar, alterar o} de otra forma influenciar las
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propiedades (biolbgicas) del Nanocuerpo y pueden o no
pueden agregar funcionalidad adicional al Nanocuerpo. Por
ejemplo, tales residuos de aminoé&cido.

a) pueden comprender un residuo Met N-terminal,
por ejemplo como resultado de expresién en una célula
hospedante heterdéloga u organismo hospedante.

b) puede formar una secuencia seflal o secuencia
lider que dirige la secrecidén del Nanocuerpo de una célula
hospedante en la sintesis. Péptidos 1lideres secretorios
adecuados seran claros a la persona experta, y pueden ser
como se describen adicionalmente en este documento.
Usualmente, tal secuencia lider estara enlazada al N-~
término del Nanocuerpo, a pesar gque la invencidén esta
presente en su mas amplio sentido no se limita é este;

c) puede formar una secuencia o sefial que permite
al Nanocuerpo ser dirigido hacia y/o penetrar o entrar en
6rganos, tejidos, células o compartimientos especificos de
células, y/o que permite al Nanocuerpo penetrar o cruzar
una barrera bioldgica tal como una membrana celular, una
capa celular tal como una capa de células epiteliales, un
tumor que incluye tumores sdélidos, o la barrera hemato-
encefdlica. Ejemplos de tales secuencias de aminoacido
seran claros para la persona experta. Algunos ejemplos no
limitantes son los vectores de péptido pequefio (“vectores

Pep-trans”) descritos en el documento WO 03/026700 y en
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Temsamani et al., Expert Opin. Biol. Ther., 1, 773 (2061);
Temsamani y Vidal, Drug Discov. Today, 9, 1012 (004) y
Rousselle, J. Pharmacol. Exp. Ther., 296, 124-131 (2001), vy
la secuencia translocadora de membrana descrita por Zhao et
al., Apoptosis, 8, 631-637 (2003). Secuencias de aminoacido
C-terminal y N-terminal para objetivo intracelular de
fragmentos de anticuerpo son por ejemplo, descritos por
Cardinales et al., Methods, 34, 171 (2004). Otras técnicas
adecuadas para objetivo intracelular involucran la
expresién y/o uso de los asi llamados “anticuerpos” que
comprenden un Nanocuerpo de la invencidén, como se menciona
abajo;

d) puede formar una “etiqueta”, por ejemplo una
secuencia o residuo de aminoécido que permite o facilita la
purificacidén del Nanocuerpo, por ejemplo, usando técnicas
de afinidad dirigidas contra la secuencia o residuo. En
adelante, la secuencia o residuo puede ser removido (por
ejemplo, por desdoblamiento quimico o enzimatico) para
proporcionar la secuencia de Nanocuerpo (para este
propdésito, la etiqueta puede opcionalmente estar enlazada a
la secuencia de Nanocuerpo via una secuencia enlazadora
desdoblada o© contiene una porcidén desdoblada). Algo
preferido, pero ejemplos no limitantes de tales residuos
son residuos de histidina multiple, residuos de glutanioné

y una etiqueta myc tal como AAAEQKLISEEDLNGAA [SEC ID NO.



-285-
256
4767 ;

e) puede ser uno o més residuos de aminodcido que
han sido funcionalizados y/o que pueden servir como un
sitio para unién de grupos funcionales. Residuos de
aminoacido adecuados y grupos funcionalgs seran claros a la
persona experta e incluye, pero no se limita a, los
residuoé de aminodcido y grupos funcionales mencionados en
este documento por los derivados de los Nanocuerpos de la
invencién.

De acuerdo a otra modalidad, un polipéptido de 1la
invencién comprende un Nanocuerpo de la invencién, el cual
se fusiona a sq extremo amino terminal, a su extremo
carboxi terminal, o ambos a su extremo amino terminal y a
su extremo carboxi terminal por al menos una secuencia de
aminoacido adicional, es decir, para proporcionar una
fusién de proteina, que comprende el Nanocuerpo de la
invencidén y a una o mds de las secuencias de aminodcido
adicional. Tal fusidén también serd referida en este
documento como una “fusidén de Nanocuerpo”.

Una o mds de las secuencias de aminoacido
adicional puede ser cualquiera de las secuencias de amino
adecuada y/o deseada. ‘Las secuencias de aminodacido
adicional pueden © no pueden cambiar, alterar o de otra
forma influenciar las propiedades (bicldégicas) del

Nanocuerpo, y puede o© no puede agregar funcionalidad
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adicional al Nanocuerpo o el polipéptido de la invencién.
Preferiblemente, la secuencia de aminodcido adicional es de
forma tal que confiere una o mé&s propiedades deseadas o
funcionalidades al Nanocuerpo o el polipéptido de la
invencién.

Ejemplos de tales secuencias de aminodcido seréan
claros a la persona experta, y pueden generalmente
comprender todas las secuencias de aminodcido gue se usan
en fusiones del péptido en base a anticuerpos
convencionales y fragmentos del mismo (que incluyen, pero
no se limitan a anticuerpos de dominio tnico o ScFv’). Se
hace referencia por ejemplo a la revisién por Holliger vy
Hudson, Nature Biotechnology, 23, 9, 1126—1136 (2005) .

Por ejemplo, tal secuencia de amincacido puede
ser una secuencia. de aminoacido que incrementa la vida
media, la solubilidad e la absorcidn, reduce la
inmunogenicidad o la toxicidad, elimina o atenta los
efectos colaterales indeseables, y/o confiere otras
propiedades ventajosas a y/o reduce las propiedades
indeseadas de los polipéptidos de la invencidn, comparado
al Nanocuerpo de la invencidén per se. Algunos ejemplos no
limitantes de tales secuencias de aminodcido son proteinas
de suero, tal como alblimina de suero humano (véase por
ejemplo, documento WO 00/27435) o moléculas hapténicas (por

ejemplo, haptenos que son reconocidos por anticuerpos que.
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circulan, véase por ejemplo el documento WO 98/22141).

La secuencia de aminoacido .adicional puede
también proporciona un segundo sitio enlazante, dicho sitio
enlazante puede ser dirigido contra cualquier proteina
deseada, polipéptido, antigeno, determinante antigénico o
epitope (que incluye pero no se limita a la misma proteina,
polipéptido, antigeno, determinante antigénico o epitope
-contra el cual en Nanocuerpo de la invencién se dirige, o
una proteina diferente, polipéptido,'antigeno, determinante
antigénico o epitope). Por ejemplo, la: - secuencia de
aminoacido adicional puede proporciona un segundo sitio
enlazante que se dirige contra una proteina de suero (tal
como, por ejemplo, albumina de suero humano u otra proteina
de suero tal como IgG), para proporcionar vida media
incrementada en suero. Se hace referencia por ejemplo, a
los documento EP 0 368 684, WO 91/01743, WO 01/45746 y WO
04/003019 (en los cuales se mencionan varias proteinas de
suero), la solicitud internacional por el solicitante
titulada “Nanobodies TM contra beta amiloide y polipéptidos
que comprenden los mismos para el tratamiento de
enfermedades neural degenerativas tal como enfermedad de
Alzheimer” (en la cual se mencionan otras proteinas
variadas), asi como por Harmsen et al., Vaccine, 23 (41);
4926-42.

De acuerdo a otra modalidad, una o ma&s secuencias
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de aminodcido adicional pueden comprender una o mas partes,
fragmentos o dominios de anticuerpos de cadena 4
convencional (y en anticuerpoé humanos particulares) y/o de
anticuerpos de cadena pesada. Por ejemplo, aungue
usualmente menos preferido, un Nanocuerpo de la invencién
puede estar enlazada a un dominio Vg o Vi (preferiblemente
humano) o para un analogo natural o sintético de un dominio
Vg o Vi, nuevamente opcionalmente via una secuencia
enlazadora (que 1incluye pero no se limita a otros
anticuerpos de dominio (unico), tal como los dAb descritos
por Ward et al.).

Al menos un Nanocuerpo también puede ser enlazado
a uno o mas dominio CH;, CH, y/o CHsz (preferiblemente
humano), opcionalmente via una secuencia enlazadora. Por
ejemplo, un Nanocuerpo enlazado'a un dominio CH; adecuado,
puede por ejemplo, ser usado Jjunto con -cadenas 1ligeras
adecuadas, para generar anidlogos de fragmentos/estructuras
de anticuerpo para ‘fragmentos Fab o fragmentos F(ab’)2
convencional, pero en el cual uno o (en caso de un
fragmento F{(ab’)2) uno o ambos de los dominios Vg
convencional pueden ser reemplazados por un Nanobody de la
invencién. Tambiéri, dos Nanocuerpos pueden ser enlazados a
un dominio CH3 (opcionalmente via un enlazador) para
proporcionar un constructo con vida media incrementada in

vivo.

DR



10

15

20

25

NS0

-289-

De acuerdo a una modalidad especifica de la
invencién( uno o méé Nanocuerpos de la invencidédn pueden
enlazarse a una © mas partes, fragmentos o dominios del
anticuerpo que confiere una o mas funciones efectoras al
polipéptido de la invencidén y/o puede conferir la capacidad
para unirse a uno o mas receptores Fc. Por ejemplo, para
este propésito, y sin ser limitado a esto, una o méas
secuencias de aminocacido adicional pueden comprender uno o
mas dominio CH; y/o CHz de un anticuerpo, tal como de un
anticuerpo de cadena pesada (como se describe en este
documento) y mas preferiblemente de un anticuerpo de cadena
4 humana convencional; y/o puede formar (parte de) y regidn
Fc, por ejemplo de IgG, de IgE o de otro Ig humano. Por
ejemplo, el documento WO 94/04678 describe anticuerpos de
cadena pesada'que comprende un dominio Vyy Camélido o un
derivado del mismo humanizado (es decir, uh Nanocuerpo), en
el cual, el dominio CH; y CHy Camelidae pueden ser
reemplazados por dominio CH, y CHs humanos, para
proporcionar una inmunoglobulina que contiene 2 cadenas
pesadas, cada una comprende un Nanocuerpo y dominio CHZ y
CH3 (pero no dominio CH1l), dicha inmunoglobulina tiene la
funcién efectora proporcionada por los dominios CH2 y CH3 y
dicha inmunoglobulina puede funcionar sin la preseﬁcia de
cualquier cadena ligera. Otras secuencias de aminodcido que

puede ser adecuadamente enlazado a los Nanocuerpcos de la

~
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invenciédn para proporcionar una funcidén efectora, seréd
claro a la persona experta, y puede ser escogida en las
bases de las funciones afectoras deseadas. Se hace
referencia por ejemplo a los documentos WO 04/058820, WO
99/42077 y WO 05/017148, asi como a la revisién por
Hollinger y Hudsqn, supra. El acoplamiento de un Nanocuerpo
de la invencién a una porcidén Fc también se puede conducir
a una vida media incrementada, comparada al Nanocuerpo
correspondiente de la invencién. Para algunas aplicaciones,
el uso de una porcién Fc y/o de dominios constantes (es
decir, dominios CH, vy/o CHi3) que confiere vida media
incrementada sin cualquier funcidén efectora bioldgicamente
significante puede también ser adecuada o aun preferida.
Otros constructos adecuados que comprenden uno © mas
Nanocuerpos y uno o mas dominios constantes con vida media
incrementada in vivo, serd claro para una persona experta,
y puede por ejemplo comprender dos Nanocuerpos enlazados a
un dominio CH3, opcionalmente via una secuencia enlazadora.
Generalmente, cualquier proteina o derivado de fusidén con
vida media incrementada preferiblemente tendrid un peso
molecular de mas de 50 kD, el valor corte de para absorcién
renal.

Las secuencias de aminoécido adicional también
pueden formar una secuencia sefial o una secuencia lider que

dirige la secrecidén del Nanocuerpo o el polipéptido de 1la
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invencién de una célula hospedante en la sintesis (por
ejemplo para proporcionar una pre-, pro- o prepo-forma del
polipéptido de 1la invencidén, dependiendo de la célula
hospedante wusada para expresar el polipéptido de 1la
invencién) .

La secuencia de aminoacido adicional puede
también formar una secuencia © seﬁal_ que permite al
Nanocuerpo o polipéptido de la invencidén para ser dirigido
hacia y/o para penetrar o entrar en &4rganos, tejidos,
células o partes o compartimientos especificos de células,
y/0 que permite al Nanocuerpo o polipéptido de la invencién
para penetrar o atravesar una barrera bioldgica, tal como
membrana celular, una capa celular tél como una capa de
células epiteliales, un tumor que incluye tumores sdlidos,
o la barrera hemato-encefdlica. Ejemplos adecuados de tales
secuencias de aminoacido seréh claros para una persona
experta, y por ejemplo incluye, pero no se limita a, los
vectores “Peptrans” mencionados anteriormente, las
secuencias descritas por Cardinale et al., y las secuencias
de aminoé&cido y los fragmentos de anticuerpo conocidos per
se, Qque se pueden usar para expresar -o producir los
Nanocuerpos y polipéptidos de la invencidén también llamados
“intracuerpos”, por ejemplo, como se describe en los
documento WO 94/02610, WO 95/22618, US-A-7004940, WO

03/014960, WO 99/07414; WO 05/01690; EP 1 512 696; y en
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Cattaneo, A. & Biocca, S. (1997) Intracellular Antibodies:
Development and Applications. Landes and Springer-Verlag; vy
en Kontermann, Methods 34, (2004) 163-170, \% las
referencias adicionales descritas en este documento.

Para algunas aplicaciones, en particular para
aquellas aplicaciones en las cuales se pretende eliminar
una célula que expresa el objetivo contra el  cual los
Nanocuerpos de la invencidén se dirigen (por ejemplo, en el
tratamiento de «céncer), o para reducir o disminuir el
crecimiento y/o proliferacidén de tal célula, los
Nanocuerpos de la invencidén pueden también estar enlazados
a un Nanocuerpo de la invencidén, para proporcionar, por
ejemplo, un polipéptido citotdéxico de la invencidn, sera
claro para wuna persona experta y puede por ejemplo ser
encontrado en la técnica anterior citada anteriormente y/o
en la descripcién adicional en este documento. Un ejemplo
es la asi llémada tecnologia ADEPT™ del documento WO
03/055527.

De acuerdo a una modalidad no limitante, se
pueden agregar uno o mas residuos de aminocidcido a, insertar
en y/o sustituir en la secuencia de aminodcido de un
Nanocuerpo o polipéptido de la invencidn, para proporcionar
uno o mas residuos de aminocacido especifico para unirse a
un grupo PEG.

La eficacia de farmacéuticos de proteina
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dependiente en su potencia para neutralizar el objetivo,
pero también en los farmacocinéticos intrinsecos del
potencial del fédrmaco. Debido a que los rifiones
generalmente filtran moléculas abajo de .60,000 Daltons
(Da), se han enfocado esfuerzos para reducir el espacio
libre en el incremento de peso molecular del
biofarmacéutico a través de fusiones de proteinas (Syred et
al., 1997), glicosilaciones o modificacién con polimeros de
polietilen glicol, es decir, PEGilacidén (Lee et al., 1999;
Abuchowski et al., 1977; Nucci et al., 1991; Lecolley, et
al; Chem Commun, 2004; Tao et al., J Am Chem Soc, 2004;
Mantovani et al., 2005). Estos métodos satisfactoriamente
prolongan la exposicién in vivo del biofarmacéutico.

Alternativamente, la vida media se puede
prolongar usando otro agente de pegilacidén, POLI PEG para
conjugar a los Nanocuerpos bivalentes, TNF56 o TNF55. Los
POLI PEG son polimeros de forma apanalada con dientes PEG
en una estructura metacrilica. Los POLI PEGS pueden variar
en longitud de la cadena PEG, en una estructura metacrilica
y en el grupo final activo, el cual determina el método de
conjugacién del POLI PEG para el Nanocuerpo. La conjugaciodn
del sitio especifico a la cisteina C-terminal pfesente en
los Nanocuerpos se puede lograr a través del grupo final de
maleimida activo en el POLI PEG.

La invencién también abarca cualquier Nanocuerpo
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de la invencién y/o polipéptido de la invencidén que se ha
glicosilado en una o mds posiciones de aminoacido,
usualmente dependiendo del hospedante usando para expresar
el Nanocuerpo o polipéptido de 1la invencidn (como se
describe adicionalmente abajo).

De acuerdo a una modalidad no limitante, uno o
mas residuos de aminodcido se pueden agregar a, insertar en
y/o sustituir en la secuencia de aminodcido de un
Nanocuerpo o polipéptido de la invencidn, para proporcionar
uno o ma&s residuos de aminoadcido especifico y/o un sitio
que puede ser glicosilado por el organismo hospedante
uséndo. Por medio de wun ejemplo preferido, pero no
limitante, el residuo N en posicién 50 con CDR2 de un
Nanocuerpo de la invencidén puede por ejemplo ser
reemplazado por un residuo Q, D o S para proporcionar un
sitio de glicosilacidén, por ejemplo, para glicosilacidn por
Pichia.

De acuerdo a otra modalidad, un polipéptido de 1la
invencidén puede comprender la secuencia de amino&cido de un
Nanocuerpo, el cual se fusiona en su extremo amino
terminal, en su extremo carboxi terminal o ambos en su
extremo amino terminal y en su extremo carboxi terminal con
al menos una secuencia de aminoacido adicional.

Nuevamente, las secuencias de amino&cido

adicional pueden o no pueden cambiar, alterar o de otra
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forma influenciar las propiedades (bioldégicas) del
Nanocuerpo vy puede o no puede agregar funcionalidad
adicional al Nanocuerpo.

Por ejemplo, de acuerdo a una modalidad
preferida, pero no limitante, la secuencia de aminoacido
adicional puede comprender al menos un  Nanocuerpo
adicional, para proporcionar un polipéptido de la invenciédn
que comprende al menos dos, tal como tres, cuatro o cinco
Nanocuerpos, en los cuales los Nanocuerpos pueden
opcionalmente ser enlazados via una o méds secuencias
enlazadoras (como se define en este documento).

Los polipéptidos de la invencién que comprenden
dos o mé&s Nanocuerpos también se  referirdn en este
documento como polipéptidos “multivalentes”. Por ejemplo un
polipéptido “bivalente” de‘ la invenciédén, comprende dos
Nanocuerpos, opcionalmente enlazados via wuna secuencia
enlazadora, mientras un polipéptido “trivalente” de 1la
invencién comprende tres | Nanocuerpos, opcionalmente
enlazado via dos secuencias enlazadoras; etc.

En un polipéptido multivalente de la invenciédn,
los dos o mé&s Nanocuerpos pueden ser los mismos o
diferentes. Por ejemplo, los dos o més Nanocuerpos en un
polipéptido multivalente de la invencién:

- se puede dirigir contra el mismo antigeno, es

decir, contra las mismas partes o epitopes del antigeno o
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contra dos o méds partes o epitopes diferentes del antigeno;
y/o;

- se puede dirigir contra los antigenos
diferentes;

0 una combinacién de los mismos.

Asi, un polipéptido de la invencidén, por ejemplo:

- puede comprender dos Nanocuerpos idénticos;

- puede comprender un primer Nanocuerpo dirigido
contra una primera parte o epitope de un antigeno y un
segundo Nanocuerpo dirigido contra la misma parte o epitope
del antigeno o contr$~otra parte o epitope del antigeno;

- 0 puede comprender un primer Nanocuerpo
dirigido contra un primer antigeno y un segundo Nanocue#po
dirigido contra un segundo antigeno diferente del primer
antigeno;
mientras un Polipéptido trivalente de la invencién, por
ejemplo:

- puede comprender tres Nanocuerpos idénticos o
diferentes dirigidos contra las partes o epitopes iguales o
diferentes del mismo antigeno;

- puede comprender dos Nanocuerpos idénticos o
diferentes dirigidos, contra las partes o epitopes iguales o
diferentes en un primer antigeno y un tercer Nanocuerpo
dirigido contra uﬂ segundo antigeno diferente del primer

antigeno; o

o9t
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- puede comprender un primer Nanocuerpo dirigido
contra un primer antigeno, un segundo Nanocuerpo dirigido
contra un segundo antigeno diferente del primer antigeno, y
un tercef Nanocuerpo dirigido contra un tercer antigeno del
primero y segundo antigeno, polipéptidos de la invencién
que contienen al menos dos Nanocuerpos, en el cﬁal al menos
un Nanocuerpo se dirige contra un. primer antigeno y al
menos un Nanocuerpo se dirige contra un segundo antigeno
diferente del primer antigeno, también se referird como
Nanocuerpos “multiespecificos”. Asi, un Nanocuerpo
“biespecifico” es un Nandcuerpo que comprende al menos un
Nanocuerpo dirigido contra un primer antigeno y al menos un

Nanocuerpo adicional dirigido contra un segundo antigeno,

mientras un Nanocuerpo “triespecifico” es un Nanocuerpo que

comprende al menos un Nanocuerpo dirigido contra un primer
antigeno, al menos un Nanocuerpo adicional dirigido contra
un segundo antigeno, y al menos un Nanocuerpo adicional
dirigido contra un tercer antigeno; etc.

Por 1lo tanto, en su forma més simple, un
polipéptido biespecifico de la invencién es un polipéptido
bivalente de la invencién (como ‘se define en este
documento), que comprende un primer Nanocuerpo ‘dirigido
contra un primer antigeno y un segundo Nanocuerpo dirigido
contra un segundo antigeno, en el cual dicho primero vy

segundo Nanocuerpo puede opcionalmente estar enlazado via
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una secuencia enlazadora (como se define en este
documento); en donde un polipéptido triespecifico de 1la
invencién en su forma mds simple es un polipéptido
trivalente de la invencién (como se define en este
documento), que comprende un primer Nanocuerpo dirigido
contra un primer antigeno, un segundo Nanocuerpo se dirige
contra un segundo antigeno y un tercer Nanbcuerpo dirigido
confra un tercer antigeno, en el cual el primero, segundo y
tercer Nanocuerpo puede opcionalmente estar enlazado via
uno © mas, y en particular uno o mds en dos secuencias
enlazadoras particulares.

Sin embargo, como serd claro de la descripciédn
anteriormente, la invencién no se limita a esto, en el
sentido que un polipéptido multiespecifico de la invenciédn
puede comprender cualquier numero de Nanocuerpos dirigidos
contra dos o mas antigenos diferentes.

Para polipéptidos multivalente y multiespecifico
que contiene uno o mas dominios Vg y su preparacién,
también se hace referencia a Conrath et al., J. Biol.
Chem., vol. 276, 10. 7346-7350, asi como al documento EP 0
822 985.

En los polipéptidos de la invencidén, uno o méas
Nanocuerpos y  uno ©0 més polipéptidos pueden ser
directamente enlazados entre si (como por ejemplo, se

describe en el documento WO 99/23221) y/o puedes estar
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enlazados entre si via uno o més'espaciadores 0 enlazadores
adecuados o cualquier combinacién de los mismos.
Espaciadores o enlazadores adecuados para uso en
polipéptidos multivalentes o multiespecificos seran claros
a una persona experta, y puede generalmente ser cualquier
enlazador o espaciador usado en la técnica para enlazar
secuencias de aminodcido. Preferiblemente, el enlazador o
espaciador es adecuado para uso en proteinas constructo o
polipéptidos que se pretenden para uso-farmacéutico.
Algunos espaciadores particularmente preferidos
incluyen los espaciadores y enlazadores que se usan en la
técnica para enlazarvfragmentos de anticuerpo o dominios de
anticuerpo. Estos incluyen los enlazadores mencionados en
el antecedente general de la técnica citado anteriormente,
asi como por ejemplo, enlazadores que se usan en la técnica
para anticuerpos constructo o fragmentos ScFv (en este
aspecto, sin embargo, se notard que mientras en anticuerpos
y en fragmentos ScFv, la secuencia enlazadora usada debe
tener una longitud, un grado de flexibilidad u otras
propiedades que permite a los dominios Vg y Vi pertinentes
llegar juntos para formar el sitio enlazante al antigeno
completo, no hay limitacidén particular en la longitud o 1la
flexibilidad del enlazador usado en el polipéptido de 1la
invencidén, ya que cada Nanocuerpo por si mismo forma un

sitio enlazante al antigeno completo).
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Otros enlazadores' adecuados generalmente
comprenden compuestos organicos o polimeros, en particular
aquellos adecuados para uso en proteinas para uso
farmacéutico. Por ejemplo, porciones poli(etilenglicol) se
han usado para enlazar dominios de antiéuerpo, véase por
ejemplo el documento WO 04/081026.

Témbién dentro del alcance de la invencidn, los
enlazadores usados confieren uno o mé&s de otras propiedades
favorables o funcionalidad a 1los polipéptidos de 1la
invencién, y/o proporciona uno o mads sitios para la
formacién de derivados vy/o para la unién de grupos
funcionales (por ejenmplo, como se describe en este
documento para los derivados de los Nanocuerpos de la
invencién). Por ejemplo, enlazadores que contienen uno o
mas residuos aminodcidos cargados (véase Tabla A-3
anteriormente) puede proporcionar propiedades hidrofilicas
mejoradas, mientras enlazadores que forman o contienen
epitopes o etiquetas pequefias se pueden usar para los
propdésitos de deteccidédn, identificacidédn y/o purificacién.
Nuevamente, en base a la descripbién en este documento, la
persona experta serd capaz para determinar los enlazadores
éptimos para uso en un polipéptido especifico de 1la
invencién, opcionalmente después de algunos experimentos de
rutina limitados.

Finalmente, cuando do o méds enlazadores se usan

0]
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en los polipéptidos de la invencidn, estos enlazadores
pueden ser el mismo o diferente. Nuevamente, en base a la
descripcién en este documento, la persona experta serd
capaz para determinar los enlazadores O6ptimos para uso en
un polipéptido especifico de la invencién, opcionalmente
después de algunos experimentos de rutina limitados.

Enlazadores para uso en polipéptidos
multivalentes y multiespecificos seran claros a la persona
experta, y por ejemplo incluye enlazadores gly-ser, por
ejemplo del tipo (glyxsery),, tal como (por ejemplo
(glysser)s o (glyssery)s, como se describe en el documento
WO 99/42077, regione$ similares a articulaciones tales como
las regiones de articulacién de anticuerpos de cadena
pesada que se originan naturalmente o secuencias similares.
Para otros enlazadores adecuados, también se hace
referencia al antecedente general de la técnica citado
anteriormente. Algunos enlazadores particularmente
preferidos se dan en las SEC ID NOs. 68 y 69.

Enlazadores también pueden proporcionar alguna
funcionalidad para el polipéptido multivalente o)
multiespecifico. Por ejemplo, enlazadores que contienen uno
0 mas residuos de aminodcido cargado (véase Tabla 1
anteriormente) puede proporcionar propiedades hidrofilicas
mejoradas, mientras enlazadores que forman o contienen

epitopes o etiquetas pequefias se pueden usar para los
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propdésitos de deteccidén, identificacidn y/o purificaciédn.

Como se menciona en este documento, en una
proteina o polipéptido de la invencidén, los Nanocuerpos
anti-TNF mencionados en este documento son preferiblemente
enlazados en tal forma que la proteina o pilipéptido, en
enlace a un trimero THF, es capaz de inhibir o reducir el
receptor TNF reticulado que es mediado por el trimero TNF
y/o la transduccién de sefial que es mediada por el receptor
reticulado; y/o en tal forma que la proteina o polipéptido
es capaz de enlazarse intramolecularmente a al menos dos
sitios enlazados al receptor THF en un trimero TNF.
Enlazadores adecuados son como se describen en este
documento.

Como también se menciona en este documento, si
una proteina o polipéptido proporciona enlace
intermolecular o enlace extramolecular se pude valorar (al
menos inicialmente) por una cromatografia de exclusidén de
tamafio. Por Cromatografia de Exclusién de Tamafio, los
complejos de TNF alfa y anticuerpos pueden ser analizados
para determinar el numero y la proporcidén de anticuerpo y
moléculas TNF alfa en el complejo. A partir de estos datos,
se puede deducir si se originan enlaces inter- o
intramoleculares, como se hizo por Santora y colegas
(Santora, L.C., et al., Anal Biochem. 2001) para estabiliza

la estequiometria de enlace del anticuerpo D2E7 monoclonal
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(Humira) para TNF alfa a proporciones diferentes de
anticuerpo y etiqueta. A partir del peso molecular del
complejo se concluye que tres moléculas de anticuerpo
sometidas a complejo con tres trimeros TNF, con ello
indicando que 1los enlaces de anticuerpo en una forma
intermolecular. Experimentos similares se realizan con
Nanocuerpos bivalentes, en los cuales un enlazador muy
corto induée la formacidén de complejos moleculares grandes,
los cuales se obtienen por uniones intermoleculares. 8Sin
embargo, algunos constructos de Nanocuerpos bivalentes con
enlazadores més largos eluidos de la columna de filtracidn
en gel como complejos pequefios discretos, con ello se
demuestra que se forman las uniones‘ intramoleculares.
Combinados con los datos de bioensayo, en los cuales en
enlazador mé&s largo que contiene Nanocuerpo TNF1l tiene una
potencia dptima (neutralizacidn completa de cantidad de TNF
usada en el ensayo, es decir, 10 pM), se puede concluir que
en enlace intramolecular del Nanocuerpo bivalente,
efectivamente previene la reticulacidén de dos receptores
unidos a la célula y la activacién del feceptor asociado.
Anticuerpos monoclonales conocidos tales como Humira o
Remicade pueden no formar tales uniones intramoleculares,
que conduce siempre dos sitios de enlace al receptor en la
molécula TNF trimérica para un cierto grado disponible para

interaccidén con el receptor unido a la célula, el cual se
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traduce en neutralizacidén menos potente como se mide en el
bicensayo.

| Alternativamente, si una proteina o polipéptido
proporciona enlace intermolecular o enlace extramolecular
puede ser valorada ©por <cristalografia y/o modelado
molecular (u otro adecuado en técnicas de silice). Un
modelo de un complejo TNF30/TNF alfa trimérico se genera en
base a la estructura de cristal del complejo TNF1/TNF alfa
de tipo nativo, monomérico. Para esta estructura, se modela
el constructo enlazador TNF30-enlazador ALB8-TNF30 final.
Se modela el constructo enlazador TNF30-enlazador ALB8-
TNF30 partiendo del trimero de TNFa con dos moléculas TNF30
unidas. Como la estructura del ALB8 no se conoce, en lugar
se usa una tercera molécula TNF30, la cual se coloca entre
los otros dos Nanocuerpos a lo largo de la linea, entre el
N- y C-termino. Los enlazadores de 9 aminoacidos, después
se agregan manualmente.

'El modelo se muestra en la Figura 62. Claramente,
los enlazadores de 9 amino&cidos junto <con la ALBS,
proporciona suficiente espacio para abarcar aproximadamente
66 A entre los dos dominios TNF30 unidos a TNFa. ALBS por
si misma abarca 40 A, y cada enlazador puede abarcar otro
~27 A en conformacién completamente extendida. Como un
resultado, la ALBS tiene completamente algo de flexibilidad

de movimiento, y no se espera que se enlace a albumina,
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puede interferir mucho con en enlace a TNFa.

Sin embargo, es igualmente ‘que los enlazadores
pueden ser acortados sin afectar la avidez, especialmente
en el caso den enlazador que es C-terminal de ALB8. Esto
puede tener el efecto benéfico de incrementar en el enlace
al mismo trimero TNFa contra los trimeros reticulados,
porque la probabilidad que el segundo TNF30 se asocie con
un TNFoa diferente incrementa coh la longifud del enlazador.

Como también se describe adicionalmente en este
documento, un polipéptido multiespecifico de la invencidn
dirigido contra un antigeno deseado vy confra al menos una
proteina de suero, tal <como las proteinas de suero
mencionadas posteriormente en este documento, y en
particular contra albumina de suero humano, puede mostrar
vida media incrementada en suero, comparado al Nanocuerpo
monovalente correspondiente.

Como se menciona en este documento anteriormente,
los métodos descritos en este documento son particularmente
adecuados para generar tal multivalente de polipéptidos
multiespecificos de la invencidn.

En un polipéptido de la invencidén, al menos un
Nanocuerpo también puede estar enlazado a un dominio VH
convencional o para un andlogo natural o sintético de un
dominio Vy, opcionalmente via una secuencia enlazadora.

En un polipéptido de la invencidén, al menos un
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Nanocuerpo puede también estar enlazado a un dominio Vy, ©
para un .anélogo natural o sintético de un dominio Vi,
opcionalmente via una secuencia enlazadora, para
proporcionar un polipéptido de la invencidén que estd en la
forma andloga a un fragmento scFv convencional, pero que
contiene un Nanocuerpo en lugar de un dominio Vy.

En un polipéptido de la invencién, al menos un
Nanocuerpo puede también estar enlazado a uno o mads de un

dominio CH;, CH, y/o CH3, opcionalmente via una secuencia

~enlazadora. Por ejemplo, un Nanocuerpo enlazado a un

dominio CH; adecuado, puede por ejemplo, ser usado Jjunto
con cadenas ligeras adecuadas, para generar analogos de
fragmento/estructuras de anticuerpo para fragmentos Fab
convencional o fragmentos F(ab’),, pero en el cual uno o
(en caso de un fragmento F(ab’),;) uno o ambos de 1los
dominios VH convencionales pueden ser reemplazados por un
Nanocuerpo. Tales fragmentos también pueden ser
heteroespecificos o  Dbiespecificos, es decir, dirigido
contra dos o mas antigenos. Un Nanocuerpo enlazado a
dominios CH; y CH3 adecuados, por ejemplo derivados de
Camélidos, pugden ser usados para formar un anticuerpo de
cadena pesada nanoespecifica o biespecifica. Finalmente, un
Nanocuerpos enlazado a dominios CH1l, CH2 y CH3, por ejemplo
derivado de un humano, debe ser usado, Jjunto con cadenas

ligeras adecuadas, para formar un anticuerpo que es andlogo
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a un anticuerpo de 4 cadenas convencional, pero en el cual
uno o ambos de los dominios Vi convencional se han
reemplazado por un Nanocuerpo.

También, ademas a uno o mas Nanocuerpos,
polipéptidos de 1la invencidén pueden también contener
grupos, porciones o residuos funcionales, por ejemplo,
sustancias terapéuticamente activas, tal como aquellos
mencionados posteriormente, vy/o marcadores y marcas, tal
como marcadores fluorescentes, isoﬁopos, etc., como se
describe adicionalmente posteriormente en este documento.

Los Nanocuerpos de la invencién, los polipéptidos
de la invencién, y acidos nucleicos que codifican el mismo,
pueden ser preparados en una manera conocida per se, como
serd a una persona experta a partir de la descripcién
adicional en este documento. Algunos métodos preferidos,
pero no limitantes para preparar los . Nanocuerpos,
polipéptidos y 4&cidos nucleicos incluyen los métodos vy
técnicas mencionadas anteriormente y/o descritas
adicionalmente en este documento posteriormente.

Como serd claro a una persona experta, un método
particularmente Util para preparar un Nanocuerpo y/o0 un
polipéptido de 1la invencién, generalmente comprende las
etapas de:

- 1la expresién, en una célula hospedante u

organismo hospedante adecuado (también referido en este
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documento como un “hospedante de la invencidén”) o en otro
sistema de expresiédn adecuado de un é4cido nucleico que
codificé el Nanocuerpo o polipéptido de la invencidn
(también referido en este documento como un “dcido nucleico
de la invencidén”), opcionalmente seguido por:

- aislar y/o purificar el nanocuerpo o
polipéptido de la invencidn, asi obtenido.

En particular, tal método puede comprender las
etapas de:

- cultivar y/o mantener un hospedante de la
invencidén bajo condiciones que son de tal forma que el
hospedante de la invencidén expresa y/o produce al menos un
Nanocuerpo y/o polipéptido de la invencién; opcionalmente
seguido por:

- aislar y/o purificar el Nanocuerpo o
polipéptido de la invencidén asi obtenido.

Un &cido nucleico de la invencién puede estar en
la forma de ADN o ARN famificada. tnica o doble, y es
preferiblemente en la forma de ADN de ramificado doble. Por
ejemplo, las secuencias del nucledétido de la invencidn
puede ser ADN gendémico, ADNc, ADN sintético (tal como ADN
con un codén utilizado que ha sido especificamente adaptado
para expresién en la célula hospedante u organismo
hospedante planeado).

De acuerdo a una modalidad de la invencidn, el
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dcido nucleico dé la invencidén es esencialmente asilado,
como se define en este documento anteriormente.

El &cido nucleico de la invencidén también esté en
la forma de, estar presente en y/o ser parte de un vector,
tal como pof ejemplo un plasmido, césmido o YAC, el cual
nuevamente puede estar en forma esencialmente aislada.

Los acidos nucleicos de la invencidén, pueden ser
preparados u obtenidos en una manera conocida per se, en
base a la informacidén en las secuencias de aminodcido para
los polipéptidos de la invencidn, proporciQnados en este.
documento, y/o pueden ser aislados de una fuente natural
adecuada. Para proporcionar analogos, secuencias de
nucledétido que codifican dominios Vg que se originan de

forma natural, pueden por ejemplo ser sometidos a

" mutagénesis dirigida al sitio, para proporcionar un &acido

nucleico de la invencidén que codifica en andlogo. También,
serd claro a la persona experta, preparar un acido nucleico
de la invencién, también varias secuencias de nucledtido,
tal como al menos una secuencia de nucledtido que codifica
un Nanocuerpo y por ejemplo acidos nucleicos que codifican
uno o mas enlazadores, pueden estar enlazados juntos en una
manera adecuada.

Técnicas para generar los &cidos nucleicos de la
invencién, seran claras a la persona experta y puede por

ejemplo incluir, pero no se limita a, sintesis de ADN
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automatizada; mutagénesis dirigida al sitio; combinar dos o
mas secuencias sintéticas o que se origina de forma natural
(0o dos o mis partes de la misma), introduccién de
mutaciones que conduce a la expresién de un producto de
expresidén truncado; introducciédn de uno o més sitios de
restriccidén (por ejemplo, para crear casetes y/o regiones
que pueden facilmente ser digeridos y/o ligados usando
enzimas de restriccidén adecuadas), y/o la introduccidén de
mutaciones por medios de una reaccidén RCP usando uno o méas
cebadores T“apareados de manera desigual”, usando por
ejemplo, una secuencia de un GPCR que se origina de forma
natural como una plantilla. Estas y otras técnicas serén
claras a la persona experta, y nuevamente se hace
referencia a los manuales, tal como Sambrook et al., vy
Ausubel et al., mencionado anteriormente, asi como en los
Ejemplos de abajo.

El &cido nucleico de la invencién puede también
estar en la forma de, ser presente en y/o ser parte de un
constructo genético, serd claro a una persona experta en la
técnica. Tales constructos genéticos generalmente
comprenden al menos un acido nucleico dé la invencidn, que
es opcionalmente enlazada a uno o mas elementos de
constructos genéticos conocidos per se, tal como por
ejemplo, uno o mas elementos reguladores adecuados (tai

como promotores, mejoradores, terminadores adecuados, etc.)
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y los elementos adicionales -de <constructos genéticos
referidos en este documento anteriormente. Tales
constructos genéticos que comprende al menos un Aacido
nucleico de la invencién también serén referidos en este
documento como “constructos genéticos de la invencidn”.

Los constructos genéticos de la invencidén pueden
ser ADN o ARN, y son preferiblemente ADN ramificados doble.
Los constructos genéticos de.la invencidén pueden también
estar en la forma adecuada para transformacidén de la célula
hospedante. u organismo hospedante planeado, en una forma
adecuada para integracién en el ADN genémico de la‘célula
hospedante planeada o en una forma‘ de replicacidn
independiente adecuada, mantenido y/o legado en el
organismo hbspedante planeado. Por ejemplo, los constructos
genéticos de la invencién pueden estar en la forma de un
vector, tal como por ejemplo, un plasmido, cdésmido, YAC, un

vector viral o transposon. En particular, el vector puede

ser un vector de expresidn, es decir, un vector que puede

ser proporcionado para expresién in vitro y/o in vivo (por
ejemplo, en una célula hospedante, organismo hospedante y/o
sistema de expresidén adecuado).

En una modalidad preferida, pero no limitante, un
constructo genético de la invencidén comprende

a) al menos un &cido nucleico de 1la inVenciéﬁ;

operablemente conectado a
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b) uno o mas elementos reguladores, tal como un
promotor y opcionalmente un terminador adecuado;

c) y opcionalmente también

d) uno o mas elementos adicionales de constructos
genéticos conocidos per se;

en el cual los términos “elemento regulador”, “promotor”,

\

“terﬁinador" vy “operablemente conectado; tiene su
significado wusual en la técnica (como se describe
adicionalmente abajo); y en la cual dichos “elementos
adicionales” presentes en los constructos genéticos pueden
por ejemplo ser secuencias 3'- o 5’ -URT, secuencias lider,
marcadores de seleccidén, marcadores de expresidn/genes
reporteros, y/o elementos que pueden facilitar o)
incrementar (la eficacia de) transformacién o integraciédn.
Estos y otros elementos adecuados para tales constructos
genéticos. serdn claros a una persona experta, y puede por
ejemplo depender del tipo de constructo usado, la célula
hospedante u organismo hospedante planeado; la manera en la
cual las secuencias del nucledtido de interés, son para ser
expresadas (por ejemplo, via constitutiva, temporal o
expresiénvinducible); y/o la técnica de transformacién para
ser usada.

Preferiblemente, en los constructos genéticos de
la invencidén, al menos un acido nucledtido de la invenciédn

y los elementos reguladores, y opcionalmente uno o mas
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elementos adicionales, son “operablemente enlazados” entre
si, por el cual es generalmente representado que estdn en

una relacidén funcional entre si. Por ejemplo, un promotor

se considera “operablemente enlazado” a wuna secuencia

codificante, si el promotor es capaz de iniciar o de otra
forma controlar/regular las transcripcién y/o la expresidn
de una secuencia codificante (en 1la cual la secuencia
codificante debe entenderse por estar “bajo el control de”
el promotor). Generalmente, cuando dos secuencias de
nucledétido estdn operablemente enlazadas, pueden estar en
la ﬁisma orientacidén y wusualmente también en la misma
estructura lectora. Usualmente también son esencialmente
contiguos, aunque esto puede también no ser requerido.

Preferiblemente, los elementos reguladores vy
adicionales de los constructos genéticos de la invencidn
son de tal forma que son capaces‘de proporcionar su funcidn
biocldégica planeada en la célula hospedante u organismo
hospedante planeado.

Por ejemplo, un promotor, un intensificador o
terminador debe ser “operable” en la célula hospedante u
organismo hosbedante, por el cual se piensa dque (por
ejemplo) el promotor debe ser capaz de iniciar o de otra
forma controlar/regular la transcripcidén y/o la expresidn
de una secuencia de nucledétido, por ejemplo, una secuencia

codificante, la cual estd operablemente enlazada (como se

=)
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define en este documento).

Algunos promotores particularmente preferidos
incluyen, pero no se limitan a, promotores conocidos per se
para la expresién en células bacterianas, tales como
aquellas mencionadas en este documento posteriormente y/o
aquellas usadas en los Ejemplos.

Una seleccidén de marcadores debe ser de tal forma
que permita, por ejemplo, bajo condiciones de seleccidn
apropiadas, células hospedantes y/o organismos hospedantes
que se han transformado (exitosamente) con la secuencia de
nucledtido de 1la invencién para ser distinguida de las
células/organismos hospedantes que no se han transformado
(exitosamente). Algunos ejemplos preferidos, pero no
limitantes de tales'marcadofes, sSon genes que proporcionan
resistencia contra antibidticos (tales como canamicina o
ampicilina), genes que proporcionan resistencia a
temperatura,_o genes que permiten a la célula hospedante u
organismo hospedante ser mantenidos en la ausencia de
ciertos factores, compuestos y/o componentes (alimento) en
el medio que son esencialmente para supervivencia de las
células u organismos no transformados.

Una secuencia lider debe de ser de forma tal que,
en la célula hospedante u organismo hospedante planeado,
permite las modificaciones post-traduccional deseado y/o de

forma tal que dirige el ARNm transcripto a una parte
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deseada u organelo de una célula. Una secuencia lider puede

también permitir la secrecidén del producto de expresién de
la célula. Como tal, la secuencia 1lider puede ser pro-,
pre- o prepo-secuencia operable en la célula hospedante u
organismo hospedante. Las secuencias lideres no pueden ser
requeridas para expresidén de una célula bacteriana.

Un marcador de expresién o un gen reportero debe
de ser de forma tal que en la célula hospedante u organismo
hospedante, permita la deteccidn de la expresidn de (un gen
0o secuencia de nucleétido presente en) el constructo
genético. Un marcador de expresién puede opcionalmente
también permitir la localizacidén del producto expresado,
por ejemplo, en una parte especifica u orgaﬁelo de una
célula vy/o en células, tejidos, 6érganos o partes
especificas de un organismo multiceiular. Tales genes
reporteros pueden también ser expresados'como una fusidén dé
proteina con la secuencia de aminodcido de la invencién.
Aigunos ejemplos preferidos, pero no limitantes incluyen
proteinas fluorescentes tales como GFP.

Algunos ejemplos preferidos, pero no limitantes
de promotores, terminadores y elementos adicionales
adecuados incluyen aquellos usados en los Ejemplos de
abajo. Para algunos ejemplos no limitantes de los
promotores, marcadores de seleccidbn, secuencias lideres,

marcadores de expresidén y elementos adicionales que pueden
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estar presentes/usados en los constructos genéticos de la
invencién, tales como terminadores, intensificadores
transcripcionales y/o traduccionales, vy/o factores de
integracidén, se hace referencia a los manuales generales
tal como Sambrook et al., y Ausubel et al., mencionados
anteriormente, asl como para los ejemplos que @ se
proporcionan en los documentos WO 95/07463, WO 96/23810, WO
95/07463, WO 95/21191, WO 97/11094, WO 97/42320, WO
98/06737, WO 98/21355, US-A-6,207,410, US-A-5,693,492 y EP
1 085 089. Otros ejemplos serdn claros a la persona
experta. Se hace referencia al antecedente.general de 1la
técnica citado anteriormente y las referencias citadas en
este documento posteriormente.

Los constructos genéticos de la invencidén, pueden
generalmente ser proporcionados para enlazar‘adecuadamente
las secuencias del nucleétido de la invencién a uno o més
elementos adicionales descritos anteriormente, por ejemplo
usando las técnicas descritas en los manuales generales
tales como Sambrook et al., y Ausubel et al., mencionados
anteriormente.

A menudo, los constructos genéticos de la
invencién = serdn obtenidos insertando wuna secuencia de
nucledétido de la invencién en un vector adecuado
(expresidn) conocido per se. Algunos ejemplos preferidos,

no limitantes de vectores de expresién adecuados son
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aquellos wusados en los Ejemplos posteriores, asi como
agquellos mencionados debajo.

Los 4acidos nucleicos de la invencién y/o los
constructos genéticos de la invencidén pueden ser usados
para transformar una célula hospedante u organismo
hospedante. La célula hospedante u organismo hospedante,
puede ser cualquier célula (fﬁﬁgica, procaridética o
eucariodtica) o linea celular adecuada o cualquier organismo
fungico, procaridético o eucaridtico adecuado, por ejemplo:

- una cepa bacteriana, que incluye pero no se
limita a cepas gram negativo, tal como cepas de Escherichia
coli; de Proteus, por ejemplo de Proteus mirabilis; de
Pseudomonas, por ejemplo de Pseudomonas fluorescens; 'y
cepas gram positivas tales como cepas de Bacillus, por
ejemplo de Bacillus subtilis o de Bacillus brevis; de
Streptomyces, por ejemplc de Streptomyces lividans; de
Staphylococcus, por ejemplo de Staphylococcus carnosus; y
de Lactococcus, por ejemplo de Lactococcus lactis;

- una célula fungica, que incluye pero no se
limita a células de especies de Trichoderma, por ejemplo de
Trichoderma reesei; de  Neurospora, por ejemplo de
Neurospora crassa; de Sordaria, por ejemplo de Sordaria
macrospora; de Aspergillus, por ejemplo de Aspergillus
niger o de Aspergillus sojae; o de otros hongos

filamentosos;
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- una célula de levadura, que incluye pero no se
limita a células de especies de Saccharomyces, por ejemplo
de Sacchafomyces cerevisiae; de Schizosaccharomyces, por
ejemplo de Schizosaccharomyces pombe; de Pichia, por
ejemplo de Pichia pastoris o de Pichia methanolica; de
Hansenula, por ejemplo de Hansenula polymorpha; de
Kluyveromyces, por ejemplo de Kluyveromyces lactis; de
Arxula, por ejemplo de Arxula adeninivorans; de Yarrowia,
por ejemplo de Yarraowia lipolytica;

- una célula anfibiana o linea celular, tal como
Xenopus oocytes;

- una célula o linea celular derivada de insecto,
tal como células/lineas celulares derivadas de lepidéptera,
gque incluyen pero no se limita a células SF9 y Sf21 de
Spodoptera o) éélulas/lineas celulares derivadas de
Drosophila, tal como células de Schneider y Ké;

- una planta o célula de planta, por ejemplo en
plantas de tabaco; y/o

- una célula o linea celular de mamifero, por
ejemplo derivado de una célula o linea celular derivada de
un humano; a partir de mamiferos que incluyen pero no se
limitan a células CHO, células BHK (por ejemplo células
BHK-21) y células o lineas celulares humanas como Hela,
COS (por ejemplo COS-7) y células PER.C6;

asl como otros hospedantes o células hospedantes conocidas

319
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per se, para la expresién y produccién de anticuerpos y
fragmentos de anticuerpo (que incluyen, pero no se limita a
anticuerpos de dominio (uUnico) vy fragmentos ScFv), los
cuales seran claros a la persona experta. También se hace
referencia al antecedente general de la técnica citado en
este documento anteriormente, asi como por ejemplo en el
documento WO 94/29457; documento WO 96/34103; WO 99/42077;
Frenken et al., (1998), sﬁpra; Riechmann y Muyldermans,
(1999), suptra; van der Linden, (2000), suptra; Thomassen
et al., (2002), suptra; Joosten et al., (2003), supra;
Joosten et al., (2005), suptra; y las referencias
adicionales citadas en este documento.

Los Nanocuerpos y polipéptidos de la invencién,
pueden también ser introducidos y expresados en una o mas
células, tejidos u oérganos de un organismo multicelular,
por ejemplo, para propdsitos profilécticos y/o terapéuticos
(por ejemplo, éomo una terapia de gen). Para este
propdésito, las secﬁencias de nucléotido de la invencidn
pueden ser introducidas en las células o tejidos, en
cualquier forma adecuada, por ejemplo tal como (por
ejemplo, usando liposomas) o después que se han insertado
en un vector de terapia de gen adecuado (por ejemplo,
derivado de retrovirus tal como adenovirus, o parvovirus
tal como virus adeno-asociado). También serd claro ‘a la

perscona experta, tal terapia de gen puede ser realizada in

520
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vivo y/o in situ en el cuerpo de un paciente, administrando
un acido nuéleico de la invencidén o un vector de terapia de
gen adecuada, que codifica lo mismo al paciente o a células
especificas o, un tejido u érgano especifico del paciente;
o células adecuadas (a ﬁenudo tomadas del cuerpo del
paciente a ser tratado, tal como linfocitos colocados en
medio de cultivo, aspirados de médula &ésea o biopsias de
tejido) pueden ser tratados en el cuerpo del paciente.
Todos esto puede ser realizado usando vectores, técnicas vy
sistemas de suministro de terapia de gen, los cuales son
bien conocidos por la persona experta, por ejemplo Culver,
K. W., "“Gene Therapy”, 1994, p. xii, Mary Ann Liebert,
Inc., Publishers, New York, N.Y.; Giordano, Nature F
Medicine 2 (1996), 534-539; Schaper, Circ. Res. 79 (1996),
911-919; Anderson, Science 256 (1992), 808-813; Verma,
Nature 389 (1994), 239; Isner, Lancet 348 (1996), 370-374;
Muhlhauser, Circ. Res. 77 (1995), 1077-1086; Onodera, Blood
91; (1998), 30-36; Verma, Gene Ther. 5 (1998), 692~699;
Nabel, Ann. N.Y. Acad. Sci.: 811 (1997), 289-292;
Verzeletti, Hum. Gene Ther. 9.(1998), 2243—51; Wang, Nature
Medicine 2 (1996), 714-716; WO 94/29469; WO 97/00957, US
5,580,859, Us 505895466; o Schaper, Current Opinion in
Biotechnology 7 (1996), 635-640. Por ejempio, expresidén in
situ de fragmentos ScFv (Afanasieva et al., Gene Ther., 10,

1850-1859 (2003)) y de diacuerpos (Blanco et al., J.
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Immunol, 171, 1070-1077 (2003)) se han desgrito en la
técnica.

Para expresidén de los Nanocuerpos en una célula,
pueden ser también expresados o) dénominados como
“intracuerpos”, como por ejemplo . se describen en los
documentos WO 94/02610, WO 95/22618 y US-A-7004940; WO
03/014960; en Cattaneo, A. & Biocca, S. (1997)
Intracellular Antibodies: Development and Applications.
Landes and Springer-Verlag; y en Kontermann, Methods 34,
(2004), 163-170.

Para produccién, los Nanocuerpos y polipéptidos
de la invencidn, pueden por ejemplo también ser producidos
en la leche de mamiferos transgénicos, por ejemplo, en la
leche de conejos, vacas, gatos u ovejas (véase por ejemplo,
los documentos US-A-6,741,957, US-A-6,304,489 vy US-A-
6,849,992 para generar técnicas para introducir transgenes
en mamiferos), en plantas o partes de plantas, que incluyen
pero no se limita a sus hojas, flores, frutos, semillas,
raices o tubérculos (pof ejemplo, en tabaco, maiz, frijol
de soya o alfalfa) o en por ejemplo, pupa del gusano de
seda Bombyx mori.

Ademés, los Nanocuefpos y polipéptidos de 1la
invencién, pueden también ser expresados y/o ser producidos
en sistemas de expresién de célula 1libre, y ejemplos

adecuados de tales sistemas seradn claros a la persona
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experta. Algunos ejemplos preferidos, pero no limitantes
incluyen expresién en el sistema de germen de trigo; en
lisados reticulocito de conejo; o en el sistema Zubay de E.
coli.

Como se menciona anteriormente, una de las
ventajas del uno de Nanocuerpos es que los polipéptidos en
base al respecto, pueden ser preparados a través de la
expresidén en un sistema bacteriano adecuado, y sistemas de
expresidn bacteriana adecuada, vectores, células
hospedantes, elementos reguladores, etc., serd claro a la
persona experta, por ejemplo a partir de las referencias
citadas anteriormente. Se notard sin embargo que la
invencién en su sentido méds amplio no se limita a expresidn
en sistemas bacteriana.

Preferiblemente, en la invencidén, un sistema de
expresién (in vivo o in vitro), tal como un sistema de
expresién bacteriano, se usa para proporcionar los
polipéptidos de la invencién en una forma que es adecuada
para uso farmacéutico, vy tales sistemas de expresién
nuevamente serdn claros a la persona experta. También seré
claro a la persona experta, se pueden preparar polipéptidos
de la invencidén adecuados para uso farmacéutico usando
técnicas para sintesis de péptido.

Para produccidén en escala industrial, hospedantes

heterdlogos preferidos para la produccién (industrial) de
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Nanocuerpos o Nanocuerpo que contiene terapéuticos de
proteina incluyen cepas de E. c¢oli, Pichia pastoris, S.
cerevisiae, - que son . ~adecuados para
expresién/produccién/fermentacién a gran escala, y en
particular para expresién/produccidén/fermentacién
farmacéutica a gran escala. Ejemplos adecuados de tales
cepas serdn claros a la persona experta. Tales cepas vy
sistemas de produccidén/expresidén también estén disponibles
por compafiias tal como Biovitrum (Uppsala, Suecia).

Alternativamente, lineas celulares de mamifero,
en particular células de ovario (CHO) de hamster Chino
pueden ser usadas para expresidén/produccidn/fermentacidn a
gran escala, \% en particular para
expresién/produccidén/fermentacidn farmacéutica a gran
escala. Nuevamente, tales sistemas de expresién/produccidén
también estadn disponibles por algunas de las ' compafiias
mencionadas anteriormente.

La seleccidén del sistema de expresidén especifico
dependerd en parte en el requerimiento para ciertas
modificaciones post—traducciénal, mas especificamente
glicosilacién. La produccidén de un Nanocuerpo que contiene
proteina recombinante para la cual la glicosilacidén deseada
0 requerida necesitard el uso de hospedante de expresidn en
mamifero, que tiene la capacidad para glicosilar 1la

proteina expresada. En este respecto, serd claro a la
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perscna experta que el patrdén de glicosilacidn obtenido (es
decir, 1la clase, numero y posicién de residuos unidos)
dependera en la célula o linea celular que se usa para la
expresién. Preferiblemente, ya sea una célula humana o
linea celular usada (es decir, que conduce a una proteina
que esencialmente tiene un patrédn de glicosilacién humano)
o se wusa otra linea celular de mamifero que puede
proporcionar un patrén de glicosilacién que es
esencialmente y/o funcionalmente el mismo como
glicosilacién humana o al menos glicosilacidén humana
imitadora. Generalmente, los hospedantes procaridéticos tal
como E. coli no tienen la capacidad para glicosilar
proteinas, y el uso de eucariotas inferiores tal como
levadura, son usualmente conducidos a patrén de
glicosilacidén que difiere de glicosilacién humana. Sin
embargo, se entenderda que todas las células hospedantes
extrafias y sistemas de expresién se pueden usar en la
invencién, dependiendo del Nanocuerpo o proteina deseada a
ser obtenida.

Asi, de conformidad a una modalidad no limitante
de la invencidén, el Nanocuerpo o polipéptido de la
invencidén es glicosilado. De acuerdo a otra modalidad no
limitante de la invencidén, el Nanocuerpo o polipéptido de
lé invencién no es glicosilado.

De acuerdo a una modalidad preferida, no
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limitante de la invencién, el Nanocuerpo o polipéptido de
la invencidén se produce en una célula bacteriana, en
particular una célula bacteriana adecuada para produccidén
farmacéutica a gran escala, tales células de las cepas
mencionadas anteriormente.

De acuerdo a otra modalidad preferida, no
limitante de la invencién, el Nanocuerpo o polipéptido de
la invencidén se produce en una célula de 1levadura, en
particular una célula de levadura adecuada para produccidn
farmacéutica a gran escala, tal como células de las
especies mencionadas anteriormente.

De acuerdo a aun otra modalidad preferida, pero
no limitante de la invencién, el Nanocuerpo o polipéptido
de la invencidén se produce en uné célula de mamifero, en
particular en una célula humana o en una linea celular
humana, y mas en particular en una célula humana o en una
célula de una linea celular humana que es adecuada para
produccién farmacéutica a gran escala, tal comé las lineas
celulares mencionadas anteriormente.

Cuando la expresidén en una célula hospedante se
usa'para producir los Nanocuerpos y 1las proteinas de la
invencién, los Nanocuerpos y proteinas de la invenciédn
pueden ser producidos vya sea intracelularmente (por
ejemplo, en el cistol, en el plasma o en cuerpos <de

inclusién) y después aislado a partir de las células
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hospedantes y opcionalmente purificados adicionalmente; o
puede ser producido extracelularmente (por ejemplo, en el
medio en el cual las células hospedantes se cultivan) vy
después aislado a partir del medio de cultivo vy
opcionalmente purificado adicionalmente. Cuando se usan
células hospedantes eucaridticas, la produccidn
extracelular es usualmente preferida ya gue esta
considerablemente facilita el aislamiento adicional vy
proceso de corriente abajo de los Nanocuerpos y proteinas
obtenidas. Células bacterianas tales como las cepas de E.
coli mencionada anteriormente normalmente no secretan
proteinas extracelular, excepto por unas pocas clases de
proteinas tal como toxinas y hemolisina, y produccién
secretoria en E. coli se refiere a la translocacidén de
proteinas a través de la membrana interior para el espacio
periplédsmico. La produccidén de periplédsmico proporciona
varias ventajas sobre la produccidén citosdlica. Por
ejemplo, la secuencia de aminodcido N-terminal del producto
secretado, puede ser idéntico al producto del gen natural
después de desdoblar la secuencia de sefial de secreéién por
una peptidasa de sefial especifico. También, parece tener
mucha menos actividad de proteasa en el periplasma que en
el citoplasma. Ademds, la purificacién de proteina es
simple debido a pocas proteinas que contaminan en el

periplasma. Otra ventaja es que uniones de disulfuro



10

15

20

25

. 229

correctas pueden ser formadas debido al periplasma,
proporciona un ambiente mas oxidativo que el citoplasma.
Las proteinas expresadas en E. coli son a menudo expresadas
en agregados insolubles, asi llamados cuerpos de inclusién.
Estos cuerpos de inclusidén pueden ser localizados en el
cistol o en el periplasma; la recuperaciédn de proteinas
bioldégicamente activas a partir de estos cuerpos de
inclusién requiere un proceso ~ de
desnaturalizacién/replieguef Muchas proteinas
recombinantes, que incluyen protéinas terapéuticas, se
recuperan a partir de cuerpos de inqlusién.
Alternativamente, serd claro a una persona experta, que las
cepas recombinantes de bacteria que se han modificado
genéticamente para secretar una proteina deseada, y en
particular se puede usar un Nanocuerpo o un polipéptido de
la invencién.

Asi, de acuerdo a una modalidad no limitante de

la invencidén, el Nanocuerpo o polipéptido de la invenciédn

es un Nanocuerpo o polipéptido "que se han producido
intracelularmente y que se han aislado de la célula
hospedante, y en particular de una célula bacteriana o de
un cuerpo de inclusidén en una célula bacteriana. De .acuerdo
a otra modalidad no 1limitanter de la invencién, el
nanocuerpo o polipéptido de la invencidén es un Nanocuerpo o

polipéptido que se ha producido extracelularmente, y que se
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ha aislado del medio Ael cual se cultiva la célula
hospedante.

Algunos promotores preferidos, no limitantes para
usc con estas células hpspedantes incluyen,

- para expresidén- en E. coli: promotor lac (y
derivados de los mismos, tal como el promotor lacUVb5);
promotor arabinosa; promotor hacia la izquierda- (PL) vy
hacia la derecha (PR) del fago lambda; promotor del operon
trp; promotores lac/trp hibridos (tac y trc); promotor T7
(mds especificamente del gen 10 de fago T7) vy otros
promotores de fago T; promotor del gen resistente de
tetraciclina Tnl0; variantes disefiados por ingenieria de
los promotores anteriores que incluyen una o més copias de
una secuencia operadora reguladora superflua;

- para expresidén en S. cerevisiae: constitutivo:
ADH1 (deshidrogenasa de alcchol 1), ENO (enolasa), CYC1
(citocromo c¢ iso-1), GAPDH (deshidrogenasa gliceraldehido-
3-fosfato); PGKl (fosfoglicerato cinasa), PYKl (piruvato
cinasa) ; requlado: GAL1,10,7 (enzimas metabdélicas de
galactosa), ADH2 (deshidrogenasa de alcohol 2), PHOS5
(fosfatasa de écido), CUP1 (metalotioneina de cobre);
heterdélogos: CaMV (promotor 35S del virus de mosaico de
coliflor);

- para expresién en Pichia pastoris: el promotor

AOX1 (oxidasa de alcohol I)
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- para expresién en células de mamifero:
intensificador/promotor inmediato temprano de
citomegalovirus humano (hCMV); variante del promotor
inmediato temprano del citomegalovirus humano (hCMV) que
contiene dos secuencias operadoras de tetraciclina, de
forma tal que el promotor puede ser regulado por el
represor Tet; promotor de timidina cinasa (TK) del Virus de
Herpes Simple; intensificador/promotor de terminal repetida
largo (RSV LTR) del Virus de Sarcoma Rous; promotor del
factor la de alargamiento (heF-la) a partir de humano,
chimpancé, . ratén o rata; el promotor temprano SV40;
promotor de terminal repetida larga HIV-1; promotor B-
actina;

Algunos vectores preferidos, pero no limitantes
para uso con estas células hospedantes incluyen:

- vectores para expresidén en células de mamifero:
pMAMneo (Clontech), PCADN3 (Invitrogen), pMClneo
(Stratagene), pSGH (Stratagene), EBO-pSV2-neo (ATCC 37593),
pBPV-1 (8-2) (ATCC 37110), pdBPV-MMTneo (342-12) (ATCC
37224), pRSVgpt (ATCC37199), pRSVneo (ATCC37198), pSV2-dhfr
(ATCC 37146), pUCTag (ATCC 37460) y 1zZD35 (ATCC 37565), asi
como sistemas de expresién en base a virus, tal como
aquellos en base a adenovirus;

- vectores para expresidén en células bacterianas:

vectores pET (Novagen) y vectores pQE (Qiagen);
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- vectores para expresidén en levadura u otras
células fﬁngicas: PYESZ2 (Invitrogen) y vectores de
expresién en Pichia (Invitrogen);

- vectores para expresidén en células de insecto:
pBlueBacIl (Invitrogen) y otros vectores de baculovirus;

- vectores pafa expresidén en plantas o células de
planta: por ejemplo vectores en base a virus del mosaico de
coliflor o virus del mosaico de tabaco, cepas adecuadas de
Agrobacterium, o vectores en base a plasmido Ti.

También secuencias secretorias preferidos, pero
no limitantes para wuso con estas células hospedantes
incluyen:

- para uso en células bacterianas tales como E.
coli: PelB, Bla, OmpA, OmpC, OmpF, OmpT, StII, PhoA, PhoE,
MalE, Lpp, LamB y similares; ©péptido de sefial TAT, sefial
secretoria C-terminal. de hemolisina;

- para uso en levadura: prepo-secuencia de factor
a-apareamiento, fosfatasa (phol), invertasa (Suc), etc.;

- para uso en células de mamifero: sefial indigena
en caso de la proteina objetivo es de origen eucaridtico;
péptido de sefial V-J2-C cadena K murina Ig; etc.

Técnicas adecuadas para transformar un hospedante
o célula hospedante de la invencidén serd claro a una
persona experta y puede depender en el organismo célula

hospedante/hospedante planeado y el constructo genético a
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ser usado. Nuevamente se hace referencia a los manuales vy
solicitudes de patente mencionados anteriormente.

Después de 1la transformécién, se puede realizar
una etapa para detectar y seleccionar aquellas células
hospedantes u organismos hospedantes que han sido
exitosamente transformados con la secuencia de
nucleétido/constructo genético de la invencién. Eéto puede
por ejemplo ser una etapa de seleccidén en base a marcadores
seleccionables presentes en el constructo genético de la
invencién o una etapa que involucra la deteccién de 1la
secuencia de aminoadcido de la invencidén, por ejemplo,
usando anticuerpos especificos.

La célula hospedante transformada (la cual puede
estar en forma de una linea celular estable) u organismos
hospedantes (los cuales puede estar en la forma  de una
linea o cepa mutante adecuada) forman aspectos adicionales
de la presente invencién.

Preferiblemente, estas células hospedantes u
organismos hospedantes son de tal forma que expresan, o son
capaces (al menos) de expresar (por ejemplo, bajo
condiciones adecuados), una secuencia de aminodcido de la
invencidén (y en caso de un organismo hospedante: en al
menos una célula, tejido u érgano del mismo). La invencidn
también incluye generaciones, progenie y/o descendencia

adicional de la célula hospedante u organismo hospedante de
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la invencién, que puede por ejemplo ser obtenido por
divisidén celular o por reproducciédn sexual o asexual.

Para producir/obtener expresién de las secuencias
de aminoacido de la invencién, la célula hospedante
transformada u organismo hospedante transformado puede
generalmente ser conservado, mantenido y/o cultivado bajo
condiciones de forma tal que la secuencia de aminodcido
(deseada) de la invencién es expresada/producida. Serén
claras condiciones adecuadas a la ©persona experta vy
usualmente dependerd de la célula hospedante/organismo
hospedante usado, asi como en los elementos reguladores del
control de expresién de la secuencia de nucledtido
(relevante) de la invencidén. Nuevamente, se hace referencia
a los manuales vy solicitudes de patente mencionadas
anteriormente en los parrafos en los constructos genéticos
de la invenciédn.

Generalmente, condiciones adecuadas pueden
incluir el uso de un medio adecuado, la presencia de una
fuente adecuada de alimento y/o nutrientes adecuada, el uso
de una temperatura adecuada, y opcionalmente la presencia
de un factor o compuesto de induccién adecuado (por
ejemplo, cuando las secuencias del nucléotido de 1la’
invencidén estan bajo el control de un promotor inducible);
todos los cuales pueden ser seleccionados por la persona

experta. Nuevamente, bajo tales condiciones, las secuencias
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de aminodcido de la invencidén pueden ser expresadas en una
manera constitutiva, en una manera temporal, o uUnicamente
cuando es adecuadamente inducido.

También serd claro a una bersona experta que la
secuencia de aminocdcido de la invencidén, puede (primero)
ser generado en una forma inmadura (como se menciona
anteriormente), la cual después se somete a modificacidn
post-traduccional, dependiendo de la célula
hospedante/organismo hospedante usado. También, la
secuencia de aminocadcido de la invencidn pqede . ser
glicosilado, nuevamente dependiendo de la célula
hospedante/organismo hospedante usado.

La secuencia de aminodcido de la invencién, puede
después ser aislada de la célula hospedante/organismo
hospedante y/o del medio en cual la célula hospedante u
organismo hospedante se cultiva, wusando técnicas de
aislamiento y/o purificacién de proteina conocidas per se,
tal <como técnicas de cromatografia (preparativa) vy/o
electroforesis, técnicas de ©precipitacién diferencial,
técnicas de afinidad (por ejemplo, usando una secuencia de
aminoacido desdoblado, especifico fusionado con la
secuencia de aminodcido de 1la invencidén) y/o técnicas
inmunoldégicas preparativas (es decir, usando anticuerpos
cqntra la secuencia de aminoacido a ser aislado).

Generalmente, para - uso farmacéutico, los

>
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polipéptidos de la invencidén pueden ser formulados como una
preparacién farmacéutica que comprende al menos un
polipéptido de la invencién y al menos un portador
diluyente o excipiente vy/o adyuvante farmacéuticamente
aceptable, y opcionalmente uno o més polipéptidos y/o
compuestos farmacéuticamente activos adicionales. Por medio
de ejemplos no limitantes, tal como una formulaciéh puede

estar en una forma adecuada para administracidén oral, para

administracidn parenteral (tal como por inyeccidn
intravenosa, intramuscular e} subcuténea o) infusidén
intravenosa), para administracién tépica, para

administracidén por inhalacidén, por un parche de piel, por
un implante, por un supositorio, etc. Tales formas de
administracién adecuadas, las cuales pueden ser sélidas,
semi-sélidas o liquidas, dependiendo de la forma de
administracidén, asi como métodos y portadores para uso en
la preparacidén del mismo serd claro a una persona experta,
y se describen adicionalmente en este documento
posteriormente.

Generalmente, los Nanocuerpo y polipéptidos de la
invencién pueden ser formulados y administrados en una
manera adecuada conocida per se, para lo cual se hace
referencia por ejemplo al antecedente general de la técnica
citado anteriormente (y en particular a los documentos WO

04/041862, WO 04/041863, WO 04/041865 y WO 04/041867) asi
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como a los manuales estdndar, tal como Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 18ava Edicidén, Mack Publishing
Company, USA (19§O) o Remington, the Science and Practice
of Pharmacy, 2lava Edicidén, Lippincott William and Wilkins
(2005).

Por ejemplo, los Nanocuerpos y polipéptidos de la
invencidén pueden ser formulados y administrados en una
manera conocida per se, para anticuerpos convencionales vy

fragmentos de anticuerpo (que incluyen ScFv’s y diacuerpos)

y otras proteinas farmacéuticamente activas. Tales

formulaciones y métodos para preparar la misma, serd claro
a una persona experta, y por ejemplo incluye.preparaciones
adecuadas para administracidén parenteral (por ejemplo,
administracién intravenosa, intraperitoneal, subcutanea,
intramuscular, intraluminal, intra-arterial o intratecal) o
para administracién tépica (es decir, transdérmica o
intradérmica).

Las preparaciones para administracidén parenteral
pueden por ejemplo ser soluciones estériles, suspensiones,
dispersiones o emulsiones éue son adecuadas para infusidén o
inyeccidén. Portadores o diluyentes adecuados para tales
preparaciones por ejemplo incluyen, sin limitacién, agua
estéril y amortiguadores acuosos y soluciones tales como
salina amortiguada de fosfato fisiolégica, soluciones de

Ringer, solucién dextrosa y solucién de Hank; aceites
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acuoso; etanol; glicoles tales como propilen glicol o asi
como aceites minerales, aceites de animal y aceites
vegetales, por ejemplo( aceite de cacahuate, aceite de
frijol de soya, asi como mezclas adecuadas de los mismos.
Usualmente, se pueden preferir soluciones o suspensiones
acuosas.

Los Nanocuerpos y polipéptidos de la invenciédn,
también pueden ser administrados usando métodos de
suministro de terapia de gen. Véase, por ejemplo, la
Patente Estadounidense No. 5,399,346, la cual se incorpora
por referencia en su totalidad. Usando un método de
suministro de terapia de gen, células primarias
transfectadas con el gen que codifica un Nanocuerpo o
polipéptido de 1la invencidén pueden adicionalmente ser
transfectadas con promotores especificos del tejido para
6rganos especificos objetivo, tejido, injertos, tumores o
células, y pueden adicionalmente ser transfectadas con
secuencias seflal y de estabilizacién para expresién
subcelularmente localizadas.

Asi, los nanocuerpos y polipéptidos de 1la
invencién pueden ser sistemdticamente administrados, por
ejemplo, oralmente, en combinacidén con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable tal como un diluyente inerte o
un portador comestible asimilable. Pueden estar juntos en

cédpsulas de gelatina de cubierta suave o dura, pueden ser

224
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comprimidos en tabletas, O pueden ser incorporados
directamente con el alimento en la dieta del paciente. Para
administracidén terapéutica oral, los Nanocuerpos y
polipéptidos de la invencidén pueden ser combinados con uno
0o maés excipientes y usados eﬁ la forma de tébletas
ingeribles, tabletas bucales, trociscos, cédpsulas,
elixires, suspensiones, Jjarabes, obleas y similares. Tales
composiciones y preparaciones deben contener al menos 0.1%
del Nanocuerpo o polipéptido de la invencidédn. E1l porcentaje
de las composiciones y preparaciones pueden, por supuesto,
ser variados \% pueden convenientemente ser entre
aproximadamente 2 hasta aproximadamente 60% del peso de una
forma de dosificacidn unitaria proporcionada. La cantidad
del Nanocuerpo o polipéptido de la invencidén en tales
composiciones terapéuticamente utiles es de forma tal que
se obtiene un nivel de dosificacidén efectivo.

Las tableas, trociscos, pildoras, céapsulas vy
similares, pueden también contener lo siguiente:
aglutinantes tales como goma ae tragacanto, acacia, almiddn
de maiz o gelatina; excipientes tales como fosfato
dicalcio; un agente desintegrante tal como almidén de maiz,
almidén de papa, &cido alginico y similares; un lubricante
tal como estearato de magnesio; y un agente edulcorante tal
como sacarosa, fructuosa, lactosa o aspartame o se puede

agregar un agente saborizante tal como menta, aceite de
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gaulteria, o saborizante a cereza. Cuando una forma de
dosificacidén unitaria es una cépsula, puede contener,
ademds a materiales del tipo anterior, un liquido portador,
tal como un aceite vegetal o un polietilen glicol. Otros
materiales variados pueden estar presentes como
revestimientos o para de otra forma modificar la forma
fisica de la forma de dosificacién unitaria sélida. Por
ejemplo, tabletas, pildoras 0 cépsulas pueden ser
revestidos con gelatina, cera, laca o azucar y similares.
Un Jjarabe o elixir puede contener los Nanocuerpos vy
polipéptidos de la invencién, sacarosa o fructuosa como un
agente edulcorante, metilo y propilparabenos éomo
preservativos, un tinte y saborizantes tales como sabor a
cereza O naranja. Por supuesto, cualquier material usado en
la preparacién de cualquier dosificacién unitaria debe ser
farmacéuticamente aceptable y sustancialmente no téxico en
las cantidades empleadas. Ademds, los Nanocuerpos vy
polipéptidos de 1la invencidén pueden ser incorporados en
préparaciones y dispositivos de liberacién sostenida.
También se pueden proporcionar preparaciones vy
formulaciones para administracidén oral con un revestimiento
entérico que permitird a los constructos de la invencién
resistir el ambiente géstrico y pasa a los intestinos. Mé&s
generalmente, las preparaciones y formulaciones para

administracién oral pueden ser adecuadamente formuladas
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para suministro en cualquier parte deseada del tracto
gastrointestinal. Ademéas, se puede usar supositorios
adecuados para suministro en el tracto gastrointestinal.
Los Nanocuerpos y polipéptidos de la invencidn
pueden también ser administrados intravenosamente 0
intraperitonealmente | por infusidn o) inyeccidn. Las
soluciones de los Nanocuerpos y polipéptidos de 1la
invencién o sus sales se pueden preparar en agua,
opcionalmente mezclado con un tensoactivo no téxico.
También se pueden preparar dispersiones en glicerol,

polietilen glicoles liquidos, triacetina y mezclas de los

mismos y en aceites. Bajo <condiciones ordinarias de
almacena y uso, estas preparaciones contienen un
preservativo para prevenir el crecimiento de
microorganismos.

‘Las formas de dosificacidn farmacéuticas

adecuadas para inyeccidén o infusidén pueden incluir
soluciones o dispersiones acuosas ‘estériles o polvos
estériles que comprenden el ingrediente activo, los cuales
estan adaptados para la preparacién extemporinea de
inyectables estériles o, soluciones o) dispersiones
infundibles, opcionalmente encapsulados en lipbsomas. En

todos los casos, la Ultima forma de dosificacién puede ser

estéril, fluida y estable bajo las <condiciones de

manufactura y almacenaje. El portador o vehiculo liquido
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puede ser un solvente o un medio de dispersién liquido que
comprende, por ejemplo, agua, etanol un poliol (por
ejemplo, glicerol, propileno, glicol, polietilen glicoles
liquidos y similares), aceites vegetales, gliceril éteres
no téxicos y mezclas de los mismos adecuadas. La‘fluidez
apropiada puede ser mantenida, por ejemplo, por la
formacién de liposomas, por el mantenimiento del tamafio de
particula requerido en el caso de dispersiones o por el uso
de tensoactivos. La prevencién de accidn de microorganismos
puede ser iniciar aproximadamente por varios agentes
antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos,
clorobutanol, fenol, &acido sérbico, timerosal y similares.
En muchos casos, seré preferible incluir agentes
isotdénicos, por ejemplo, azlcares, amortiguadores o cloruro
de sodio. Se puede iniciar la absorcidén prolongada de las
composiciones inyectables aproximadamente por el uso en las
composiciones de agentes que retrasan la absorcidén, por
éjemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Se preparan soluciones inyectables estériles
incorporando los Nanocuerpos y polipéptidos de la invenciédn
en la cantidad requerida en el solvente apropiado con
varios de los otros ingredientes enumerados anteriormente,
como se requiere, seguido por esterilizacién por
filtracién. En el caso de polvos estériles para la

preparacién de soluciones inyectables estériles, los
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métodos preferidos de preparacién son secado a vacio vy
técnicas de liofilizado, las cugles proporcionan un polvo
del ingrediente activo méds cualquier ingrediente deseado
adicional presente en las soluciones filtradas, previamente
esterilizadas.

Para administracidén tépica, los Nanocuerpos vy
polipéptidos de la invencidén pueden ser aplicadas en forma
pura, es decir, cuando son 1liquidos. Sin embargo, seré
generalmente deseable administrarlos a la piel como
composiciones o formulaciones, en combinacién con un
portador dermatoldégicamente aceptable, el cual puede ser un
sbélido o un liquido.

Portadores sb6lidos Gtiles incluyen, sb6lidos
finalmente divididos tal como talco, arcilla, celulosa
microcristalina, silice, alumina y similares. Portadores
liéuidos atiles incluyen agua, hidroxialquilo o glicoles, o
mezclas de agua-alcohol/glicol, en las cuales los
Nanocuerpos vy polipéptidos de 1la invencidén pueden ser
disueltos o dispersados en niveles efectivos, opcionalmente
con la ayuda de tensoactivos no tdéxicos. Se pueden agregar
adyuvantes tal como fragancias y agentes antimicrobianos
adicionales para optimizar las propiedades para un uso
proporcionado. Las composiciones liquidas resultantes
pueden ser aplicadas de almohadillas absorbentes, usadas

para impregnar vendajes y otras preparaciones de vendaje, o
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rociadas en el area afectada usando rociadores en aerosol o
tipo bomba.

También se pueden emplear espesantes tales como
polimeros, &cidos grasos, sales de Acidos grasos y ésteres,
alcoholes grasos, celulosas modificadas o© materiales
minerales modificados con portadores liquidos para formar
pastas que se puede esparcir, geles, unglentos, Jjabones vy
similares, para aplicacién diréctamente a la piel del
usuario.

Se conocen en la técnica ejemplos de
composiciones dermatoldégicas uUtiles, las cuales se pueden
usar para suministrar los Nanocuerpos y polipéptidos de la
invencién a la piel; por ejemplo, véase Jacquet et al.,
(Patente Estadounidense No. 4,608,392), Geria (Patente
Estadounidense No. 4,992,478), Smith et al. (Patente
Estadounidense No. 4,559,157) y Wortzman (Patente
Estadounidense No. 4,820,508).

Dosificaciones UGtiles de los Nanocuerpos vy
polipéptidos de la invencién se pueden determinar
comparando su actividad in vitro, y actividad in vivo en
modelos de animal. Se conocen métodos para la explotaciédn
de dosificaciones efectivas en ratones y otros animales, a
humanos; por ejemplo, véase Patente Estadounidense No.
4,938,949.

Generalmente, la concentracidn de los Nanocuerpos
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y polipéptidos de la invencidén en una composicidn ligquida,
tal como una locidn, seré en la forma de aproximadamente
0.1-25 % en peso, preferiblemente aproximadamente 0.5-10%
en peso. La concentracién en una composicién sbélida o semi-
sbélida tal como un‘gel o un polvo serd aproximadamente 0.1-
5% en peso, preferiblemente 0.5-2.5% en peso.

La cantidad de los Nanocuerpos y polipéptidos de
la invencidén requerida para uso en tratamiento, variard& no

unicamente con el Nanocuerpo o polipéptido particular

seleccionado, pero también con la ruta de administraciédn,

la naturaleza de la condicidén a ser tratada y, la edad y

‘condicién del paciente y serd en ultima instancia en 1la

discrecidén del especialista o médico tratante. También la
dosificacién de los Nanocuerpos y polipéptidos de 1la
invencidén varia dependiendo de la célula objetivo, tumor,
tejido, injerto u 6rgano.

| La dosis deseada puede convenientemente ser
presentada en una dosis Unica o como dosis dividida
adminisﬁrada a intervalos apropiados, por ejemplo, como
dos, tres, cuatro o mas sub-dosis por dia. La misma sub-

dosis puede ser ademéds dividida, por ejemplo, en un numero

de administraciones espaciadas con holgura discreta; tal

como inhalaciones miltiples de wun insuflador o por
aplicacién de una pluralidad de gotas al ojo.

Un régimen de administracién puede incluir
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tratamiento diario, prolongado. Por “prolongado” significa
al menos dos semanas y preferiblemente, varias semanas,
meses o) afios de duracién. Se pueden determinar
modificaciones necesarias en este intervalo de dosificacién
por un experto ordinario en la técnica, usando uUnicamente
experimentacidén de rutina que proporciona las ensefianzas en
este documento. Véase Remington’s Pharmaceutical Sciences
(Martin, E.W., ed. 4), Mack Publishing Co.; Faston, PA. La
dosificacidén también se puede ajustar por el especialista
individual en el evento de cualquier complicacién.

En otro aspecto, la invencidén se refiere a un
método para la prevencidén y/o tratamiento de al menos una
enfermédad o trastorno relacionado a TNF como se menciona
en este documento, el método comprende administrar, a un
éujeto en necesidad del mismo, ~una cantidad
farmacéuticamente activa de un Nanocuerpo de la invencién,
de un polipéptido de la invencién y/o de una composiciédn
farmacéutica que comprende el mismo.

En el contexto de 1la presente invencidén, el
término “prevencidn y/o tratamiento” no Uunicamente
comprende prevenir y/o tratar la enfermedad, pero también
generalmente comprende prevenir el ataque de la enfermedad,
disminuir o invertir el progreso de la enfermedad, prevenir
0 disminuir el ataque de uno o mé&s sintomas asociados con

la enfermedad, reducir y/o aliviar uno o mas sintomas
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asocilados con la enfermedad, reducir la severidad y/o la
duracién de la enfermedad y/o de cualquiera de los sintomas
asociados con esta y/o prevenir un incremento adicional en
la severidad de 1la enfermedad y/o de cualquier sintoma
asociado con esta, prevenir, reducir o invertir cualquier
lesién fisiolégica causada por la enfermedad, y
generalmente cualquier accidén que es benéfica para el
paciente a ser tratado.

El sujeto a ser tratado puede ser cualquier
animal de sangre caliente, pero es en particular un
mamifero, y mds en particular es un humano. Como serd claro
a la persona experta, el sujeto a ser tratado serd en
particular una persona que sufre de, o estd en riesgo de,
las enfermedades o) trastornos mencionados en este
documento.

La invencidén también se refiere a un método para
la prevencidén y/o tratamiento de al menos una enfermedad o
trastorno que puede ser prevenida y/o tratada administrando
un Nanocuerpo o polipéptido de la invencidén a un paciente,
el método comprende administrar a un sujeto en necesidad
del mismo, una cantidad farmacéuticamente activa de un
Nanocuerpo de la invencién, de un polipéptido de 1la
invencién, y/o una composiciédn farmacéutica que comprende
el mismo.

M&s en particular, la invencidén se refiere a un
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método para la prevencidén y/o tratamiento de al menos una
enfermedad o trastorno escogido de un grupo que consiste de
las enfermedades o trastornos listados en este documento,
el método comprende administrar, a un sujeto en necesidad
del mismo, una cantidad farmacéuticamente aétiva de un
Nanocuerpo de la 1invencidn, de un polipéptido de 1la
invencién y/o de una composicidén farmacéutica que comprende
el mismo.

En otra modalidad, la invencidén se refiere a un
método para inmunoterapia, y en particular - para
inmunoterapia pasiva, dicho método comprende administrar, a
un sujeto que sufre de o estd en riesgo de las enfermedades
y trastornos mencionados en este documento, una cantidad
farmacéuticamente activa de un Nanocuerpo de la invencidn,
de un polipéptido y/o de una composicién farmacéutica que
comprende el mismo.

En los métodos anteriores, los Nanocuerpos y/o
polipéptidos de ;a invencién y/o las composiciones que
comprende el mismo, puede sef administrada en cualquier
manera adecuada, dependiendo de la formulacidén o)
composicién farmacéutica especifica a ser usada. Asi, los
Nanocuerpos vy/o polipéptidos de 1la invencién vy/o las
composiciones que comprenden el mismo, pueden por ejemplo
ser administradas oralmente, intraperitonealmente (por

ejemplo, intravenosamente, subcuténeamente,

EYES
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intramuscularmente, o) via cualquier otra ruta de
administracién que evita el tracto gastrointestinal),
intranasalmente, transdérmicamente, toépicamente, por medio
de un supositorio, por inhalacién, nuevamente dependiendo
de la formulacidén o composicién farmacéutica especifica a
ser usada. El1 médico serd& capaz de seleccionar una -ruta

adecuada de administracién y una formulacidén o composicidn

farmacéutica adecuada a ser usada en tal administracién,

-dependiendo de la enfermedad o trastorno a ser prevenido o

tratado y otros factores bien conocidos por el médico.

Los Nanocuerpos y/o polipéptidos de la invencidn
y/o las composiciones que comprenden los mismos, soﬁ
administradas de conformidad a un régimen de tratamiento
que es adecuado para prevenir y/o tratar la enfermedad o
trastorno a ser prevenido o tratado. El médico generalmente
serd capaz para determinar un régimen de tratamiento
adecuado, dependiendo de factores tales como la enfermédad
o trastorno a ser prevenidos o tratados, la severidad de la
enfermedad a ser tratada y/o la severidéd de los mismos
sintomas, el Nanocuerpo o polipéptido especifico de 1la
invencién a ser usada, la ruta especifica de administraciédn
y formulacidén o composicién farmacéutica a ser usada, la
edad, sexo, peso, dieta, condicidén general del paciente, y

factores similares bien conocidos por el médico.

Generalmente, el régimen de tratamiento
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comprenderd la administracidén de uno o més Nanocuerpos y/o
polipéptidos de la invencidén, o de una o més composiciones
que comprende el mismo, en una o més cantidades o dosis
farmacéuticamente efectiva. Las cantidades 0 dosis
especificas a ser administradas se pueden determinar por el
médico, nuevamente en base a 1los factores citados
anteriormente.

Generalmente, para la prevencidén y/o tratamiento
de las enfermedades y trastornos mencionados en este
documento y dependiendo de la enfermedad o trastorno
especifico a ser tratado, la potencia del Nanocuerpo vy

polipéptido especifico de la invencidén a ser usada, la ruta

especifica de administracidén y la formulacidén o composiciédn

farmacéutica especifica usada,v los Nanocuerpos y
polipéptidos de la invenciéﬁ generalmente seran
administrados en una cantidad entre 1 gramo y 0.01
microgramo por kg de peso corporal por dia, preferiblemente
entre 0.1 gramo y 0.1 microgramo por kg de peso corporal
por dia, tal como aproximadamente 1, 10, 100 & 1000
microgramos por kg de peso corporal por dia, vya sea
continuamente (por ejemplo, infusién),> como una dosis
diaria unica o como miltiples - dosis divididas durante el
dia. El médico generalmente serd capaz para determinar una
dosis diaria adecuada, dependiendo de los factores

mencionados en este documento. También serd claro que en

40
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casos especificos, el médico puede escoger para desviarse
de estas cantidades, por ejemplo en las bases de los
factores citados anteriormente vy .su juicio experto.
Generalmente, algo de orientacidén en las cantidades a ser
administradas se puede obtener de las cantidades usualmente
administradas para anticuerpos o fragmento de anticuerpo
convencionales comparables contra el mismo objetivo
administrado via esencialmente la misma ruta, tomando en
cuenta sin embargo diferencias en afinidad/avidez,
eficacia, biodistribucién, vida media y factores similares
bien conocidos por la persona experta.

Usualmente, en el método anterior, se usarda un
Nanocuerpo o polipéptido Unico de la invencién. Sin embargo
dentro del alcance de la invencidén se usas dos o més
Nahocuerpos y/o polipéptidos de la invencidén en
combinacién.

Los Nanocuerpos vy polipéptidos de 1la invenciédn
también se pﬁeden usar en combinacién con uno o© mas
compuestos o) principio farmacéuticamente activos
adicionales, es decir, como un régimen de tratamiento
combinado, el cual puede o no puede conducir a un efecto
sinergistico. Nuevamente, el médico seré capaz de
seleccionar tales compuestos o principios adicionales, asi
como un régimen de tratamiento combinado adecuado, en base

a los factores citados anteriormente y su juicio experto.
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En particular, los Nanocuerpos y polipéptidos de
la invencién se puede usar en combinacidén con otros
compuestos o principios farmacéuticamente activos o se
pueden usar para la prevencién y/o tratamiento de las
enfermedades y trastornos citados en este documento, como
un resultado del cual se puede o no se puede obtener un
efecto sinergistico. Ejemplos de tales compuestos vy
principios, asi como rutas, métodos y formulaciones o
composiciones farmacéuticas para administrarlos, después
serd claro al médico.

Cuando dos o mas sustancias o principios se usan
como parte de un régimen de tratamiento combinado, se
pueden administrar via la misma futa de administracidén o
via diferentes rutas de administracidn, en esencialmente el

mismo tiempo o en tiempos diferentes (por ejemplo,

_esencialmente de forma simultdnea, consecutivamente o de

conformidad a un régimen alternativo). Cuando las
sustancias o principios se administran simultdneamente via
la misma ruta de administracién, se pueden administrar como
formulaciones o composiciones farmacéuticas diferentes, o
parte de una formulacidén o composicidén farmacéutica
combinada, serd claro a una persona experta.

También, cuando dos o més sustancias o principios
activos se usah como parte de un régimen de tratamiento

combinado, cada una de las sustancias o principios se
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pueden administrar en la misma cantidad y de conformidad
con el mismo régimen como se usa cuando.el compuesto o
principio se usa en si mismo, y tal combinacidén usada puede
o no puede conducir a un efecto sinergistico. Sin embargo,
cuando se usa lo combinado de dos o mas sustancias o
principios activos conducen a un efecto sinergistico, puede
también ser posible reducir la cantidad. de una, mas o todas
las sustancias o principios a ser administrados, mientras
se logra la accidén terapéutica deseada. Esto puede por
ejemplo se usado para evitar, limitar o reducir cualquiera
de los efectos colaterales no deseados que estén asociados
con el uso de una o mas de las sustancias o principios
cuando se usan en sus cantidades usuales, mientras se
obtiene el efecto farmacéutico o terapéutico deseado.

La efectividad del régimen de tratamiento usado
de conformidad con la invencidén, puede ser determinado y/o
seguido por cualquier manera conocida per se para la
enfermedad o trastorno involucrado, - serd claro para el
médico. El médico también podré, en caso de ser apropiado y
segun cada caso individual, cambiar o modificar un régimen
de tratamiento particular, para lograr el efecfo
terapéutico deseado, para evitar, limitar o reducir los
efectos colaterales no deseados, y/o para lograr un balance
apropiado entre lograr el efecto terapéutico deseado por

una parte y evitar, limitar o ©reducir los efectos



10

15

20

25

SISCY

colaterales no deseados por otra parte.

Generalmente, el régimen de tratamiento seréa
seguido hasta que se logre el efecto terépéutico deseado
y/o tan largo como el efecto terapéutico deseado se
mantenga. Nuevamente, esto se puede determinar por el
médico.

Asi, en un aspecto adicional, la invencidén se
refiere a una composicién farmacéutica que contiene al
menos un Nanocuerpo de la invencién o al menos un
polipéptido dé la invencidén, vy al menos un portador
adecuado (es decir, un portador adecuado para uso
veterinario), Yy opciochalmente una o mag sﬁstancias activas
adicionales.

La 1invencidén también se refiere al uso de un
Nanocuerpo de la invencién y/o de un polipéptido de 1la
invencién en la preparacién de una composicién‘
farmacéutica, en pérticular en la preparacidén de una
composicidén farmacéutica para la prevencidn y/o tratamiento
(que incluye pero no se limita a alivio de al menos un
sintoma) de una enfermedad o trastorno mediado por TNF-alfa
y/o asociado con TNF-alfa (por ejemplo, asociado con
actividad anormal de TNF-alfa, niveles anormales de TNF-
alfa, expresién anormal de TNF-alfa y/o sensibilidad o

respuesta anormal a TNF-alfa), o de un fendmeno biocldgico

asociado con sensibilidad o respuesta anormal a TNF-alfa,
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tal como una de las enfermedades o trastornos mencionados
anteriormente.

La invencidn también se refiere a un método para
prevenir y/o tratar (incluye pero no se limita al alivio de
al menos un sintoma) de una enfermedad o trastorno.mediado
por TNF-alfa y/o asociado con TNF-alfa (por ejemplo,
asociado con una actividad anormal de TNF-alfa, niveles
anormales de TNF-alfa, expresidén anormal de TNF-alfa y/o
sensibilidad o respuesta anormal a TNF-alfa, -0 de un
fendmeno bioldgico asociado con TNF-alfa), tal como una de
las enfermedades o trastornos mencionados anteriormente,
dicho método comprende administrar a un sujeto en necesidad
del mismo, una cantidad terapéuticamente activa de un
Nanccuerpo de la invencidén, de polipéptido de la invencidn
y/o de una composicidén farmacéutica como se describe
anteriormente.

La presente invencién proporciona polipéptidos
que comprenden uno o mas anticuerpos dirigidos hacia factor
alfa de necrosis de tumor (TNF-alfa). La presente invencidn
ademas se refiere a su uso en diagnosis y terapia. Tales
anticuerpos pueden tener una secuencia de estructura con
alta homologia a las secuencias de estructura de humano. Se
describen composiciones que comprenden anticuerpos para
factor alfa de necrosis de tumo (TNF-alfa) solas o en

combinacidén con otros farmacos.
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El factor alfa de necrosis de tumor (TNF-alfa) se
cree que juega un papel importante en varios trastornos,
por ejemplo, en trastornos inflamatorios tales como
artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis
ulcérativa y esclerosis maltiple. Tanto TNF-alfa como los
receptores (CDl20a, CD120b) se han estudiado en mayor
detalle. El1 TNF-alfa en su forma biocactiva en un trimero y
la ranura formada por subunidades cercanas es importante
para la interaccidén citocina-receptor. Se han desarrollado
varias estrategias pafa antagonizar la accién de la
citocina y actualmente se usan para tratar varios estados
de enfermedad.

Un inhibidor TNF-alfa el cual tiene suficiente
especificidad y selectividad para TNF-alfa puede ser un
compuesto farmacéutico terapéutico o profildctico para
prevenir o tratar trastornos en donde TNF-alfa se ha
implicado como agente causativo. Se han descrito métodos
para tratar choque téxico (EP 486526), regresién de tumor,
inhibicién de cotitoxicidad (US 6448380, US 6451983, US
6498237), enfermedad autoinmune tal comé RA y enfermedad de
Crohn (EP 663836, US 5672347, US 5656272), injerto contra
reaccién del hospedante (US 5672347), meningitis bacteriana
(EP 585705) por medio de un anticuerpo para TNF-alfa.

Aun ninguno de los farmacos actualmente

disponibles son completamente efectivos para el tratamiento
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de enfermedad autoinmune, y mds se limitan por toxicidad

severa. Ademas, es extremadamente dificil y un proceso
largo desarrollar una nueva entidad quimica (NCE) con
suficiente potencia vy selectividad para tal secuencia
objetivo. Terapéuticos a base de anticuerpo por otro lado
tienen potencial significante como farmacos porque tiene
especificidad exquisita a su objetivo y wuna toxicidad
inherente baja. Ademds, el tiempo de desarrollo puede ser
considerablemente :educido cuando se compara al desarrollo
de nuevas entidades qguimicas (NCE). Sin embargo, se
dificultan aumentar anticuerpos convencionales <contra
proteinas multiméricas en donde el dominio wunido al
receptor del ligando es incrustado en una ranura, como es
el <caso con TNF-alfa. Se describen en la invencidn
anticuerpos de cadena pesada los cuales se suministran de
Camelidae, se conocen por tener propensién a unidén de
cavidad (W097/49805; Lauwereys et al., EMBO J. 17, 5312,
1998)). Por 1lo tanto, tales anticuerpos de cadena pesada
son adecuadamente inherentes para unir dominios de enlace
al receptor de tales 1ligandos como TNF. Ademas, tales
anticuerpos se conocen por ser estables durante largos
periodos de tiempo, por lo tanto incrementar su vida media
(Perez et al., Biochemistry, 40, 74, 2001). Ademéas, tales
fragmentos de anticuerpo de cadena pesada pueden ser

producidos “en masa” en fermentadores, usando sistemas de
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expresidén econémicds comparados a fermentacién de cultivd
celular de mamifero, tal como levaduras % otros
microorganismos (EO 0 698 097).

El uso de anticuerpos derivados de fuentes tales
como ratdédn, oveja, cabra, conejo, etc., 'y humanizados
derivados de los mismos como un tratamiento para
condiciones las cuales requieren una modulacidén de
inflamacién; es problematico por varias razones.
Anticuerpos tradicionales no son estables a temperatura
ampbiente, y pueden ser refrigerados para preparacidén vy
almacenaije, que requiere equipamiento de laboratorio
refrigerado necesario, almacenaje y transporte, 1lo cual
contribuye hacia tiempo y costo. La refrigeracién es
algunas veces no factible en paises en desarrollo. Ademés,
la manufactura o produccién a éscala menor de dichos
anticuerpos es costoso porque los sistemas celulares de
mamifero necesarios para la expresién de anticuerpos
intactos y activos requieren altos niveles de soporte en
términos de tiempo y equipamiento, y los rendimientos son
muy bajos. Ademas el tamafio grande de anticuerpos
convencionales, puede restringir la penetracién de tejido,
por ejemplo, en el sitio de tejido inflamado. Ademéas,
anticuerpos tradicionales tiene una actividad enlazante la
cual depende del pH, y por lo tanto son inadecuados para

uso en ambientes externos del intervalo de pH fisioldgico
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usual tal como, en hemorragia gastrica, cirugia gastrica.
Ademés, los anticuerpos tradicionales son inestables a pH
menor o mayor y por lo tanto no son adecuados para
administracién oral. Sin embargo, se ha demostrado que los
anticuerpos camelidae resisten condiciones severas, tal
como pH extremo, reactivos de desnaturalizacidn vy
temperaturas altas (Dumoulin et al., Protein Science 11,
500, 2002), para hacerlos adecuados para suministro por
administracién oral. Ademéds, los anticuerpos tradicionales
tienen wuna actividad enlazante, la cual depende de la
temperatura, y por lo tanto son inadecuados para uso en
ensayos o kits de funcionamiento a temperaturas fuera de
intervalos de temperatura bioldgicamente activa (por
ejemplo, 37 i.20°C).

Terapéuticos de ©polipéptido vy en particular
terapéuticos en base a anticuerpos tienen potencial
significante como fé&rmacos porque tienen especificidad
exquisita'para su objetivo y una toxicidad inherente baja.
Sin embargo, se conoce por el experto destinatarios que un
anticuerpo, el cual ha sido obtenido para un objetivo
terapéuticamente Util requiere modificaciédn adicional para
preparar para terapia humana, para evitar una reaccidn
inmunolégica no deseada en un individuo humano en la
administracién de este. El proceso de modificacidén es

cominmente llamado “humanizacidén”. Se conoce por el experto
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en la técnica que anticuerpos cultivados en especies,
diferentes a humanos, requieren humanizacién paré
proporcionar los anticuerpos terapéuticamente util en
humanos ((1) injerto CDR: Proteina Design Labs: US 6180370,
US 5693761; Genentech US 6054297; Celltech: 460167, EP
626390, US 5859205; (2) Veneering: Xoma: US 586919, US
5766886, US 5821123). Existe una necesidad para un método
para producir anticuerpos, los cuales evitan el
requerimiento para humanizacidédn sustancial, o los cuales
completamente obvian la necesidad para humanizacién. Existe
una necesidad para una nueva clase de anticuerpos, los
cuales tienen regiones de estructura definida o residuos de
aminoacido y los cuales pueden ser administrados a un
sujeto humano sin el requerimiento para humanizacién
sustancial, o la necesidad para humanizacidén completa.

Otra importante desventaja de anticuerpos
convencionales es que son complejos, moléculas grandes vy
por lo tanto relativamente inestables, y son sensibles a
rompimiento por proteasa. Esto significa que los farmacos
de anticuerpo convencional no pueden ser administrados
oralmente, sublingualmente, tépicamente, nasalmente,
vaginalmente, rectalmente o por inhalacién porqﬁe no
resisten el pH bajo en estos sitios, la accién de proteasa
en estos sitios y en la sangre y/o porque su tamafio es

grande. Tienen gque ser administrados por inyeccién

GRS
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(intravenosamente, subcutdneamente, etc.) para superar
alguno de estos problemas. La administracidén por inyeccidn
requiere capacitacidén especial para uso de una jeringa vy
aguja hipodérmica correctamente y seguramente. Ademds se
requiere equipamiento estéril, una formulacidén liquida del
polipéptido terapéutico, via envasado del polipéptido en
una forma estéril y estable vy, del "sujeto, un sitio
adecuado para meter la aguja. Ademés, los sujetos
comunmente experimentan estrés fisico y psicoldgico antes a
y después de recibir una inyeccién. Por lo tanto, existe
una necesidad para un método para el suministro de
polipéptidos terapéuticos el cual evita la necesidad de
inyeccidén ‘la cual no es uUnicamente ahorro costo/tiempo,
pero el cual también es mads conveniente y mas confortable
para el sujeto.

Terapéuticos en base a Nanocuerpos tienen
potencial significante como farmacos porque tienen
especificidad exquisita para su objetivo y una toxicidad
inherente bajaf Sin embargo, mejorando ademds su afinidad
intrinseca y funcional puede conducir a muchos beneficios
para un paciente,- tal como reducir la dosis del
terapéutico; terapia mé&s rapida y efectos colaterales
reducidos.

Una modalidad de 1la presente invencidén es un

Nanocuerpos anti-TNF-alfa, dicho nanocuerpos es
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preferiblemente como ademds se define anteriormente.

Una modalidad de 1la presente invencidén es un
polipéptido anti-TNF-alfa que comprende al menos un
anticuerpos antifTNF—alfa, dicho polipéptido es
preferiblemente como ademds se define anteriormente.

Otra modalidad de la presente invencién es un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe ademés
anteriormente, que comprende al menos un nanocuerpos
directamente contra una proteina de suero.

Otra modalidad de 1la presente invencidén es un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe anteriormente,
en donde la proteina de suero es cualquier albUmina de
suero, inmunoglobulinas de suero, proteina que se enlaza a
tiroxina, transferrina o fibrdégeno.

Otra modalidad de 1la presente invencidén es un
polipéptido.anti—TNF—alfa como se describe anteriormente,
ademds comprende al menos un nanocuerpo seleccionado del
grupo que consiste de nanocuerpo anti-IFN-gama, nanocuerpo
del receptor anti-TNF-alfa y nanocuerpo del receptor anti-
IFN-gama.

Otra modalidad de 1la presente invencidén es un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe anteriormente,
en donde el numero de nanocuerpos dirigidos contra TNF-alfa
es al menos dos.

Otra modalidad de 1la presente invencidén es un
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polipéptido anti-TNF-alfa como se describe anteriormente,
en donde al menos un nanocuerpc es un Vgs Camelidae
humanizado.

Otra modalidad de la presente invencidén es una
composiciédn que comprende un polipéptido anti-TNF-alfa,
como se describe anteriormente y al menos un nanocuerpo del
grupo que consiste de nanocuerpos anti-IFN-gama, nanocuerpo
del receptor anti-TNF-alfa y nanocuerpo del receptor anti-
IFN-gama, para simultdneamente, administracidén separada o
secuencial a un sujeto.

Otra modalidad de 1la presente invencidén es un
polipéptido anti-THF-alfa como se describe anteriormente, o
una composicidén como se describe anteriormente, en donde el
nanocuerpo e€s una secuencia homdéloga, una porcién funcional
o una porciédn funcional de una secuencia homdéloga del
nanocuerpo de longitud compleﬁa.

Otra modalidad de 1la presente invencidén es un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe anteriormenﬁe, 0
una composiéién como se describe anteriormente, en donde el
polipéptido anti-TNF-alfa es una secuencia homéloga, una
porcién funcional, o una porcidén funcional de una secuencia
homéloga del polipéptido anti-TNF-alfa de longitud
completa.

Otra modalidad de 1la presente invencidén es un

polipéptido anti-TNF-alfa como se describe anteriormente en
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donde al menos un nanocuerpo es un VmICamelidaé.

Otra modalidad de 1la presente invencidén es un
acido nucleico que codifica un polipéptido anti-TNF-alfa
como se describe anteriormente.

Otra modalidad de 1la presente invencién es un
método para identificar un agente que modula el enlace de
un polipéptido anti~-TNF-alfa como se describe
anteriormente, para Factor alfa de Necrosis del Tumor que
comprende las etapas de:

(a) poner en contacto un polipéptido anti-TNF-
alfa como se describe anteriormente con un objetivo.que es
Factor alfa de Necrosis del Tumor, en la presencia vy
ausencia de un modulador candidato bajo condiciones que
permite en enlace entre el polipéptido y objetivo, y

(b) medir el enlace entre el polipéptido vy
objetivo de la etapa (a), en donde una disminucién en el
enlace en la presencia del modulador candidato, en relacidn
al enlace en la ausencia del modulador candidato identifica
el modulador candidato como un agente que modula el enlace
de un polipéptido anti-TNF-alfa como se describe
anteriormente y Factor alfa de Necrosis de Tumor.

Otra mbdalidad de 1la presente invencidn es un
método para identificar un agente que modula trastornos
mediados por el Factor alfa de Necrosis de Tumor a través

del enlace de un polipéptido anti-TNF-alfa como se describe

262
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anteriormente para Factor alfa de Necrosis del Tumor que
comprende:

(a) poner en contacto un polipéptido anti-TNF-
alfa como se describe anteriormente con un objetivo que es
Factor alfa de Necrosis de Tumor, en la presencia vy
ausencia de un modulador. candidato bajo condicioﬁes que
permiten en enlace entre el polipéptido y el objetivo, vy

(b) medir el enlace entre el polipéptido vy
objetivo de la etapa (a), en donde una disminucidén en el
enlace enlla presencia del modulador candidato, en relacién
al enlace en la ausencia del modulador candidato
identificado, el modular candidato como un agente que
modula trastornos mediados por el Factor alfa de Necrosis
de Tumor.

Otra modalidad de 1la presente invencidén es un
método para identificar un agente que modula el enlace del
Factor alfa de Necrosié de Tumor a su receptor, a través
del enlace de un polipéptido anti-TNF-alfa como se describe
anteriormente para Factor alfa de Necrosis de Tumor que
comprende:

(a) poner en contacto .un polipéptido anti-TNF-
alfa como se describe anteriormente con un objetivo que es
Factor alfa de Necrosis de Tumor, en la presencia vy
ausencia de un modular candidato bajo condiciones que

permiten en enlace entre el polipéptido y objetivo, vy

64
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(b) medir en enlace entre el polipéptido vy
objetivo de la etapa (a), en donde disminuye el enlace en
la presencia del modulador candidato, en relacidén al enlace
en la ausencia del modulador candidato identificado como el
modulador candidato como un agente que modula el enlace del
Factor alfa de Necrosis de Tumor para su receptor.

Otra modalidad de la presente invencidén es un kit
para seleccién de los agentes que modula trastornos
mediados por el Factor alfa de Necrosis de Tumor, que
comprende un polipéptido anti-TNF-alfa como se describe
anteriormente y Factor alfa de Necrosis de Tumor.

Otra modalidad de la presente invencidédn es un
agente desconocido que modula el enlace de un polipéptido
anti-TNF-alfa como se describe anteriormente para Factor
alfa de Necrosis de Tumor, identificado de conformidad con
el método descrito anteriormente.

Otra modalidad de la presente invencidén es un
agente desconocido que modula trastorncs mediados por el
Factor alfa de Necrosis de  Tumor, identificado de
conformidad con los métodos como se describen
anteriormente.

Otra modalidad de 1la presente invencidén es un
agente desconocido como se describe anteriormente, en donde
los trastornos son una o© mas inflamaciones, artritis

reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa,
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sindrome del intestino inflamatorio y esclerosis multiple.

Otra modalidad de la presente invencién es un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe ahteriormente, o
un Aacido nuéleico como se describe anteriormente, o una
composicién como se describe anteriormente, o un agente
como se describe anteriormente para tratar y/o prevenir y/o
aliviar trastornos que se relacionan a procesos
inflamatorios.

Otra modalidad de la presente invencidn es un uso
de un polipéptido anti-TNF-alfa como se describe
anteriormente o un &cido nucleico como ' se describe
anteriormenté, 0o una composiciédn  como se describe
anteriormente, o un agente como se describe anteriormente
para la preparacién de un medicamento para tratar vy/o
prevenir vy/o aliviar trastornos que se relacionan a
reacciones infiamatorias.

Otra modalidad de la presente invencidén es un
polipéptido anti-TNF-inflamatorio como se describe
anteriormente o) una composicidén como se describe
anteriormente, para tratar vy/o prevenir vy/o aliviar
trastornos susceptibles a modulacidén por un Nanocuerpoc o
polipéptido de la invencidn, el cual es capaz de pasar a
través del ambiente gastrico sin que la sustancia sea
activada.

Otra modalidad de la presente invencidén es un uso
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de un polipéptido anti-TNF-alfa como se describe
anteriormente o) una composicidn como se describe
anteriormente, para la preparacién de un medicamento para
tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos
susceptibles para modulacidén por un Nanocuerpo o)
polipéptido de la invencidén, el cual es capaz de pasar a
través del ambiente gastrico son que la sustancia sea
activada.

Otra modalidad de la preéente ihvencién es un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe anteriormente o
una composicidén como se describe anteriormente, para tratar
y/o prevenir vy/o aliviar trastornos susceptibles para
modulacién por un Nénocuerpo o polipéptido de la invencidn
suministrado al tracto vaginal y/o rectal.

Otra modalidad de la presente invencidén es un uso
de un polipéptido anti-TNF-alfa como se describe
anteriormente o) una composicién como = se describe
anteriormente; para la preparacidédn de un medicamento para
tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos
susceptibles para modulacién por un Nanocuerpo o]
polipéptido de la invencidén suministrado al tracto vaginal
o rectal.

Otra modalidad de la presente invencidén es un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe anteriormente o

una composicidén como se describe anteriormente, para tratar
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y/o prevenir y/o aliviar trastornos susceptibles a
modulacidén por un Nanocuerpo o polipéptido de la invencién
suministrado a la nariz, tracto réspiratorio supérior y/o
pulmén. |

Otra modalidad de la presente invenciédn és un uso
de un polipéptido anti-TNF-alfa como de describe
anteriormente o) una composicidn COomo se describe
anteriormente, para la preparacién de un medicamento para
tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos
susceptibles para modulacién por un Nanocuerpo o)
polipéptido de la invencién suministrado a la nariz, tracto
respiratorio superior y/o pulmédn.

Otra modalidad de la presente invencidén es un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe anteriormente o
una composicidén como se describe anteriormente, para tratar
y/o prevenir y/o alivio de trastornos susceptibles para
modulacién por un Nanocuerpo o polipéptido de la invencidn
gque se suministra a la mucosa intestinal, en donde el
trastorno incrementa la permeabilidad de la mucosa
iﬁtestinal.

Otra modalidad de la presente invencidén es un uso
de un polipéptido anti-TNF-alfa como se describe
anteriormente o) una composicioén como se describe
anteriormente, para la preparacién'de un medicamento para

tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos

g
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susceptibles a modulacidén por un Nanocuerpo o polipéptido
de la invencidén que se suministra a la mucosa intestinal,
en donde el trastorno incrementa la permeabilidad de 1la
mucosa intestinal.

Otra modalidad de 1la presente invencidn es un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe anteriormente o
una composicién como se describe anteriormente, para tratar
y/o prevenir y/o aliviar trastornos susceptibles a
modulacién por un Nanoéuerpo o polipéptido de la invencidn
el cual es capaz de pasar a través de los tejidos por atréas
de la léngua efectivamente.

Otra modalidad de la presente invencidén es un uso
de un polipéptido anti-TNF-alfa como se describev
anteriormente o) una composicidn como se describe
anteriormente, para la preparacién de un medicamento parar
tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos
susceptibles a modulacidén por un Nanocuerpo o© polipéptido
de la invencién la cual es capaz a través de los tejidos
por atras de la lengua efectivamente.

Otra modalidad de la presente invencidén es un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe anteriormente o
una composicién como se describe anteriormente, para tratar
y/o prevenir y/o aliviar trastornos susceptibles a
modulacién por-un Nanocuerpo o polipéptido de la invenciédn,

el cual es capaz de pasa a través de la piel efectivamente.
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Otra modalidad de la presente invencién es un uso
de un polipéptido anti-TNF-alfa COmo se describe
anteriormente o una composicidn como se describe
anteriormente, para la preparacién de un medicamento para
tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos
susceptibles a modulacidén por un Nanocuerpo o'polipéptido
de la invencidén, el cual es capaz de pasar a través de la
piel efectivamente.

Otra modalidad de la presente invencién es un
método como se describe anteriormente, un kit como se
describe anteriormente, un &acido nucleico o agente como se
describe anteriormente, uso de un &cido nucleico o agente
como se describe anteriormente, una composicidén como se
describe anteriormente, uso de una composicidén como se
describe anteriormente, un polipéptido anti—TNF—alfa como
se describe anteriormente, uso de un polipéptido anti-TNF-
alfa como se describe anteriormente en donde los trastornos
son cualquiera de inflamacién,'artritis reumatoide, COPD,
asma, enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, sindrome del

intestino inflamatorio, esclerosis multiple, enfermedad de

Addison, hepatitis autoinmune, parotitis autoinmune,
Diabetes Tipo I, Epididimitis, Glomerulonefritis,
enfermedad de Graves, sindrome de Guillain-Barre,
enfermedad de Hashimoto, anemia Hemolitica, Lupus

eritematoso sistémico, infertilidad del macho, esclerosis
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maltiple, Myasthenia Gravis, Pénfigos, Psoriasis, fiebre
reumatica, artritis reumdtica, Sarcoiditis, Escleroderma,
sindrome de Sjogren, Espondilo artropatias, Tiroiditis vy
Vasculitis.

Otra modalidad dg la presente invencidén es una
composicidén que comprende un acido nucleico o agente como
se describe anteriormente, un . polipéptido anti-TNF-alfa
como se describe anteriormente, o una composicidén como se
describe anteriormente, y un vehiculo farmacéutico
adecuado.

Otra modalidad de la presente invencidén es un
método para diagnosticar un trastorno caracterizado por la
disfuncién del Factor alfa de Necrosis de Tumor gue
comprende:

(a) poner en contacto una muestra con un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe anteriormente,

(b) detectar wun enlace del polipéptido a 1la
muestra; vy

(c) comparar el enlace detectado en la etapa (b)
con un estandar, en donde una diferencia en enlace relativo
a la muestra es diagndéstico de un trastorno caracterizado
por disfuncidén del Factor alfa de Necrosis de Tumor.

Otra modalidad de la presente invencidén es un kit
para seleccionar un trastorno como se cita anteriormente,

usando un método como se describe anteriormente.
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Otra modalidad de la presente invencidén es un kit
para seleccionar un trastorno como se cita anteriormente,
que comprende un polipéptido anti-TNF-alfa aislado como se
describe anteriormente.

Otra modalidad de la presente invencidn es un uso
de un polipéptido anti-TNF-alfa Ccomo se describe
anteriormente para la purificacién del Factor alfa de
Necrosis de Tumor.

Otra modalidad de la presente invencidén es un uso
de un polipéptido anti-TNF-alfa como se describe
anteriormente para inhibir la interaccidén entre el Factor
alfa de Necrosis de Tumor y uno o mas receptores del Factor
alfa de Necrosis de Tumor.

Otra modalidad. de la presente invencidén es un
método para producir un polipéptido anti-TNF-alfa como se
describe anteriormente, que comprende las etapas de:

(a) obtener un ADN de ramificacién doble que
codifica un Vyy Camelidae dirigido &l Factor alfa de
Necrosis de Tumor,

(b) clonar y expresar el»ADN seleccionado en la
etapa (b).

Otra modalidad de 1la presente invencidn es un
método para producir un polipéptido anti-TNF-alfa como se
describe anteriormente, que comprende:

(a) cultivar las células hospedantes, que

ST
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comprende &cido nucleico capaz de codificar un polipéptido
anti-TNF-alfa como se describe anteriormente, bajo
condiciones que permite la expresién del polipéptido, v,

(b) remover el polipéptido producido del cultivo.

Otra modalidad dé la presente invencidén es un
método como se describe anteriormente, en donde las células
hospedantes son bacterias y levaduras.

Otra modalidad de la presente invencién es un kit
para seleccionar cualquiera de inflamacién, artritis
reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa,
sindrome del intestino inflamatorio o esclerosis multiple
que comprende un polipéptido anti-TNF-alfa como se describe
anteriormente.

Vugs, de conformidad con la presente invencidn, vy
como se conoce por destinatario experto son dominiocs
variables de cadena pesada derivados de inmunoglobulinas
que carecen naturalmente de cadenas 1ligeras tales como
aquellas derivadas de Camelidae como se describe en el
documento WO 94/04678 (y referido en adelante como dominios
Vg © nanocuerpos). Las moléculas Vyy son aproximadamente
10x mas pequefias que las nmlécuias IgG. Son polipéptidos
unicos y muy estables, que resisten pH y condiciones de
temperatura extremas. Sin embargo, son resistentes a la
accidén de proteasas lo cual no es el caso para anticuerpos

convencionales. Ademas, la expresién 1in vitro de Vs
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produce alto rendimiento, Vgs funcional apropiadamente
plegada. Ademés, anticuerpos generados en Camélidos
reconoceran epitopes diferentes de aquellos reconocidos por
anticuerpos generados in vitro a través del wuso de
bibliotecas de anticuerpo via inmunizacidén de mamifero
diferentes de Camélidos (WO 9749805). Tal como, Vgys anti-
TNF-alfa puede interactuar mas eficientemente con TNF-alfa
que anticuerpos convencionales, por lo tanto bloguea su
interaccidn con el receptor TNF-alfa més eficientemente.

El TNF-alfa es también un fragmento de TNF-alfa,
capaz de provocar una respuesta inmune. El1 TNF-alfa es
también un fragmento de TNF-alfa, capaz de enlazare a un
nanocuerpo mejorado contra el TNF-alfa de longitud
completa.

Un nanocuerpo dirigido contra TNF-alfa significa
nanocuerpo que es capaz de enlazarse a TNF-alfa con una
afinidad de superior que 107°M.

Una modaiidad de la presente invencién es un
polipéptido anti-TNF, en donde los nanocuerpos comprenden
Vygg Camelidae dirigido contra TNF-alfa.

Uno o mas anticuerpos del polipéptido anti-TNF
los cuales son dirigidos contra un TNF-alfa puede ser de la
misma secuencia. Alternativamente no todos pueden tener la
misma secgencia. Dentro del alcance de la invencidén que un

polipéptido anti-TNF comprende nanocuerpos anti-TNF-alfa



10

15

20

25

e 31m

las cuales no todos comparten la misma secuencia, pero las
cuales se dirigen contra el misme objetivo, uno o mas
antigenos del mismo.

La presente invencién ademds se refiere a un
polipéptido anti-TNF-alfa, en donde el nanocuerpo es un Vgy
dirigido contra TNF-alfa, en donde el Vyy pertenece a una
clase que tiene secuencias similares a la humana. Las
clases se caracterizan porque Vyy porta un aminodcido a
partir del grupo que consiste de glicona, alanina, valina,
leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, tirosina,
triptofano, metionina, serina, treonina, aspargina o
glutamina en posicidén 45, tal como, por ejemplo, L45 y un
triptofano en posicién 103, de conformidad con la
numeracién Kabat. Otra clase similar a 1la humana de
nanocuerpos Camelidae se han descrito en el documento
WO03035696 y contiene vlos residuos FR2 hidrofébicos
tipicamente encontrados en anticuerpos convencionales de
origen humano o de otras especies, pero compensando esta
pérdida en hidrofilicidad por el residud de arginina
cargada en posicidén 103, que sustituye el residuo de
triptofano conservado presente en VH de anticuerpos de
cadena doble. Como tal, los péptidos que pertenecen a estas

dos clases muestran una homologia de secuencia de

~aminocdcido alta a regiones de estructura VH humana y los

péptidos pueden ser administrados a un humano directamente
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sin expectativa de una respuesta inmune indeseada de ahi, vy
sin la <carga de humanizacién adicional. La invencién
también se refiere a &acidos nucleicos capaces de codificar
los polipéptidos.

Cualquiera de los Vgg como se usan por la
invencidén pueden ser de la clase tradicional o de la clase
de anticuerpos Camelidae similar a humanos. Los anticuerpos
se pueden dirigir contra TNF-alfa completo o un fragmento
del mismo, o un fragmento de una secuencia homologa del
mismo. Estos polipéptidos incluyen los anticuerpos
Camelidae de longitud completa, llamados dominios Fc y Vum,
versiones quiméricas de anticuerpos Camelidae de cadena
pesada con un dominio Fc humano o Vg por si mismos o
fragmentos derivados.

Los Vg de albumina anti-suero pueden interactuar
en una manera mas eficiente con albumina de suero que
anticuerpos convencionales los cuales se conoce por ser una
proteina portadora. Como una proteina portadora algo de los
epitopes de albuimina de suero pueden ser inaccesibles por
proteinas enlazadas, péptidos y compuestos quimicos
pequerios. Ya que se conocen Vg pPoOr unirse a epitopes
“inusuales” o no convencionales tales como cavidades (WO
97/49805), la afinidad de tal Vyg Qque hace circular
albuimina puede ser incrementada.

La presente invencidn se refiere al
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descubrimiento que un polipéptido anti-TNF como se describe
en este documento, ademas comprende uno o mas anticuerpos
dirigidos contra una o mads proteinas de suero de un sujeto,
sorprendentemente tiene vida media prolongada en la
circulacién del sujeto, comparadé con la vida media del
nanocuerpo anti-TNF-alfa cuando no parte del constructo.
Ademas, los polipéptidos se encuentran por exhibir las
mismas propiedades favorables de nanocuerpos.tal como alta
estabilidad que permanece intacta eﬁ ratones, resistencia a
pH extremo, estabilidad a alta temperatdra y alta afinidad
de objetivo.

La proteina de suero puede ser cualquier proteina
adecuada encontrada en el suero del sujeto. En un aspecto
de la invencidén, la proteina de suero es albumina de suero,
inmunoglobulinas de suero, proteinas que se enlazan a
tiroxina, transferrina o fibrindégeno. Dependiendo del uso
planeado, tal como la vida media requerida para tratamiento
efectivo y/o formacién en compartimiento del antigeno
ocbjetivo, el precursor Vyy se puede dirigir a una de las
proteinas de suero anteriores.

De acuerdo a un aspecto especifico, pero no
limitante de la invencidén, el Nanocuerpo contra albumina de
suero humano que consiste de 4 regiones de estructura (FR1
a FR4 respectivamente) Yy 3 regiones determinantes

complementarias (CDR1 a CDR3 respectivamente), en el cual:
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CDR1 es una secuencia de aminoacido

seleccionada del grupo que consiste de:

SFGMS [SECID NO: 36]
LNLMG [SEC ID NO: 37]
INLLG [SECID NO: 38]
NYWMY; [SEC ID NO: 39]
y/o del grupo que consiste de secuencias de

aminodcido que tienen 2 o uUnicamente 1 “diferencias de

aminodcido” (como se define en este documento) con una de

las secuencias de aminoadcido anteriores en la cual:

(1)

y en la cual:

(v)

cualquiera de las sustituciones de
aminoacido es preferiblemente una
sustitucidén de aminodcido conservativo (como
se define en este documento)>y/o

la secuencia de aminodcido preferiblemente
Unicamente consiste de sustituciones de
aminodcido, y sin supresiones o inserciones
de aminoacido, comparado a las secuencias de

aminoacido anterior;

CDR2 es una secuencia de aminocidcido escogida

del grupo que consiste de:

3 3¢



10

15

20

25

-378- - g “70{

SISGSGSDTLYADSVKG [SEC ID NO: 40]
TITVGDSTNYADSVKG [SEC ID NO: 41]
TITVGDSTSYADSVKG [SEC ID NO: 42]
SINGRGDDTRYADSVKG [SEC ID NO: 43]
AISADSSTKNYADSVKG [SEC ID NO: 44]
AISADSSDKRYADSVKG [SEC ID NO: 45]
RISTGGGYSYYADSVKG [SEC ID NO: 46]

0 el grupo que consiste secuencias de aminoacido
que tienen al menos 80%, preferiblemente al menos 90%, mas
breferiblemente al menos 95%, aln mas preferiblemente al
menos 99%, identidad de secuencia (como se define en este
documento) con una de las secuencias de aminoéacido
anteriores; en las cuales:

(1) cualquier sustitucién de aminodcido es
preferiblemente una sustitucién de
aminocdcido conservativo (como se define en
este documento); y/o

(2) secuencia de aminodcido preferiblemente
Unicamente contiene sustituciones de
aminoacido, y sin supresiones o inserciones
de aminoacido, comparado a las secuencias de
aminoacido anteriores;

y/o del grupo qué consiste de secuencias de aminoacido- que

tienen 3, 2 o Unicamente 1 “diferencias de aminodcido”
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(como se define anteriormente) con una de las secuencias de
aminoééidé anteriores, en las cuales:

(1) cualquier sustitucidédn de aminodcido es
preferiblemente una sustitucidn de
aminocdcido conservativo (como se define en
este documento); vy/o

(2) la secuencia de amincacido preferiblemente
unicamente contiene sustituciones de
aminoacido, y sin supresiones o inserciones
de aminodcido, comparado a las secuencias
de aminodcidos anteriores;

y en la cual:

(iv) CDR3 es una secuencia de aminodcido escogida
del grupo que consiste de:

DREAQVDTLDFDY [SEC ID NO: 47]

o del grupo que consiste de secuencias de aminocdcido que
tienen al menos 80%, preferiblemente al menos 90%, més
preferiblemente al menos 95%, aun mas preferiblemente al
menos 99% de identidad de secuencia (como se define en este
documento) con una de Alas secuencias de aminocacido
anteriores; en las cuales

(1) cualquier sustitucidén es preferiblemente una

sustitucién de amincacido conservativo (como
se define en este documento) y/o

(2) la secuencia de aminodcido preferiblemente

80
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unicamente contiene sustituciones de
aminoacido, y sin supresiones o inserciones
de amino&cido, comparado a las secuencias de
amincadcido anteriores;

5 vy/o del grupo que consiste de secuencias de amino&cido que
tiene 3, 2 o Unicamente 1 “diferencias de aminodcido” (como
se define anteriormente) con wuna de las secuencias de
aminodcido anteriores, en las cuales:

(1) cualquier sustitucién de aminocacido es
10 preferiblemente - una sustitucidn de
aminodcido conservativo (como se define en

este documento) y/o

(2) la secuencia de amincacido preferiblemente
Unicamente contiene sustituciones de’
15 aminodcido, y sin supresiones o inserciones

de aminoacido, comparado a las secuencias
de aminod&cido anteriores;

o del grupo que consisté de:

GGSLSR [SEC ID NO: 48]
20 RRTWHSEL [SEC ID NO: 49]
GRSVSRS [SEC ID NO: 50]
GRGSP [SEC ID NO: 51]

y/o del grupo que consiste de secuencias de aminodcido que
tienen 3, 2 o UGnicamente 1 “diferencia de aminoca&cido” (como

25 se define en este documento) con una de las secuencias de
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amino &cido anteriores, en las cuales:

(1) cualquier sustitucidédn de aminocacido es
preferiblemeﬁte una sustitucidn de
aminoacido conservativo (como se define en
este documento); y/o

(2) la secuencia de aminocacido preferiblemente
Unicamente contiene sustituciones de
aminodcido, y sin supresiones o inserciones
de ahinoécido, comparado a las secuencias
de amincdcido anteriores.

En otro aspecto, 1la invencidén se refiere a un

Nanocuerpo contra albtmina de suero humano, el <cual

‘consiste de 4 regiones de estructura (FR1 a FR4

respectivamente) y 3 regiones determinantes complementarias
(CDR1 a CDR3 respectivamente), la cual se escoge del grupo
que consiste dé anticuerpos de dominio y/o anticuerpos de
dominio Unicos con una de las siguientes coﬁbinaciones de
CDR1, CDR2 y CDR3, respectivamente:

- CDRI1: SFGMS; CDR2: SISGSGSDTLYADSVKG; CDR3: GGSLSR;

- CDRE: LNLMG; CDR2: TITVGDSTNYADSVKG; CDR3: RRTWHSEL;

- CDR1: INLLG; CDR2: TITVGDSTSYADSVKG; CDR3: RRTWHSEL;

- CDR1: SFGMS; CDR2: SINGRUGDDTRYADSVKG; CDR3: GRSVSRS;

- CDRI1: SFGMS; CDR2: AISADSSDKRYADSVKG; CDR3: GRGSP;

- CDR1: SFGMS; CDR2: AISADSSDKRYADSVKG; CDR3: GRUSP;

. CDRI: NYWMY, CDR2: RISTGGGYSYYADSVKG; CDR3:
DREAQVDTLDFDY.

En los nanocuerpos de la invencién que comprende
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las combinaciones de CDR mencionados anteriormente, cada
CDR puede ser reemplazado por un CDR escogido del grupo que
consiste de secuencias de aminocacido que tienen al menos
80%, preferiblemente 90%, mé&s preferiblemente al menos 95%,
aln mas preferiblemente al menos 99% de .identidad de
secuencia (como se define en este documenté) con los CDR
mencionados, en los cuales
(1) cualquier sustitucién de aminoacido es
preferiblemente una sustitucidn de
aminodcido conservativo (como se define en
este documento); y/o
(2) la secuencia de amincacido preferiblemente
unicamente contiene sustituciones de
aminodcido, y sin supresiones o inserciones
de aminodcido, comparado a las secuencias
de aminoacido anteriores;
y/0 escogidos del grupo que consiste de secuencias de
aminoacido que tienen 3, 2 o Unicamente 1 (como se indica
en el parrafo precedente) “diferencias de aminoacido” (como
se define en este documento) con los CDR mencionados, una
de las secuencias de aminocidcido anteriores; en las cuales:
(1) cualqgquiera de las sustituciones de
aminodcido es preferiblemente una
sustitucidén de aminodcido conservativo (como

se define en este documento); y/o
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(2) la secuencia de aminocacido preferiblemente
Unicamente contiene sustituciones de
aminoacido, y sin supresiones o inserciones
de aminoécido, comparado a las secuencias de
aminoacido anteriores.

Sin embargo, de los Nanocuerpos de la invencidn
que comprenden las combinaciones de CDR mencionados
anteriormente, Nanocuerpos que comprenden uno o mas CDR
listados anteriormente son particularmente preferidos;
Nanocuerpos que_comprenden dos o mas de los CDR listados
anteriormente son mas particularmente preferidos; 3%
Nanocuerpos que comprenden tres de los CDR 1listados
anteriormente son mas particularmente preferidos.

En estos Nanocuerpos contra albumina de suero
humano, las regiones .de estructura FR1 a FR4 son
preferiblemente como se define anteriormente para 1los
Nanoccuerpos de la invencidn.

Particularmente Nanocuerpos preferidos contra
albuimina de suero humano se seleccionan de grupos que
consisten de SEC ID NOs: 61 a 67, SEC ID NOs: 87 a 89 y SEC
ID NOs: 100-104. Las combinaciones preferidas de CDR vy
regiones de estructura presentes en estos Nanocuerpos

también se listan en la Tabla II.
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Otro aspecto de la invencidén es un polipéptido anti-
TNF-alfa como se describe en este documento, ademis que comprende»
al menos un polipéptido seleccionado del grupo qu= consiste de un
polipéptido anti-IFN-gama, un polipéptido del receptor anti-TNF-
alfa y polipéptido del receptor anti-IFN-gama.

De acuerdo a un aspecto de la invencidn, un nanocuerpo
se dirige contra el receptor TNF-alfa. El1 nanocuerpo puede ser un
Vyy Camelidae.

De acuerdo a un aspecto de la invencidn, un nanocuerpo
se dirige contra el receptor IFN-gama. El1l nanocuerpos puede ser
un Vm{Camelidae.

Otro aspecto de la invencidén es un método para tratar
una enfermedad autoinmune o condicién como s= cita en este
documento, que comprende administrar a un paciente uﬁa cantidad
efectiva de un polipéptido anti-TNF-alfa, ademds comprende al
menos un polipéptido seleccionado del grupo que‘consiste de un
polipéptido anti-IFN-gama, polipéptido del receptor anti-TNF-gama
y polipéptido del receptor anti-IFN-gama, tal como polipéptidos
unidos entre si como se describe abajo.

Tales constructos multi-especificos pueden tener
potencia mejorada como compuesto terapéutico inflamatorio sobre
constructos mono-especificos.

Un aspecto de la invencidén es una composicidén que
comprende un polipéptido anti-TNF-alfa como se describe en este
documento y al menos un polipéptido se selecciona del grupo que
consiste de polipéptido anti-IFN-gama, polipéptido del receptor
anti—TNF—alfa y polipéptido del receptor anti-IFN-gama, para
administracidén simulténea, separada o secuencia a un sujeto.

Un aspecto de la invencién es un método para tratar una
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enfermedad autoinmune que comprende administrar a un individuo,
una cantidad efectiva de un polipéptido anti-TNF--alfa y al menos
un polipéptido seleccionado del grupo que consists de polipéptido
anti-IFN-gama, polipéptido del receptor anti-TNF-alfa y
polipéptido del receptor anti-IFN~-gama, simultéaneamente,
separadamente o secuencialmente.

Otfo aspecto de la invencidén es un kit que comprende un
polipéptido anti-TNF-alfa y al menos un polipéptido seleccionado
del grupo que consiste de polipéptido anti-IFN-gama, polipéptido
del receptor anti-TNF-alfa vy pblipéptido del receptor anti-IFN-
gama para administracidén simultdnea, separada o secuencia a un
sujeto. Es un aspecto de la invencidén que el kit se puede usar de
conformidad con la invencidén. Es un aspecto de la invencidén que
el kit se puede usar para tratar las enfermedades como se cita en
este documento.

Por administracién simultanea significa que los
polipéptidos se administran a un sujeto al mismo tiempo. Por
ejemplo, como una mezcla de los polipéptidos o una composicidn
que comprende los polipéptidos. Por ejemplo, como una mezcla de
los polipéptidos o) una cbmposicién que comprende los
polipéptidos. Ejemplos incluyen, peroc no se limitan a una
solucién administrada intravenosémente, una tableta, 'liquido,
crema tépica, etc., en donde cada preparacidén comprende las
pfopiedades de interés.

Por administracidn separada significa que los
polipéptidos se administran a un sujeto al mismo tiempo o
sustancialmente al mismo tiempo. Los polipéptidos estdn presentes
en el kit como preparaciones no mezcladas, separadas. Por

ejemplo, los polipéptidos diferentes pueden estar presentes en el
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kit como tabletas individuales. ©Las tabletas pueden ser
administradas al sujeto tragando ambas tabletas al mismo tiempo,
0 una tableta directamente después de la otra.

Por administracidn secuencial sign:ifica que los
polipéptidos se administran a un sujeto secuencialmente. Los
polipéptidos estan presentes en el kit como preparaciones
separadas, no mezcladas. Existe un tiempo de intervalo entre
dosis. Por ejemplo, un polipéptido puede ser administrado hasta
336, 312, 288, 264, 240, 216, 192, 168, 144, 120, 96, 72, 48, 24,
20, 16, 12, 8, 4, 2, 1 6 0.5 horas después del otro componente.

En administracién secuencial, un polipéptido puede ser
administrado una vez, o cualquier numero de veczes y en varias
dosis antes y/o después de la administracién de otro polipéptido.
La administracién secuencial se pugde combinar con administracidn
simultédnea o secuencial.

Los usos médicos de un polipéptido anti-TNF-alfa
descrito abajo, también aplican a la composicidén que comprende un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe en este documento y al
menos .un polipéptido seleccionado del grupo que consiste de
polipéptido anti-IFN-gama, polipéptido del receptor anti-THF-alfa
y polipéptido del receptor anti-IFN-gama, para administracién
simultanea, separada o secuencial a un sujeto como se describe en
este documento anteriormente.

De acuerdo a un aspecto de la invencidérn, un polipéptido
anti-IFN-gama, uh nanocuerpo anti-TNF-gama se dirige contfa IEN-
gama. El nanocuerpo puede ser un Vg Camelidae.

De acuerdo a un aspecto de la invencién, un nanocuerpo
anti-TNF-alfa se dirige contra el receptor TNF-alfa. El

nanocuerpo puede ser un Vyzy Camelidae.
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De acuerdo a un aspecto de la invencidn, un polipéptido
del receptor anti-IFN-gama, un nanocuerpo anti-TNF-alfa se dirige
contra el receptor IFN-gama. El nanocuerpo puede ser un Vgy
Camelidae.

Otra modalidad de la presente irvencién es un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe en este documento, en
donde el numero de nanocuerpos que se dirige contra THF-alfa es
dos o mas. Tales polipéptidos anti-TNF-alfa multivalentes tienen
la ventaja de afinidad funcional inusualmente alta para el
objetivo, exhibiendo mucho mayores propiedades inhibitorias que
las esperadas compararas a su contraparte monovalente.

Los polipéptidos anti-TNF-alfa multivalentes tienen
afinidades funcionales gque son varias érdenes de magnitudes
mayores que los polipéptidos anti-TNF-alfa  originales
monovalentes. Se ha encontrado que las afinidades funcionales de
esﬁos polipéptidos anti-TNF-alfa son mucho mayores que aquellos
reportados en la técnica anterior para anticuerpos bivalente o
multivalente. Sorprendentemente, los polipéptidos anti-TNF-alfa
de la presénte invencién enlazados entre si directamente o via
una secuencia enlazadora corta, muestran las afinidades
funcionales altas esperadas tebricamente con anticuerpos de
cuatro cadenas convencionales multivalentes.

Se ha encontrado que tales actividades funcionales muy
incrementadas pueden ser detectadas preferiblemente con antigenos
compuestos de proteinas multidominio y multiméricas, ya sea en
ensayos de enlace lineal o en ensayos funcionales, por ejemplo,
ensayos de citotoxicidad.

Los nanocuerpos pueden estar unidos para formar

cualgquiera de los polipéptidos descritos en este documento, que
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comprenden mas de uno de los anticuerpos usando métodos conocidos
en la técnica o cualquier método futuro. Por e‘emplo, se pueden
fusionar por reticulacién quimica haciendo reaccionar residuos de
aminodcido con un agente de derivacidén orgénico tal como se
describe por Blattler et al., Biochemistry 24, 1517—1524;
EP294703. Alternativamente, el nanocuerpos puede ser fusionado
genéticamente en el nivel ADN, es declir, un constructo de
polinucledétido formado el cual codifica el constructo de
polipéptido completo, que comprende uno o0 mAs nanocuerpos anti-
objetivo y uno o mas nanocuerpos de proteina anti-suero. Un
método para reducir un constructo de polipéptido Vygy multivalente
o bivalente se describe en la solicitud de patente PCT WO
96/34103. Un método de nanocuerpos multiples unidos es via la
ruta genética enlazando secuencias que codifican nanocuerpos vya
sea directamente o por un enlazador de péptido. Por ejemplo, el
extremo C-terminal del primer nanocuerpos puede ser enlazado un
extremo N-terminal del nanocuerpo siguiente. Esta forma enlazada
se puede extender para enlazar nanocuerpos adicionales para la
construccidédn y produccidén de tri-, tetra-, etc., constructos
funcionales.

De acuerdo a un aspecto de la presente invencidn, los
nanocuerpos estan enlazados entre si directamente, sin uso de un
enlazador. Contrario a anticuerpos convencionales voluminosos
unidos en donde una secuencia enlazadora se necesita retener
actividad enlazante en las dos subunidades, polipéptidos de la
invencidén pueden ser directamente enlazados, asi evitando 1los
problemas potenciales de la secuencia enlazadora, tal como
antigenicidad cuando. se administra a un sujeto  humano,

inestabilidad de la secuencia enlazadora que conduce a
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disociacién de las subunidades.

De acuerdo a otro aspecto de la presente invencidn, los
nanocuerpos se enlazan entre si via una secuencia enlazadora del
péptido. Tal secuencia enlazadora puede ser una secuencia que se
origina de forma natural o una secuencia que se origina de forma
no natural. La secuencia enlazadora se espera ser no inmunogénica
en el sujeto al cual se administra el polipéptido anti-TNF-alfa.
La secuencia enlazadora puede proporcionar suficiente
flexibilidad al polipéptido anti-TNF-alfa, al mismo tiempo es
resistente a degradacidén protedlica. Un ejemplo noc limitante de
una secuencia enlazadora es uno que se puede derivar de la regién
articulada de Vyy descritos en el documento 96/34103.

De acuerdo a otro aspecto de la presente invencidn,
nanocuerpos multivalentes que comprenden m&s de dos nanocuerpos,
pueden estar enlazados entre si directamente o via una secuencia
enlazadora. Tales constructos son dificiles peéra 'producir con
anticuerpos convencionales y debido a un obstaculo estérico de
las subunidades voluminosas, funcionalmente pueden ser olvidadas
o enormemente disminuidas mas que incrementado considerablemente
como se observa con Vg de la invencidédn comparado al constructo
monovalente.

Los éonstructos de polipéptido descritos en este
documento, se pueden elaborar por el experto en la‘técnica de
conformidad con métodos conocidos en la técnxca o cualquier
método futuro. Por ejemplo, Vyy pueden ser cbtenidos usando
métodos conocidos en la técnica tal como inmunizando un canal vy
obtener hibridomas de esto, o© <clonando una biblioteca de
nanocuerpos usando técnicas de biologia molecular conocidas en la

técnica y seleccidn subsecuente usando exhibicidén del fago.
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De acuerdo a un aspecto de la invencidn, un polipéptido
anti-TNF-alfa puede ser una secuencia homéloga de un polipéptido
anti-TNF-alfa de longitud completa. De acuerdo a otro aspecto de
la invencidén, un polipéptido anti-TNF-alfa puede ser una porcién
funcional de un polipéptido anti-TNF-alfa de longitud completa.
De acuerdo a otro aspecto de la invencidén, un polipéptido anti-
TNF-alfa puede ser una secuencia homdéloga de un polipéptido anti-
TNF-alfa de longitud completa. De acuerdo a otro aspecto de la
invencién, un polipéptido anti-TNF-alfa puede ser una porcién
funcional de una secuencia homdéloga de un polipéptido anti-TNF-
alfa de longitud completa. De acuerdo a un aspecto de la
invencién, un polipéptido anti-TNF-alfa puede comprender una
secuencia de un polipéptido anti-TNF-alfa.

De acuerdo a un aspecto de la invencién, un nanocuerpo
usado para formar un polipéptido anti-TNF-alfa pﬁede ser un
nanocuerpo completo kpor ejemplo, un V) <© una secuencia
homéloga del mismo. De acuerdo a otro aspecto de la invencién, un
nanocuerpo usado para formar el constructo de polipéptido puede
ser una porcién funcional de un nanocuerpo completo. De acuerdo a
otro aspecto de la invencidén, un nanocuerpo usado para formar el
constructo de polipéptido puede ser una secuencia homéloga de un
nanocuerpo completo. De acuerdo a otro aspecto de la invenciédn,
un nanocuerpo usado para formar el constructo de polipéptido
puede ser una porcidén funcional de una secuencia homdéloga de un
nanocuerpo completo.

Como se usa en este documento, una secuencia homdloga
de la presente invencién, puede comprender adiciones, supresiones
o sustituciones de uno o méas aminodcidos, los cuales no son

sustancialmente alterados de las caracteristicas funcionales de
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los polipéptidos de la invencidén. E1l numero de supresiones ©
sustituciones de aminodcido es preferiblemente hasta 1, 2, 3, 4,
5 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37,
38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69 6
70 aminoé&cidos. |

Una secuencia homéloga de conformidad con la presente
invencidén puede ser un polipéptido modificado por la adicién,
supresién, o) sustitucién de aminocécidos, ial modificacidn
sustancialmente no altera las caracteristicas funcionales
compradas con el polipéptido no modificado.

Una secuencia homéloga de conformidad con la presente
invencién, puede comprender un polipéptido modificado por la
adicién, supresidén o sustitucién de aminodcidos, tal modificacién
sustancialimente no altera las caracteristicas funcionales
comparadas con el polipéptido no modificado.

Una secuencia homdéloga de conformidad con la presente
invencién, puede ser una secuencia la cual existe en otras
especies de Camelidae tal como, por ejemplo, camello, dromedario,
llama, alpaca, guanaco, etc.

En donde 1la secuencia homdéloga indica identidad de
secuencia, significa una secuencia la cual presenta una identidad
de secuencia mayor (mas de 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 98% de
identidad de_ secuencia) con la secuencia original y es
preferiblemente caracterizada por propiedades similares de 1la
secuencia original, concretamente afinidad, la identidad
calculada usando métodos conocidos.

Alternativamente, una secuencia homdloga también puede
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ser cualquier secuencia de aminoadcido que resulta de las
sustituciones permitidas en cualquier nﬁmero de posiciones de 1la
secuencia original de conformidad con la férmula de abajo:

Ser sustituida por Ser, Thr, Gly y Asn;

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

Leu sustituida por uno de Leu, Ile, Phe, Tyr, Met vy

Val;

Pro sustituida por uno de Pro, Gly, Ala y Thr;

Thr sustituida por uno de Thr, Pro, S=r, Ala, Gly, His
y Gln;

Ala sustituida por uno de Ala, Gly, Thr y Pro;

Val sustituida por uno de Val, Met, Tyr, Phe, Ile vy
Leu;

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

Ile sustituida por uno de Ile, Met, Tyr, Phe, Val y
Leu;

Phe sustituida por uno de Phe, Trp, Met, Tyr, Ile, Val
y Leu;

Tyr sustituida por uno de Tyr, Trp, Met, Phe, Ile, Val
y Leu;

His sustituida por uno de His, Glu, Lys, Gln, Thr vy
Arg;

Gln sustituida por uno de Gln, Glu, Lvs, Asn, His, Thr
y Arg;

Asn sustituida por uno de Asn, Glu, Asp, Gln y Ser;

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

Asp sustituida por uno de Asp, Glu y Asn;

Glu sustituida por uno de Glu, Asp, Lys, Asn, Gln, His

y Arg;
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Met sustituida por uno de Met, Phe, Ile, Val, Leu vy
Tyr.

Una secuencia de nucledétido homdéloga ds conformidad con
la presente invencidn se puede referir a secuencias de nucledétido
de mas de 50, 100, 200, 300, 400, 500, €00, 800 & 1000
nucledétidos capaces de hibridizar al complemento inverso de 1la
secuencia de nucledétido capaz de codificar la secuencia original,
bajo condiciones de hibridizacién rigurosas (tal como las
descritas por Sambrook et al., Molecular Clcning, Laboratory
Manuel, Cold Spring, Harbor Laboratory press, New York).

Como se uéa en este documento, la porcidén funcional se
refiere a una secuencia de un nanocuerpo que de suficiente tamario
de forma tal que la interaccidén de interés es mantenida con
afinidad de 1 x 10°°* M o mayor.

Alternativamente, una porcidén funcional comprende una’
supresién parcial de la secuencia de aminodcido completa y>aﬁn
mantiene los sitios enlazantes y dominios de proteina necesarios
para el enlace de e interaccién con el objetivo.

Como se usa en este documento, una porzién funcional se
refiere a menos del 100% de la secuencia completa (por éjemplo,
99%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, 5%, 1% etc.),
pero comprende 5 o mads aminodcidos o 15 o mé&s nucledtidos.

Objetivos como se mencionan en este documento tal como
TNEF-alfa, receptor TNF-alfa, proteinas de sueroc (por ejemplo,
albtmina de suero, inmunoglobulinas de suero, proteina que se
enlaza a tiroxina, transferrina, fibrindgeno) e IFN-gama,
receptor IFN-gama pueden ser fragmentcs de los objetivos. Asi un
objetivo también es un fragmento del objetivo, capaz de provocar

una respuesta inmune. Un objetivo es también un fragmento del
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objetivo, capaz de enlazarse a un nanocuerpo p-aneado contra el
objetivo de longitud completa.

Un fragmento como se usa en este documento, se refiere
a menos del 100% de la secuencia (por ejemplo, 99%, 90%, 80%;
70%, ©60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, etc.) pero ques comprende 5, 6,
‘, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25 o0 m&s aminocacidos. Un fragmento es de longitud suficiente de
forma tal que la interaccidén de interés se mantiene con afinidad
de 1 x 10° M o mayor.

Un fragmento como se usa en este documento, se refiere
a 1lnserciones, supresiones y sustituciones opcionales de uno o
mas aminodcidos las cuales no alteran sustancialmente la
capacidad del objetivo a enlazarse a un nanocuerpo planeado
contra el objetivo de tipo nativo. El1 numero de inserciones,
supresiones o sustituciones de aminodcido es preferiblemente
hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49,
50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,
66, 67, 68, 69 6 70 aminoacidos.

Una secuencia homéloga de la presente invencidn puede
incluir un polipéptido anti-THF-alfa el cual se ha humanizado. La
humanizacién de anticuerpos de la nueva clase de Vg podrd ademéas
reducir la posibilidad de reaccidén inmunologia indeseada en un
individuo humano de la administracién.

Una modalidad de la presente invencidén, se refiere a un
método para preparar péptidos modificados en base a anticuerpos
llama, reduciendo los residuos de aminodcido del dominio variable

de anticuerpo (Vug), el cual puede ser modificado son disminuir
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la afinidad nativa del dominio por antigeno y mientras se reduce
su inmunogenicidad con respecto avespecies heterdlogas; el uso de.
Vun que tienen modificaciones en los residuos identificados, las
cuales son utiles para administracién e especies heterdlogas; vy
al Vyz asi modificado.

Mas especificamente, la invencidén se refiere a la
preparacién de Vg modificados, los cuales son modificados por
administracién a humanos, los mismos Vpgy resultantes,_y el uso de
tales Vygy “humanizados” en el tratamiento de enfermedades en
humanos. Por humanizado significa mutado, para que en
inmunogenicidad en administracidén a pacientes humanos es menor o
no existente. Humanizando un polipéptido, de conformidad con la
presente invencidén, comprende una etapa de reemplazar uno o mas
de los aminoacidos Camelidae por su contraparte humana, comprende
una etapa de reemplazar uno o mas de los amincacidos Camelidae
por su contraparte humana como se encuentra la secuencia consenso
‘humana, son que el polipéptido pierda su caracter tipico, es
decir, la humanizacién no afecta significantemente la capacidad
de enlace del antigeno del polipéptido resultante. Tales métodos
son bien conocidos por destinatario experto.

La humanizacidén de nanocuerpos Camelidae requieren la
introduccién vy mutagénesis de una cantidad limita de amino&cidos
en una cadena de polipéptido unica. Esto es en contraste para
humanizacidén de scFv, Fab, (Fab)2 e IgG, los cuales requieren la
introduccién de cambios de aminoacido en doé cadenas, la cadena
ligera y 1la pesada y la preser&acién del montaje de ambas
cadenas.

Como se describe en el documento WO 04/041862, se puede

humanizar nanocuerpo anti-TNF. La humanizacién puede por ejemplo



299

involucrar mutagénesis de residuos en FRL en posicién 1 y 5, 1los
cuales se introducen por el cebador usado para el repertorio de
clonacién y no se origina de forma natural en la secuencia llama.
La mutagénesis de aquellos residuos no resulta en pérdida
actividad enlazante vy/o inhibitoria. La humanizacién también
puede involucrar mutagénesis de residuos en FRZ en posicién 74,
76, 83, 84, 93. La mutagénesis de aquellos residuos no resulta en
una pérdida dramética de actividad enlazante y/o inhibitoria. La
combinacidén de mutaciones de FR1 y FR3 por lo tanto no afecta a
la actividad enlazante o inhibitoria. La humanizacidén también
involucra mutagénesis de residuos en FR4 en 9Dosicién 108. La
mutagénesis de Ql08L resulta en nivel de produccidn menor en E.
coli. La posicién 108 es solvente expuesto en Vygy Camélido,
mientras en anticuerpos humanos esta posicidn eé metida en la
interface VH-VL (Spinelli, 1996; Nieba, 1997). En VH aislados en
posicidén 108 es solvente expuesto. La introduccién de un Leu
hidrofdébico no polar en lugar de Gln no cargado polar puede tener
un efecto drastico en el plegado/estabilidad intrinseca de la
molécula. También, el reemplazo de residuos hidrofilicos por
residuos hidrofdébicos humanos en posiciones 44 y 45 (E44G vy
R45L), no tiene un efecto en enlace y/o inhibicidén. Sin embargo,
se observé la pérdida de actividad enlazante y/o inhibicién
cuando se introduce F37V y F47W. Los datcs de modelado confirman
el residuo critico 37 para preservar la integridad de 1la
confirmacidén de bucle CDR3 y por lo tanto en actividad (toda la
numeracién de conformidad con el Kabat).

De acuerdo a una modalidad de la presente invencién, la
humanizacién involucra el reemplazo de cualquiera de 1los

siguientes residuos ya sea solo o en combinacién:



~399- 4@ O

- FR1 en posicién 1, 5, 28 y 30,

- el aminodcido marca en posicidén 44 y 45 en FR2,

- FR3 de residuos 74, 75, 76, 83, 84, 93 y 94,

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

- numeracién de conformidad con la numeracidén Kabat.

Una modalidad de la presente irvencién es un
polipéptido anti-TNF-alfa, o un &cido nucleico capaz de codificar
el polipéptido para uso en el tratamiento, prevencién y/o alivio
de los sintomas de trastornos relacionados a procesos
inflamatorios. TNF—alfa se involucra en procesos inflamatorios, vy
el bloqueo de accidén de TNF-alfa puede tener un efecto anti-
inflamatorio. TNF-alfa se involucra en procesos inflamatorios, vy
el Dbloqueo de accién TNF-alfa puede tener un efecto anti-
inflamatorio, el cual es muy deseable en ciertos estados de
enfermedad tal como, por ejemplo, enfermedad de Crohn. Los
ejemplos demuestran que Vygy de conformidad con la invencién, los
cuales enlazan a TNF-alfa y sin embargo, bloquea su enlace al
receptor TNF-alfa.

Los polipéptidos anti-TNF-alfa de la presente invencidn
se aplican a enfermedades autoinmunes, tales como enfermedad de
Addison (adrenal), enfermedades autoinmunes del oido (oido),
enfermedades autoinmunes del ojo (ojq), hepatitis autoinmunes
(higado), parotitis autoinmune (glandula paratiroides),
enfermedad de Crohn (intestino), Diabetes tipo I (pancreas),
epididimitis (epididimis), glomerulonefritis (rifién), enfermedad
de Grave (tiroides), sindrome de Guillain-Barre (células
nerviosas), enfermedad dé Hashimoto (tiroides), anemia hemolitica
(células sanguineas rojas), lupus eritematoso sistémico (tejidos

miltiples), infertilidad en machos (esperma), esclerosis multiple
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(células nerviosas), Myasthenia Gravis (articulaciones
neuromuscular), Pénfigos (piel principalmente), Psoriasis (piel),
fiebre reumatica (corazdén y articulaciones), artritis reumatoide
(revestimiento de articulaciones), Sarcoidosis (iejidos y érganos
maltiples), Escleroderma (piel y tejidos conectivos), sindrome de
Sorben (glandulas exocrinas y otros tejidos), Espondilo
artropatias (esqueleto axial y otros tejidos), tiroiditis
(tiroides), vasculitis (vasos sanguineos).

Dentro de paréntesis estd el tejido afectado por 1la
enfermedad. Este listado dé enfermedades autoinmunes pretende ser
ejemplar mas que inclusivo.v

Las condiciones autoinmunes ©para las cuales los
polipéptidos anti-TNF-alfa de la presente invencién son
aplicables incluyen, por ejemplo, SIDA, alergia atdpica, asma
bronquial, eczema, lepra, esquizofrenia, depresidén heredada,
transplante de tejidos y &érganos, sindrome de de fatiga crénica,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, infarto al
miocardio, apoplejia, autismo, epilepsia, fenémeno de Arthusm
anafilaxis y adiccién al alcohol y drogas. En las pondiciones
autoinmunes definidas anteriormente, el tejido afectado es el
objetivo primario, en otros casos es el objetivo secundario.
Estas condiciones son sindromes parcialmente o principalmente
autoinmunes. Por lo tanto, en tratarlos, es posible el uso de los
mismos métodos, o aspectos &e los mismos métodos y que se
describe en este documento, algunas veces en combinacién con
otros métodos.

Otra modalidad de la presente invenciér es un uso de un
polipéptido anti-TNF-alfa de conformidad con la invencidén, o un

acido nucleico capaz de codificar el ©polipéptido para 1la
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preparacién de un medicamento para tratar un trastorno que se
relaciona a procesos inflamatorios. Ejemplos de trastornos
incluyen artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis
ulcerativa, sindrome del intestino inflamatorio vy esclerosis
multiple.

Polipéptidos vy &cidos nucleicos que codifican a la
presente invencién pueden ser administrados a un sujeto por rutas
convencionales, tal como intravenosamente, Sin embargo, una
propiedad especial de los polipéptidos anti-TNF-alfa de la
invencidén es que penetran barreras, tal como membranas de tejido
y/o tumores que actuan localmente sobre este, y son
suficientemente estables para resistir ambientes extremos, tal
como en el estdmago. Por lo tanto, otro aspecto de la presente
invencién que se relaciona al suministro de polipéptidos anti-
TNF-alfa. .

Cuando los nanocuerpos y/o polipéptidos de la invenciédn
se wusan para, O se planean para uso en, la prevencidén o
tratamiento de enfermedades % trastornos del tracto
gastrointestinal, en particular por medios de administracién oral
u otra administracién en el tracto gastrointestinal, no seré
usualmente necesario usar polipéptidos de la invencidn que tienen
vida media incrementada en suero (es decir, que se han pegilado o
que contienen un Nanocuerpo dirigido contra wuna proteina de
suero). Asi, para tales indicaciones, los po_ ipéptidos de 1la
invencién se pueden usar que unicamente contienen Nanocuerpos de

la invencién. En particular, se ha encontrado que ©para

02

administracién oral para la prevencidén y tratamiento de

enfermedades o trastornos del tracto gastro-intestinal asociados

con y/o mediados por TNF-alfa (tal como IBD y otras enfermedades
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y  trastornos del tracto gastro-intestinal mencionado
anteriormente), puede ser preferido el uso de un Nanocuerpo
monovalente de la invencién o de un polipéptido de la invencién
que esencialmente consiste de un Nanocuerpo monovalente de la
invencién. Para otras indicaciones, tal comc tratamiento de
artritis reumatoide (RA), se puede preferir el uso de un
Nanocuerpo bivalente de 1la invencidén. Cuandc tal Nanocuerpo
alcanza su sitio planeado de accidén via la corriente sanguinea,
se pude preferir el uso de un polipéptido de la invencién es que
incrementa su vida media en suero.

Un sujeto de conformidad con 1la invencién puede ser
cualquier mamifero susceptible a tratamiento por polipéptidos
terapéuticos.

El suministro terapéutico de polipéptidos anti-TNF-alfa
de la invencidn, resulta en la provisidén de tales moléculas en
una forma activa en el colon en sitios locales que son afectados
por el trastorno. Estos sitios pueden estar muy inflamados vy
contienen_células que producen TNF-alfa. Los polipéptidos anti-
TNF-alfa de 1la inveﬁcién, los cuales se unen a TNF-alfa pueden
neutralizar el TNF-alfa localmente, evitando la distribucién a
través del <cuerpo completo y asi limitando los efectos
colaterales negativos. Microorganismos genéticamente modificados
tal como Micrococos lactis son capaces para secretar anticuerpos
0 porciones funcionales del mismo. Tales microorganismos
modificados se pueden usar como vehiculos para produccidédn local
y suministro de anticuerpos o porciones funcionales del mismo en
el intestino. Usando una cepa la cual produca un polipéptido
anti-TNF-alfa, se puede tratar el sindrome del intestino

inflamado.
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Otro aspecto de 1la invencidén involucra polipéptidos
anti-TNF suministrados, usando expresidédn de superficie en o
secrecién de bacteria no invasiva, tal como organismos
hospedantes Gram positivos similares a Lactococcus spec., usando
un vector tal como se describe en el documento WQ02/23471.

Otra modalidad de la presente invencidén es un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe en este documento para
uso en el tratamiento, prevencidén y/o alivio de sintomas de
trastornos susceptibles a modulacidén por un Nanocuerpo O
polipéptido de la invencién, el cual es capaz de pasar a través
del ambiente gastrico sin que la sustancia sea inactivada.

Ejemplos de trastornos son cualquiera gque provoca
inflamacidén, que incluyen pero no se limitan a artritis
reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, sindrome del
intestino inflamatorio y esclerosis mﬁltiples.vComo se conoce por
persona expertas en la técnica, wuna vez en posesidén del
constructo .de polipéptido, se ©puede aplicar tecnologia de
formulacidén para liberar una cantidad médxima de polipéptido en 1la
ubicacidén derecha (en el estdémago, en ‘el colon, etc.). Este
método de suministro es importante para tratar, prevenir y/o
aliviar los sintomas de trastornos cuyos objetivos se localizan
en el sistema del intestino.

Un aspecto de la invencidén es un mé:-odo para tratar,
prevenir y/o aliviar los sintomas de un trastorno susceptible
para modulacién por un Nanocuerpo o polipéptido de la invencién,
el cual es capaz de pasar a través del ambiente gastrico sin ser
inactivado, por administracién oral a un sujeto un polipéptido
anti-TNF alfa Como se describe en este documento.

Otra modalidad de la presente invencidén es un uso de un
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polipéptido anti-TNF-alfa como se describe en este documento para
la preparacién de un medicamento para tratar, prevenir y/o0
aliviar los sintomas de trastornos susceptibles para modulacién
por un Nanocuerpo o polipéptido de la invencidén, el cual es capaz
de pasar a través del ambiente gastrico sin ser inactivado.

Un aspecto de la invencién es un método para
suministrar un Nanocuerpo o polipéptido de 1la invencién al
sistema del intestino, sin que la sustancia sea inactivada, por
administracidn oral a un sujeto un polipéptido anti-TNF-alfa como
se describe en este documento.

Un aspecto de la invencidén es un método para suministro
de un Nanocuerpo o polipéptido de la invencién a la corriente
sanguinea de un sujeto son que la sustancia sea inactivada, por
administracidn oral a un sujeto un polipéptido anti-TNF-alfa como
se describe en este documento para uso en el tratamiento,
prevencidén y/o alivio de los sintomas o trastornos susceptibles a
modulacién por un Nanocuerpo o polipéptido de 1la invencidn
suministrado al tracto vaginal y/o rectal.

Ejemplos de trastornos son cualquiera que causa
inflamacién, que incluyendo, pero no se limita a artritis
reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, sindrome del
intestino inflamatorio y esclerosis miltiple. En un.ejemplo no
limitante, wuna formulacién de conformidad con la invencién,
comprende un polipéptido anti-TNF-alfa como se describe en este
documento, en la forma de un gel, crema, supositorio, pelicula o
en la forma de una esponja o un anillo vaginal que disminuye 1la
liberacién del ingrediente activo durante un tiempo (tales
formulaciones se describe en los documentos EP 707473, EP 684814,

UsS 5629001).
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Un aspecto de la invencidén es un método para tratar,
prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos susceptibles a
modulacién por un Nanocuerpo o polipéptido de 1la invencién
suministrado al tracto vaginal o rectal, administrando
vaginalmente y/o rectalmente a un sujeto un polioéptido anti-TNF-
alfa como se describe en este documento.

Otra modalidad de la presente invencidén es un uso de un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe en este documento,
para la preparacién de un medicamento para tratar, prevenir y/o
aliviar los sintomas de trastornos susceptibles a modulacidén por
un Nanocuerpo o polipéptido de ia invencién suministrado al
tracto vaginal y/o rectal.

Un aspecto de la invencidn es un método para
suministrar ﬁn Nanocuerpo o polipéptido de 1la invenqién al tracto
vaginal y/o rectal sin ser la sustancia inactivada, administrando
al tracto vaginal y/o rectal de un sujeto un polipéptido anti—
TNF-alfa como se describe en este documento.

Un aspecto de la invencién es un método para
suministrar ‘'un Nanocuerpo o polipéptido de 1lz invencidén a la
corriente sanguinea de un sujeto son ser la sustancia inactivada,
administrando al tracto wvaginal vy/o rectal de un sujeto, un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe en este documento.

Otra modalidad de la presente invencién es un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe en este documento,
para uso en el tratamiento, prevencidédn y/o alivio de los sintomas
de trastornos susceptibles a modulacién por un Nanocuerpo o
polipéptido de la invencidén suministrado a la nariz, tracto
respiratorio superior y/o pulmdn.

Ejemplos de trastornos son cualquiera que provoca
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inflamaciédn, que incluye, péro no se limita a artritis
reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, sindrome del
intestino inflamatorio y esclerosis multiple. En un ejemplo no
limitante, una formulacién de conformidad con 1la invenciédn,
comprende un polipéptido anti-TNF-alfa como se describe en este
documento en la forma de una atomizador nasal (por ejemplo,
aerosol), o inhalador. Ya que el constructo de polipéptido es
pequeiio, puede alcanzar su objetivo mucho mds efectivamente que
las moléculas IgG terapéuticas.

Un aspecto de la invencién es un método para tratar,
prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos susceptibles a
modulacidén por un Nanocuerpo o polipéptido de 1la invencidn,
suministrado al tracto respiratorio superior vy/o pulmdn,
administrando a un sujeto un polipéptido anti-TNF-alfa, como se
describe en este documento, por inhalacidén a través de la boca o
nariz.

Otra modalidad de la presente invencién es un uso de un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe en este documento para
la preparacidn de un medicamento para trapgr, prevenir vy/o
aliviar los sintomas de trastornos susceptibles a modulacién por
un Nanocuerpo o polipéptido de 1la invencidén suministrado a la
nariz, tracto respiratorio superior vy/o pulmbén, sin que el
polipéptido sea inactivado.

Un aspecto de la invencién es un método para
suministrar un Nanocuerpo o polipéptide de 1la invencidén a la
nariz, tracto respiratorio superior y pulmdén sin activaciédn,
administrando a la nariz, tracto respiratorio superior y/o pulmébdn
a un sujeto un polipéptido anti-TNF-alfa como se describe en este

documento.
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Un aspecto de la invencién es un método para
suministrar un Nanocuerpo o polipéptido de la invencidén a la
corriente sanguinea de un sujeto sin activacidén, administrando a
la nariz, tracto respiratorio superior y/o pulmén de un sujeto un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe en este documento.

Una modalidad de la presente invencidén es un
polipéptido anti-TNF-alfa comov se describe en este documento,
para uso en el tratamiento, prevencidén y/o alivio de los sintomas
de trastornos susceptibles a modulacidén por un Nanocuerpo o
polipéptido de la invencidén suministrado a la mucosa intestinal,
en donde el trastorno incrementa la permeabilidad de la mucosa
intestinal. Porque si tamafio pequefio, un polipéptido anti-TNF-
alfa como se describe en este documento, puede pasar a través de
la mucosa intestinal vy alcanza la corriente sanguinea més
eficientemente en sujetos que sufren de trastornos los cuales
causan un incremento en la permeabilidad de la mucosa intéstinal,
por ejemplo enfermedad de Crohn.

Un aspecto de la invencién es un método para tratar,
prevenir y/o aliviar 1los sintomas de trastornos susceptibles a
modulacién por un Nanocuerpo o polipéptido de 1la invencidn
suministrado a la mucosa intestinal, en donde tal trastorno
incrementa la permeabilidad de la mucosa intestinal,
administracidén oral a un sujeto un polipéptido anti-TNF-alfa como
se describe en este documento.

Este proceso puede aun ser mejorado por un aspecto
adicional de 1la presente invencidén, el uso de portadores de
transporte activo. En este aspecto de 1la invencién, Vgyz es
fusionado a un portador que mejora la transferencia a través de

la pared intestinal en la corriente sanguinea. En un ejemplo no



-408-

limitante, este “portador” es un segundo Vgy el cual se fusiona
al Vyy terapéutico. Tal constructo de fusidén de hace usando
métodos conocidos en la técnica. El1 ‘“portador” Vg se une
especificamente a un receptor en la pared intestinal el cual
conduce una transferencia activa a través de la pared.

Otra modalidad de la presente invencidén es un uso'de un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe en este documento para
la preparacién de un medicamento para tratar, prevenir vy/o
aliviar los sintomas de trastornos susceptibles a modulacién por
un Nanocuerpo o polipéptido de la invencidén suaministrado a la
mucosa intestinal, en donde el trastorno incrementa la
permeabilidad de la mucosa intestinal.

Un aspecto de la invencién es un método para
suministrar un Nanocuerpo o polipéptido de la invencidén a la
mucosa intestinél, sin ser inactivado, administrando oralmenfe a
un sujeto un polipéptido anti-TNF-alfa de la invencién.

Un aspecto de la invencidén es an método para
suministrar un Nanocuerpo o polipéptido de la invencidén a la
corriente sanguinea_ de un sujeto son ser inactivada,
administrando oralmente a un sujeto un polipéptido anti-TNF-alfa
de la invencidn.

Este proceso puede ser aun ademas mejorado por un
aspecto adicional de la presente invencidén, el uso de portadores
de transporte activo. En este aspecto de 1la iﬁvencién, un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe en este documento es
fusionado a un portador gue mejora la transferencia a través de
la pared intestinal en la corriente sanguinea. En un ejemplo no
limitante, este “portador” es un Vg el cual se fusiona con el

polipéptido. Tales constructos de fusidén se hacen usando métodos
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conocidos: en la técnica. El “portador” Vug se enlaza
especificamente a un receptor en la pared intestinal, la cual
induce una transferencia activa a través de la pared.

Una modalidad de la ©presente 1invencién es un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe en este documento para
uso en el tratamiento, prevencidén y/o alivio de los sintomas de
trastornos susceptibles a modulacién por un Nanocuerpo o
polipéptido de la invencidén, el cual es capaz de pasar a través
de los tejidos abajo de la lengua efectivamente.

Ejemplos de trastornos son cualquiera que causan
inflamacién, que incluyen, pero no se limitan a artritis
reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, sindrome del
intestino inflamatorio y esclerosis multiple. Una formulacidén del
constructo del péptido como se describe en este documento, por
ejemplo, una tableta, un atomizador, una gota se coloca bajo la
lengua y se adsorbe a través de las membranas de mucosa en la red
capilar bajo la lengua.

Un-aspecto de la invencién es un método para tratar,
prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos susceptibles a
modulacién por un Nanocuerpo o polipéptido de la invencidn, el
cual es capaz de pasar a través de tejidos abajo de la lengua
efectivamente, por administracidén sublingualmente a un.sujeto un
polipéptido anti~-TNF-alfa como se describe en este documento.

Otra modalidad de la presente invencién es un uso de un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe para la preparacidn de
un medicamento para tratar, prevenir y/o aliviar los sintomas de
trastornos susceptibles a modulacién por un Nanocuerpo o

polipéptido de la invencidn, el cual es capaz de pasar a través

de los tejidos abajo de la lengua.
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Un aspecto de la invencidén es un método para suministro
de un Nanocuerpo o polipéptido de 1la invencién a los tejidos
debajo de la lengua son ser inactivado, administrando
sublingualmente a un sujeto un polipéptido anti-TNF-alfa como se
describe en este documento.

Un aspecto de la 1invencién es un método para
suministrar un Nanocuerpo o polipéptido de 1la invencidén a la
corriente sanguinea de un sujeto son ser inactivado,
administrando oralmente a un sujeto un poclipéptido anti-TNF-alfa
como se describe en este documento.

Una modalidad de la presente invencién es un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe en este documento para
uso en el tratamiento, prevencidén y/o alivio de los sintomas de
trastornos susceptibles a modulacidén por un Nanocuerpo o
polipéptido de la invencidén, el cual es capaz de pasar a través
de la piel efectivamente.

Ejemplos de trastornos son cualquiera gue causan
inflamacién, que incluyen, peroc no se limitan a artritis
reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, sindrome del
intestino inflamado y esclerosis multiple. Una formulacién del
constructo de polipéptido, por ejemplo, wuna crema, pelicula,
atomizador, gota, parche, se coloca en la piel y pasa a través de
esta.

Un aspecto de la invencidén es un método para tratar,
prevenir y/o aliviar los sintomas de trastornos susceptibles a
modulacidén por un Nanocuerpo o polipéptido de la invencidn, el
cual es capaz de pasar a través de la piel efectivamente,
administrando tépicamente a un sujeto un polipéptido anti-TNF-

alfa como se describe en este documento.
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Otra modalidad de la presente invencidén es un uso de un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe en este documento para
la preparacién de un medicamento para tratar; prevenir vy/o
aliviar los sintomas de trastornos suscéptibles a modulacién por
un Nanocuerpo o polipéptido dé la invencidén el cual es capaz de
pasar a través de la piel efectivamente.

Un aspecto. de la invencién es un método para
suministrar un Nanocuerpo o polipéptido de la invencidén a la piel
sin ser inactivado, administrando tépicamente a un sujeto un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe en este documento;

Un aspecto de la invencién es un método para
suministrar un Nanocuerpo o polipéptido de la invenéién a la
corriente sanguinea de un sujeto, administrando tépicamente a un
sujeto un polipéptido anti-TNF-alfa como se describe en este
documento.

En otra modalidad de 1la presente invencién, un
polipéptido anti-TNF-alfa ademés comprende un nanocuerpo portador
(por ejemplo, Vuy), el cual actia como un portacor de transporte
activo para transportar el polipéptido anti-TNi-alfa, a partir
del lumen de pulmdén a la sangre.

Un polipéptido anti—TNF—aLfa ademas comprende un
portador enlazado especificamente a un receptor presente en la
superficie de la mucosa (células epiteliales Dbronquiales) que
resulta en el transporte activo del polipéptido del 1lumen del
pulmén a ;a sangre. El nanocuerpo portador puede ser fusionado al
constructo del polipéptido. Tales constructos de fusién se pueden
hacer usando métodos conocidos en la técnica y se describen en

este documento. El nanocuerpo “portador” se enlaza

especificamente a un receptor en la superficie de la mucosa, la
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;ual induce una transferencia activa a través de la superficie.

Otro aspecto de la presente invencién es un método para
determinar los anticuerpos (por ejemplo, Vg) son activamente
transportado en la corriente sanguinea en administracidén nasal.
Similarmente, una biblioteca del fago Vyy nativo o inmune se
puede administrar nasalmente, y después de puntos de tiempo

‘diferente después de la administracidén, sangre y o6rganos se
pueden aislar para rescatar fagos que son activamente
transportados en la corriente sanguinea. Un ejemplo no limitante
de un receptor para transporte activo del lumen de pulmén a la
corriente sanguinea es el receptor Fc (FcRn). Un aspecto de la
invencidén incluye las moléculas Vyy identificadas por el método.
Tal Vyy puede después ser usado como un portador Vyy para el
suministro de un Vyy terapéutico al objetivo correspondiente en
la corriente sanguinea en administracién nasal.

En un aspecto de 1la invenciédn, uno puede usar un
polipéptido anti-TNF-alfa como se describe en este documento,
para modular los agentes que modula el enlace del péptido a TNF-
alfa. Cuando se identifica en un ensayo que mide el enlace o)
solo el desplazamiento solo, agentes que pueden ser sometidos a
pruebas funcionales para determinar sin modulan la accién del
antigeno in vivo.

En un ejemplo de un experimento de desplazamiento, fago
o células que expresan TNF-alfa o un fragmento del mismo, se
inoculan en amortiguador enlazante con polipéptido de 1la
invencién, el cual se ha etiquetado, en la pres=ncia o ausencia

: ‘

de concentraciones incrementadas de un modulador candidato. Para

validar y calibrar el ensayo, se pueden realizar reacciones de

competicién control wusando concentraciones incrementadas del
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polipéptido y el cual no es etiquetado. Después de la incubacidn,
las células se lavan extensivamente, y se unen, el polipéptido
etiquetado se mide apropiadamente para la etiqueta proporcionada
(por ejemplo, conteo de escintilacidén, fluorescencia, etc.). Una
disminucién de al menos 10% en la cantidad del polipéptido
etiquetado enlazado en la presencia del modular candidato, indica
desplazamiento de enlace por el modular candidato. Los
moduladores candidatos se consideran enlazar especificamente en
este u otros ensayos descritos en este documento si se desplazan
al 50% de polipéptido etiquetado (dosis del polipéétido sub-
saturado) a una concentracién de 1 uM o menos.

Alternativamente, el enlace o desplazamiento del enlace
se puede monitorear por superficie de plasmén de superficie
(SPR). Se pueden usar ensayos de resonancia de plasmén de
superficie como un método cuantitativo para enlazarse entre dos
moléculas por el cambio en masa casi un sensor inmovilizado
causado por el enlace o pérdida de enlace del polipéptido de ia
invencién de la fase acuosa para TNF-alfa inmovilizado en una
membrana en el sensor. Este cambio de masa se mide como unidades
de resonancia contra tiempo, después de la inyeécién o remocidbdn
del polipéptido o modulador candidato y se mide usando un
Biosensor Biacore (Biacore AB). TNF-alfa puede sér por ejemplo
inmoviliéado en un chip sensor (por ejemplo, chip CM5 grado de
investigacién; Biacore AB) en‘una membrana de lipido de pelicula
delgada de conformidad con métodos descritos por Salamon et al.,
(Salamon et al., 1996, Biophys J. 71: 283-294; Salamon et al.,
2001, Biophys. J. 80: 1557-1567; Salamon et al., 1999, Trends
Biochem. Sci. 24: 213-219, cada uno de los cuales se incorpora en

este documento por referencia). Sarrio et al., demuestra que se
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puede usar SPR para detectar ligandos enlazado el receptor de
adenosina GPCR A(l) inmovilizado en una capa de lipido en el chip
(Sarrio et al., 2001, Mol. Cell. Biol. 20: 5164-5174, incorporado
en este documento por referencia). Las condiciones para en enlace
de un polipéptido de la invencién a TNF-alfa en un ensayo SPR
puede ser sintonizado finamente por un experto en la técnica
usando las condiciones reportadas por Sarrio et al., como un
punto de partida.

El SPR se puede someter a ensayo por moduladores de
enlace en al menos dos vias. Primero, un polipéptido de la
invencién puede ser pre-enlazado para inmovilizar TNF-alfa,
seguido por inyeccidén del modulador candidato a una concentracidn
que varia de 0.1 nM avl uM. El desplazamiento del polipéptido
enlazado se puede cuantificar, permitiendo detecciones del enlace
del modulador. Alternativamente, el TNF-alfa enlazado a la
membrana puede ser pre-incubada con un modulador candidato vy
cambiado en el polipéptido de la invencidén. Una diferencia en
afinidad de enlace entre él polipéptido y TNF-alfa pre-incubado
con el modulador, comparado entre el polipéptido y TNF-alfa en
ausencia del modulador demostrard enlace o desplazamiento del
polipéptido en la presencia del modulador. En cualquier ensayo,
una disminucidén del 10% o mads en la cantidad del enlace del
polipéptido en la presencia del modulador candidato, en relaciédn
a la cantidad del enlace de polipéptido en la ausencia del
modulador candidato indica que el modulador cardidato inhibe 1la
interaccidén de TNF-alfa y el polipéptido.

Otro método para detectar la inhibicién del enlace de,
por ejemplo, un polipéptido de la invencidén, para TNF-alfa que

usa transferencia de energia de resonancia de fluorescencia
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(FRET). FRET es un fendmeno mecénico quantum que ocurre entre un
donador de fluorescencia (D) y un aceptor fluorescente (A) en
proximidad cerrada entre si (usualmente < 100 A de separacién) si
el espectro de emisidén de traslapes D con el espectro de
excitacidén de A. Las moléculas a ser probadas, por ejemplo, un
polipéptido de la invencidén y un TNF-alfa se etiquetan con un par
complementario del donador y fluordéforos aceptables. Mientras
cercanamente enlazado junto con el TNF-alfa: polipéptido de
interaccién, 1la fluorescencia emitida en excitacidén del donador
de fluoréforo, podra tener una longitud de onda diferente de la
emitida en respuesta a que la longitud de onda de excitacién
cuando el polipéptido y TNF-alfa no se enlazan, proporcionado
para cuantificacidén de moléculas enlazadas contra no enlazadas
por medicién de intensidad de emisidén en cada longitud de onda.
Los fluordforos donadores con los cuales se etigueta el TNF-alfa
son bien conocidos en la técnica. De interés particular son
variantes de A. Se conoce GFP victoria como Cian FP (CFP, Donador
(D)) vy Amarillo FP (YFP, Aceptor (A)). Como un ejémplo, la
variante YFP se puede hacer como una proteina de fusidén con TNF-
alfa. Vectores para la expresién de variantes GFP como fusiones
(Clontech), asi como reactivos etiquetados con fluoréforo
(Molecular Probes) se conoce en la técnica. La adicidén de un
modulador candidato a la mezcla de polipéptido etiquetado
fluorescentemente y YFP-TNF-alfa resultard en una inhibiéién de
evidencia de transferencia de energia, por ejemplo, una
enfermedad en fluorescencia en relacidén a una muestra sin el
modulador candidato. En un ensayo usando FRET para la deteccidn
de interaccién TNF-alfa:polipéptido, un 10% o mayor disminucidn

en la intensidad de emisidén fluorescente en la longitud de onda
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aceptora en muestras que contienen un modulador candidato, en
relacién a muestras sin el modulador candidato, indica que el
modulador candidato inhibe la interaccidén de TNEF-
alfa:polipéptido.

Una muestra como se usa en este documento puede ser una
muestra bioldédgica que contiene TNF-alfa tal como clinico (por
ejemplo, fracciones celulares, sangre completa, plasma, suero,
tejido, células, etc.), derivado de muestras clinicas,
agricultura, forense, investigacidén u otra posible. Las muestras
clinicas pueden ser de origen humano o animal. La muestra
analizada puede ser tanto sdélida como liquida en naturaleza. Es
evidente cuando se usan materiales sélidos,  estos son primero
disueltos en una solucién adecuada.

Una variacidén en FRET usa apagado fluorescente para
interacciocnes moleculares menores. Una molécula en el par que
interactua puede ser etiquetado con un fluoréforo, y el otro una
molécula que apaga la fluoreséencia del fluordéforo cuando en
aposicién cerrada con el. Un cambio en fluorescencia en
excitacidén es indicativo de un cambio en la asociacidén de las
moléculas etiquetadas con el par fluordéforo:apagador.
Generalmente, un incremento en fluorescencia del TNF-alfa
etiquetado es indicativo que el polipéptido anti-TNF-alfa que
porta el apagador'se ha desplazado. Para ensayos de apagado, un
10% o mayor incremento en la intensidad de emisidén fluorescente
en muestras que contienen un modulador candidato, en relacidén a
muestras son el modulador candidato, 1indica gue el modulador
candidato inhibe la interaccidén de poli?éptido INF-alfa:anti-TNF-
alfa.

Ademas a la resonancia de plasmon de superficie vy
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métodos FRET, se utiliza la medicidén de polarizacién fluorescente
para cuantificar en enlace. El valor de polarizacién fluorescente
para una molécula etiquetada fluorescentemente depende en el
tiempo de correlacién rotacional o velocidad movimientd de-
rotacién. Complejos, tal como aquellos formados por TNF-alfa en
asociacién con un polibéptido anti-TNF-alfa fluorescentemente
etiquetado, tiene valores de polarizacidé4n mayor que el
polipéptido etiquetado, no sometido a complejo. La inclusién de
un inhibidor candidato de 1la interaccién de polipéptido THF-
alfa:anti-TNF-alfa resulta en una disminucién en vpolarizacién
fluorescente, en relacién a wuna mezcla sin el inhibidor
candidato, si el inhibidor candidato afecta o inhibe 1la.
interaccién de TNF-alfa con el‘ polipéptido. La polarizacidn
fluorescente es bien adecuada para identificacién de moléculas
pequefias que afectan la formacidén de complejos de polipéptido
TNF-alfa:anti-TNF-alfa. Una disminucién del 10% o mas en
polarizacidén fluorescente en muestras que contienen un modulador
candidato, en relacidén a polarizacidn fluorescenze en una muestra
que carece del modulador candidato, indica cque el modulador
candidato inhibe la interaccidén de polipéptido TNF-alfa:anti-TNF-
alfa.

Otra alternativa para monitorear interacciones de
polipéptido TNF-alfa:anti-TNF-alfa usa un ensayo biosensor. Se
han descrito biosensores ICS en la técnica (Australian Membrane
Biotechnology Research Institute; Cornell B, Braach-Maksvytis V,
King L, Osman P, Raguse B, Wieczorek I, y Pace R. “A biosensor
that uses ion-channel switches” Nature 1997, 3¢&¢7, 580). En esta
tecnologia, la asociacidén de TNF-alfa y un polipéptido anti-TNF-

alfa se acopla al cierre de canales de ién facilitado de

\
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gramicidina en bicapas de membrana suspendida y asi a un cambio
medible en la admisidén (similar a la impedancia) del biosensor.
Esta propuesta es lineal sobre seis ordenes de magnitud de cambio
de admisidén y es idealmente adecuada para escala mayor, seleccidn
de mayor procedimiento de bibliotecas de combinacién de molécula
pequeria. Un cambio del 10% o mayor (incremento o disminucidn) en
admisidén en una muestra que contiene un modulador candidato, en
relacién a la admisién de una muestra que carece el modulador
candidato, indica que el modulador candidato inhibe la
interaccién de TNF-alfa y el polipéptido. Es importante notar que
en ensayos para probar la interaccién de TNF-alfa con un
polipéptido anti-TNF-alfa, es posible que un modulador de
interaccidén no necesita necesariamente interactuar directamente
con los dominios de las proteinas que interactuan fisicamente con
el polipéptido. También es posible que un modulador podréa
interactuar en una ubicacién removida del sitio de interaccién y
causa, por ejemplo, un cambio conformacional en el TNF-alfa.
Moduladores (inhibidores o agonistas) que actuan en esta manera
son no obstante de interés como agentes para modular el enlace de
TNF-alfa a su receptor.

Cualquiera de los ensayos de enlace descritos se pueden
usar para determinar la presencia de un agente en una muestra,
por ejemplo, una muestra de tejido, que se enlaza a TNF-alfa, o
.que afecta el enlace de, por ejemplo, un polipéptido de 1la
invencidén al TNF-alfa. Se hace reaccionar un TNF-alfa con el
polipéptido en la presencia o ausencia de la muestra, y se mide
el enlace del polipéptido como apropiado para el ensayo de enlace
siendo usado. Una disminucién del 10% o mds en el enlace del

polipéptido indica que la muestra contiene un agente gque modula



I R A
420

en enlace del polipéptido al TNF-alfa. Por supuesto,- el método ‘
anteriormente generalizado puede facilmente aplicado para
seleccionar los moduladores candidatos los ctales alteran el
enlace entre cualquier polipéptido anti—TNFfalfa de la invencién,

una secuencia homdéloga del mismo, una porcidn funcional del mismo

0 una porcidén funcional de una secuencia homdloga del mismo, vy
TNF-alfa o ﬁn fragmento del mismo.

Una modalidad de 1la presente invencién es un agente
desconocido identificado por el método descrito en este
documento.

Una modalidad de 1la presente invencidén es un agente
desconocido identificado por el método descrito en este documento
para uso en el tratamiento, prevencién y/o alivio de los sintomas
de trastornos relacionados de procesos inflamatorios.

Otra modalidad de la presente invencidén es un uso de un
agente desconocido identificado por el método descrito en este
documento para uso en el tratamiento, prevencidén y/o alivio de
los sintomas de trastornos relacionados a un proceso
inflamatorio.

Ejemplos de trastornos incluyen artritis reumatoide,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, sindrome del intestino
inflamatorid y esclerosis multiple.

Una célula que es util de conformidac con la invencién
es preferiblemente seleccionada del grupo que consiste de células
bacterianas tal como, por ejemplo, E. coli, células de levadura

" tal como, por ejemplo, S. cerevisae, P. pastoris, células de
insecto o células de mamifero.

Una célula que es util de conformidad con la invencidén

puede ser cualquier célula en la cual una secuencia de acido
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nucleico que codifica un polipéptido comprende un TNF-alfa de la
invencién, una secuencia homéloga del mismo, una porciédn
funcional del mismo o una porcidén funcional de una secuencia
homéloga del mismo, de conformidad con la invencién se puede
introducir de forma tél que el polipéptido se expresa en niveles
naturales o abajo de niveles naturales, como se define en este
documento. Preferiblemente, un polipéptido de la invencidn que se
expresa en una célula que exhibe farmacologia normal o casi
normal, como se define en este documento.

De acuerdo a una modalidad preferida de 1la presente
invencién, una célula se selecciona del grupc quev consiste de
células COS7, wuna célula CHO, una célula IM (TK-), una célula
NIH-3T3, célula HEK-293, célula K-562 o una célula astrocitoma
1321N1 pero también otras lineas celulares transfectables.

En general, “cantidad terapéuticamente efectiva”,
“dosis terapéuticamente efectiva” y “cantidad efectiva” significa
la cantidad necesaria para lograr el resultado o resultados
deseados (modulacidn del enlace TNF-alfa; tratamiento o)
prevencién de inflamacién). Un experto de experiencia ordinaria
en la técnica, reconocerd que la potencia y, por lo tanto, una
“cantidad efectiva” puede variar por los compuestos variados que'
modulan en enlace TNF-alfa usando en la invencién. Un experto en
la técnica puede facilmente valorar la potencia del compuesto.

Como se usa en este documento, el término “compuesto”
se refiere a un polipéptido anti-TNF-alfa de 1la presente
invencidén, wuna composicién, o un &cido nucleico capaz de
codificar el polipéptido o un agente identificado de conformidad
con el método seleccionado descrito en este documento o el

polipéptido comprende uno o mé&s aminocdcidos derivatizados.
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Por “farmacéuticamente aceptable” significa un material
que no es bioldgicamente o de otra forma indeseable, es decir, el
material puede ser administrado a un individuo Jjunto con el
compuesto sin causar cualquier efecto bioldégico indeseable o que
interactia en una manera nociva con cualquiera de los otros
componentes. de la composicidén farmacéutica en la cual se
contiene.

Polipéptidos anti-TNF-alfa como se describen en este
documento son uUtiles para tratar o prevenir condiciones en un
sujeto y comprende administrar una cantidad farmaééuticamente
efectiva de un compuesto o composicidn.

Polipéptidos anti-TNF de la presente invencién son
utiles para tratar o prevenir condiciones que se relacionan a
Iartritis reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa,
sindrome del intestino inflamatorio y esclerosis multiple en un
sujeto y comprende administrar una cantidad farmacéuticamente
efectiva de un compuesto o composicidn que enlaza TNF-alfa.

Polipéptidos anti-TNF alfa como se dascribe en este
documento, son utiles para tratar o prevenir condiciones en un
sujeto y comprende administrar una cantidad farmacéuticamente
efectiva de una combinacién de compuesto con otra, tal como, por
ejemplo, aspirina.

Los polipéptidos anti-TNF-alfa como se describe en este
documento, son Utiles para tratar o prevenir condiciones que se
relacionan-a artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis
ulcerativa, sindrome del intestino inflamatpria y esclerosis
multiple en un sujeto y comprende administrar una cantidad
farmacéuticamente efectiva de una combinacidén ce compuesto con

otra, tal como, por ejemplo, aspirina.
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La presente invencidén no se limita a la administracién
de formulaciones que comprenden un compuesto unico de la
invencién. Es dentro del alcance de la invencién para
proporcionar combinacidén de tratamientos en donde una formulaciédn
es administrada a wun paciente en necesidad del mismo que
comprende mas de un compuesto de la invencién.

Condiciones mediadas por TNF-alfa incluyen, pero no se
limitan a artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis
ulcerativa, sindrome del intestino inflamatorio y esclerosis
maltiple.

Un compuesto Util en la presente invencidén puede ser
formulado como composiciones farmacéuticas y administrado a un
hospedante de mamifero, tal como un paciente humanoc o un animal
doméstico en una variedad de formas adaptadas a la ruta escogida
de administraciédn, es decir, oralmente. 0 parenteralmente,
intranasalmente por inhalacién, intravenosa, intramuscular,
tépica o rutas subcuténeas.

Un compuesto de la presente invencidén puede también ser
administrado usando métodos de terapia dei gen de suministro.
Véase, por ejemplo, Patente Estadounidense No. 5,399,346, la cual
se incorpora por referencia en su totalidad. Usando un método de
terapia del gen de suministro, células primarias transfectadas
con el gen para el compuesto de la presente invencidén pueden
adicionalmente ser transfectadas con promotores especificos del
tejido a d6rganos, tejido, injerto, tumores o células especificas
objetivo.

Asi, el compuesto presente puede ser administrado
sistémicamente, por ejemplo, oralmente, en combinacidén con un-

vehiculo farmacéuticamente aceptable tal como un diluyente inerte
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0 un portador comestible asimilable. Pueden ser adjuntados ‘en
capsulas de gelatina dura o suave, pueden ser comprimidos en
tabletas, o pueden ser incorporados directamente con el alimento
de la dieta del paciente. Para administracién terapéutica oral,
el compuesto activo puede ser combinado con uno ¢ mas excipientes
y se usan en la forma de tabletas ingeribles, tabletas bucales,
trociscos, capsulas, elixires, suspensiones, Jjarabes, obleas vy

similares. Tales composiciones y preparaciones deben contener al

o°

menos 0.1 del compuesto activo. El porcentaje de las
composiciones y preparaciones puede, por supuesto, ser variado y
puede convenientemente ser entre aproximademente 2 hasta
aproximadamente 60% del peso de una forma de dosificacién
unitaria proporcionada. La cantidad del compuesto activo en tal
composicidédn terapéuticamente util es de forma tal que se obtendréa
el nivel de dosificacién efectivo.

Las tabletas, trociscos, pildoras, cépsulas y similares
también pueden contener los siguiente: también se pueden agregar
aglutinantes tales como goma de tragacanto, acacia, almiddén de
maiz o gelatina; excipientes tales como fosfato dicalcio; un
agente desintegrante tal como almidén de maiz, almiddén de para,
dcido alginico y similares; un lubricante tal como estearato de
magnesio; y un agente endulzantes tal como sacarosa, fructuosa,
lactosa aspartame o un agente saborizante tal como menta, aceite
de gaulteria, o saborizante de cereza. Cuando la forma de unidad
de dosificacidén es una capsula, puede contener ademés al material
del tipo anterior, un portador 1liquido, tal como un aceite
vegetal o un polietilen glicoli Otros materiales variados pueden
estar presentes como revestimientos o para de otra forma

modificar la forma fisica de la forma de dosiificacidén unitaria
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s6lida. Por ejemplo, tabletas, pildoras o cépsulas pueden ser
revestidas con gelatina, cera, laca o aztcar y similares. Un
jarabe o elixir puede contener el compuesto activo, sacarosa o
fructuosa como un agente edulcorante, metilo y propilparabenocs
tal como preservativos, un tinte y saborizante tal como sabor
cereza O naranja. Por supuesto, cualquier material usado en la
preparacidén de cualquier forma de dosificacién unitaria debe ser
farmacéuticamente aceptable' y sustancialmente no téxico en las
cantidades empleadas. Ademds, el compuesto activo puede ser
incorporado en preparaciones y dispositivos de liberacién
sostenida.

El compuesto activo también se administra
intravenosamente o intraperitonealmente por infusidn o inyeccidn.
Las soluciones del compuesto activo o sus sales se pueden
preparar en agua, opcionalmente mezclado con ua tensoactivo no
téxico. También se pueden preparar dispersiones en glicerol,
polietilen glicoles liquidos, triacetina y mezclas de los mismos
y en aceites. Bajo condiciones ordinarias de almacenaje y uso,
estas preparaciones contienen un preservativo para prevenir el
crecimiento de microorganismos.

Las formas de dosificacién farmacéutica adecuadas para
inyeccién o infusidén pueden incluir solucioneé o dispersiones
acuosas estériles o} polvos estériles que comprenden el
ingrediente activo los cuales se adaptan para la preparaciéh
extemporanea de soluciones o) dispersiones inyectables o)
infusibles estériles, opcionalmente encapsulados en liposomas. En
todos los <casos, la forma de dosificacidén ultima debe ser
estéril, fluida y estable bajo las condiciones de manufactura %

almacenaje. El1 portador liquido o vehiculo pueds ser un solvente
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o medio de dispersién liquido que comprende, por ejemplo, agua,
etanol, un poliol (por ejemplo, glicerol, propilen glicol,
polietilen glicoles liquidos y similares), aceites vegetales,
gliceril ésteres no téxicos y mezclas adecuadas de los mismos. Se
puede mantener la fluidez apropiada, por ejemplo, por la
formacién de 1liposomas, por el mantenimiento de tamafio de
particulas requeridas en el caso de dispersiones o por el uso de
tensoactivos. La prevencidén de la accidn de microorganismos puede
ser causado aproximadamente por varios agentes antibacterianos y
antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido
sdérbico, timerosal y similares. En muchos casos, serd preferible
incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azucares, amortiguadores
o cloruro de sodio. Se puede provocar la absorcidn prolongada de
las composiciones inyectébles aproximadamente por el uso en las
composiciones de agentes que retardan la absorcidn, por ejemplo,
monoestearato de aluminio y gelatina.

Se | preparan soluciones inyectaoles estériles
incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida en el
solvente apropiado con varios de los otros ingredientes
enumerados anteriormente, como sea requeridos, seguido por
esterilizacidn por filtrado. En el caso de polvos estériles para
la preparacidén de soluciones inyectables estériles, los métodos
preferidos de preparacidén son secado a vacio y las técnicas de
secado por congelamiento, las cuales proporciocnan un polvoc del
ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado
presente en las soluciones filtradas previamente esterilizadas.

Para administracidén tdépica, el compuesto presente puede
ser aplicado en forma pura, es decir, cuando son liquidos. Sin

embargo, serd generalmente deseable administrarlos a la piel como
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composiciones o formulaciones, en combinacién con un por:§£or
dermatoldédgicamente aceptable, el cual puede ser un sdélido o un
liquido.

Portadores sélidos utiles incluyen sbélidos finamente
divididos tal como talco, arcilla, celulosa microcristalina,
silice, alumina y similares. Portadores liquidos utiles incluyen
agua, hidroxialquilos o glicoles o n@zcias ague-alcohol/glicol,
en las cuales el compuesto presente se puede disolver o dispersar
en niveles efectivos, opcionalmente con la ayuda de tensoactivos
no toéxicos. Se pueden agregar adyuvantes tales como fragancias vy
agentes antimicrobianos adicionales para optimizar las
propiedades para un uso proporcionado. Las composiciones liquidas
resultantes se pueden aplicar a partir de almohadillas
absorbentes, usadas para impregnar vendajes y otras telas, o
rociando en el &rea afectada usando rociadores tipo bomba o en
aerosol.

Espesantes tales como polimeros sintéticos, A&cidos
grasos, sales de &cido graso y ésteres, alcoholes grasos,
celulosas modificadas o materiales de mineral mcdificados también
se pueden emplear con portadores liquidos para formar pastas para
untar, geies, unglientos, Jjabones y similares, para aplicacidn
directamente a la piel del usuario.

Ejemplos de composiciones dermatoldégicas Utiles las
cuales se pueden usar para suministrar el compuesto a la piel se
conoce en la técnica; por ejemplo, véase Jacquei et al., (Patente
Estadounidense No. 4,608,392), Geria (Patente Estadounidense No.
4,992,478), Smith et al. (Patente Estadounidens= No. 4,559,157) y
Wortzman (Patente Estadounidense No. 4,820,508).

Dosificaciones utiles del compuasto se pueden
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determinar comparando su actividad in vitro, y actividad in vivo

en modelos animales. Métodos para la extrapolacién de

dosificaciones efectivas en ratones y otros animales, a humanos
se conoce en la técnica; por ejemplo, véase la Patente
Estédounidense No. 4,938,949.

Generalmente, la concentracién de los compuestos en una
composicidén liquida, tal como una locidn, serd de aproximadamente
0.1-25% en peso, preferiblemente de aproximadamente 0.5-10% en
peso. La concentracidén en una composicién semi-sélida o sdbdlida
tal como un gel o un polvo serda aproximadamente 0.1-5% en peso,
preferiblemente aproximadamente 0.5-2.5% en peso.

La cantidad del compuesto, o una sal activa o derivado
del mismo, requerida para uso en tratamiento, variard no
unicamente con la sal particular seleccionada pero también con la
ruta de administracidén, la naturaleza de 1la condicidén a ser
tratada y la edad y condicidén del paciente y serid en ultima
instancia en la discrecién del médico o especialista que atiende.
También la dosificacién del compuesto varia dependiendo de 1la
célula objetivo, tumor, tejido, injerto u o6rganco.

La dosis deseada puede convenientemente ser presentada
en una dosis uUnica o como dosis dividida administrada en
intervalos apropiados, por ejemplo, como dos, tres, cuatro o mas
sub-dosis por dia. La sub-dosis puede ademéds ser dividida, por
ejemplo, en un numero de administraciones especiadas con discreta
holgura; tal como 1inhalaciones multiples de un soplador o por
aplicacidén de una pluralidad de gotas en el ojo.

Un régimen de administracidén puede incluir tratamiento
diario de accidén prolongada. Por “accidén prolongada” significa al

menos dos semanas y preferiblemente, varias semranas, meses o afios
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de duracidén. Se pueden determinar modificaciones necesarias en
esta intervalo de dosificacidén por un experto ordinario en la
técnica, usando Unicamente experimentacidn de rutina
proporcionada en las ensefianzas en este documento. Véase
Remington’s Pharmaceutical Sciences (Martin, E.W., ed. 4), Mack
Publishing Co., Easton, PA. La dosificacién también se puede
ajustar por el médico individual en el evento de cualqguier
complicacién.

La invencién proporcionada para un agente que es uh
modulador de inferacciones del receptor TNF-alfa/TNF-alfa.

El agente candidato puede ser un ageate sintético, o
una mezcla de agentes, o puede ser un producto natural (por
ejemplo, un extracto de planta o cultivo sobrenadante). Un agente
candidato de conformidad con la invencién incluye una molécula
pequerfia que puede ser sintetizada, un extracto natural, péptidos,
proteinas, carbohidratos, lipidos, etc.

Se pueden seleccionar agentes moduladores candidatos de
bibliotecas grandes de agentes sintéticos o naturales. Numerosos
medios son actualmenté usados para sintesis directa y al azar de
agentes en base a sacarido, péptido y &cido nucleico. Bibliotecas

de agente sintético estédn comercialmente disponibles de un numero

de compariias que incluyen Maybridge Chemical Co. (Trevillet,
Cornwall, UK), Comgenex (Princeton, NJ), Brandon Associates
(Merrimack, NH) y Microsource (New Milford, CT). ©Una rara

biblioteca quimica estd disponible de Aldrich (Milwauke, WI).
Bibliotecas combinatorias estan disponibles y se pueden preparar.
Alternativamente, las bibliotecas de agentes naturales en la
forma de extractos de bacteria, hongo, planta y animal estéan

disponibles de por ejemplo, Pan Laboratories (Bothell, WA) o
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MycoSearch (NC), o son féacilmente producibles por métodos bien
conocidos en la técnica. Adicionalmenté, bibliotecas y agentes
producidos natural y sintéticamente son fé&cilmente modificados a
través de medios quimicos, fisicos y bioquimicos convencionales.

Agentes Utiles se pueden encontrar dentro de numerosas
clases quimicas. Agentes utiles pueden ser agentes organicos o
agentes organicos pequefios. Agentes organicos pequefios tienen un
peso molecular de més de 50 aun més de aproximadamente 2,500
daltons, preferiblemente menos de aproximadamente 750, méas
'preferiblemente menos de aproximadamente 350 daltons. Clases
ejemplares incluyen heterocitos, péptidos, sacaridos, esteroides
y similares. Los agentes se pueden modificar para mejorar la
eficacia, estabilidad, compatibilidad farmacéutica y similares.
Se puede usar la identificacidén estructural de un agente para
identificar, generar o seleccionar agentes adicionales. Por
ejemplo, en donde los agentes del péptido se identifican, pueden
ser modificados en wuna variedad de vias para mejorar su
estabilidad, tal como usando un aminodcido no natural, tal como
amincacido D, pafticularmente alanina D, funcionalizando el amino
o0 términos carboxilicos, por ejemplo, para el grupo amino,
acilacidén o alquilacidébn y para el grupo carboxilo, esterificaciédn
o amidificacién o similares.

Para seleccidédn primaria, una concentracidén uGtiles de un
agente candidato de conformidad con ila invencién se de
aproximadamente 10 mM hasta aproximadamente 100 uM o mas (es
decir, 1 mM, 10 mM, 100 mM, 1 M, etc.). La concentracidén de
seleccidén primaria serd usada como un limite superior, a lo largo
con nueve concentraciones adicionales, en donde las

concentraciones adicionales se determinan reduciendo la
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concentracidén de seleccidén primaria en intervalos diarios medios
(por ' ejemplo, por 9 concentraciones més) para selecciones
secundarias o para generar curvas de concentraciédn.

Un kit se seleccidén para procesamiento mayor de
conformidad con la invencidén, comprende todos los medios
necesarios y medios para realizar la deteccidén de un agente que
modula interacciones del receptor TNF—alfa/TNFQalfa,
interactuando con TNF-alfa en la presencia de un polipéptido,
preferiblemente a una concentracidén en el intervalo de 1 uM a 1
mM.

El kit compfende lo siguiente: Células recombinantes de
la invenciédn, que comprenden y expresan la secuencia de
nucledétido que codifica TNF-alfa, el cual se hace crecer de
conformidad con el kit en un soporte sdélido, tal como una placa
de microtitulador, mas preferiblemente una placa de
microtitulador de 96 cavidades, de conformidacd a métodos bien
conocidos en la persona experta en la técnica, especialmente como
se describe en el documento WO 00/02045. Alternativamente TNF-
alfa se proporciona en una forma purificada para ser inmovilizado
en, por ejemplo, una placa de microtitulador de 96 cavidades por
la persona experta en la técnica. Alternativamente TNF-alfa se
proporciona en el kit pre-inmovilizado en, por ejemplo, una placa
de microtitulador de 96 cavidades. El TNF-alfa puede ser TNF-alfa
completo o un fragmento del mismo.

Agentes moduladores de conformidad con la invencidn, en
concentraciones de aproximadamente 1 uM hasta 1 mM o mas, se
agregan a las paredes definidas en la presencia de uné
concentracién apropilada de polipéptido anti-TNF-alfa, una

secuencia homéloga del mismo, una porcidén funcional del mismo o
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una porcidén funcional de una secuencia homéloga del mismo, dicha
concentracidén del polipéptido preferiblemente en el intervalo dé
1 uM hasta 1 mM. Kits que contienen uno o mas polipéptidos anti-
TNF-alfa de la invenciédn.

Ensayos de enlace se realizan de conformidad con los
métodos ya descritos en este documento y los resultados se
comparan al nivel de linea base de, por ejemplo, TNF-alfa
enlazado a un polipéptido anti-TNF-alfa, una secuencia homdloga
del mismo, wuna porcién funcional del mismo o una porcidn
funcional de wuna secuencia homéloga del mismo, pero en la
ausencia de agente modulador agregado. Cavidades que muestran al
menos 2 plieques, preferiblemente 5 pliegues, mas preferiblemente
10 plieqgues y mas | preferiblemente 100 pliegues 0 més
incrementados o disminuidos en enlace polipéptido TNF—alfa (por’
ejemplo) comparado al nivel de actividad en la ausencia del
modulador, se seleccionan para analisis adicional.

La invencidén proporciona otros kits Gtiles para
seleccidén de moduladores del enlace del receptor TNF-alfa/TNF-
alfa, asi como kits utiles para diagnosis de trastornos
caracterizado por disfuncidén de TNF-alfa. La ihvencién también
proporciona kits utiles para seleccionar moduladores de
trastornos, asi como kits para su diagnosis, los trastornos se
caracterizan por uno o mas procesos que involucran TNF-alfa. Kits
utiles de conformidad con la invencién puedernn incluir un TNF-
aislado. Alternativamente, o en adicidén, un kit puede comprender
células transformédas para expresar TNF—alfat En una modalidad
adicional, un kit de conformidad con la invencidén, puede
comprender un polinucledétido que codifica TNF-alfa. En aun una

modalidad adicional, un kit de conformidad con la invencidn puede



comprender los cebadores especificos utiles para amplificacién de
TNF-alfa. Los kits uUtiles de conformidad con la invencidén pueden
comprender un polipéptido TNF-alfa aislado, un homdélogo del
mismo, o una porcién funcional del mismo. Un kit de conformidad
con la invencidn puede comprende células transformadas para
expresar el polipéptido. Los kits pueden contener mas de un
polipéptido. En una modalidad adicional, un kit de conformidad
con la invencién comprende un polinucleétido que codifica el TMF-
alfa. En atn una modalidad adicional, un kit de conformidad con
la invencidén puede comprender los cebadores especificos utiles
para amplificacidén de una macromolécula tal como, por ejemplo,
TNF-alfa. Todos los kits de confermidad con la invencién
comprenderan los articulos de estado o combinaciones de articulos
y envasado de materiales de los mismos. Los kits también
incluiran instrucciones para uso.

Ademas, serd claro a una persona experta que puede ser
posible “injertar” uno o méds de los CDR mencionados anteriormente
para los Nanocuerpos de la invencidén en otros “andamiajes”, que
incluye pero no se limita a andamiaje humano ¢ andamiaje no se
inmunoglobulina. Andamiaje adecuado y técnicas para el injerto
CDR serdn claros a la persona experta y son bien conocidos en la
técnica, véase por ejemplo, los documentos US—A—7,l80,370, WO
01/27160, EP 0 605 522, EP 0 460 167, US-A-7,054,297, Nicaise et
al., Protein Science (2004), 13:1882-1891; Ewert et al., Methods,
2004 Oct;‘34(2):184—199; Kettleborough et al., Protein Eng. 1991
Oct; 4(7): 773-783; O’'Brien and Jones, Methods Mol. Biol. 2003:
207: 81-100, y Skerra, J. Mol. Recognit. 2000: 13: 167-187 vy
Saerens et al., J. Mol. Biol. 2005 Sep 23; 352(3): 597-607, y las

referencias adicionales citadas en este documento. Por ejemplo,
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las técnicas conocidas per se para injertar CDR de rata o ratdn
en estructuras y andamiajes humanos se puede usar de una manera
andloga para proporcionar proteinés quiméricas que comprenden uno
o mads de los CDR de los Nanocuerpos de la invencién y una
regiones de estructura humana o secuencias.

Asi, en otra modalidad, la invencidén comprende un
polipéptido quimérico que comprende al menos una secuencia CDR
escogida del grupo que cohsiste de secuencias CDR1, secuencias
CDRZ2 y secuencias CDR3 mencionadas en este documento para 1los
Nanocuerpos de la 1invencidén. Preferiblemente, tal polipéptido
quimérico comprende al menos una secuencia CDR escogida del grupo
que consiste de las secuencias CDR3 mencionadas en este documento
para los Nanocuerpos de la invencidn, y opcionalmente también al
menos una secuencia CDR escogida del grupo que consiste de 1las
secuencias CDR1 y secuencia CDR2 mencionada en este documento
para los Nanocuerpos de la invencidn. Por ejemplo,y tal
polipéptido quimérico puede comprender una secuencia CDR escogida
del grupo que consiste de las secuencias CDR3 mencionadas en este
documento para los Nanocuerpos de la invencién, ina secuencia CDR
escogida del grupo que <consiste de las secuencias CDRI1
mencionadas en este documento para los Nanocuerpos de la
invencién y una secuencia CDR escogida del grupo que consiste de
las ' secuencias CDR1 y secuencias CDR2 mencionadas en este
documento para los Nanocuerpos de la invencién. Las combinaciones
de CDR que se mencionan en este documento como se prefiere para
los Nanocuerpos de la invencidén usualmente también seran
preferidas para estos polipéptidos quiméricos.

En los polipéptidos quiméricos, los CDR se pueden

enlazar a secuencias de aminodcido adicional vy/o pueden ser
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enlazados entre si via secuencias de aminodcido, en las
secuencias de aminodcido son preferiblemente secuencias de
estructura o son secuencias de aminoacido que actuan como
secuencias de estructura, o Jjuntos forman un andamiaje para
presentar los CDR. Se hace nuevamente referencia a la técnica
anterior mencionada en los uUltimos parrafos. D2 acuerdo a una
modalidad preferida, las secuencias de aminodcido son secuencias
de estructura humana, por ejemplo secuencias de estructura Vy3.
Sin embargo, también se pueden usar secuencias de estructura, no
humana, sintética, semi-sintética o no de inmunoglobulina.
Preferiblemente, las secuencias de estructura usadas son de forma
tal que (1) el polipéptido quimérico es capaz de enlazar XXxx, es
decir con una afinidad que es al menos 1%, preferiblemente al
menos 5%, més preferiblemente al menos 10%, tal como al menos 25%
y hasta 50% o 90% o méé de la afinidad del Nanocuerpo
correspondiente de la invencidn; (2) el polipéptido quimérico es
adecuado para uso farmacéutico; y (3) el polipéptido quimérico es
preferiblemente esencialmente no inmunogér.ico bajo las
condiciones planeadas para uso farmacéutico (es decir,
indicacién, forma de administracién, dosis y régimen de
tratamiento) del mismo (el cual puede ser esencialmente andlogo a
las condiciones descritas en este documento para el uso de los
Nanocuerpos de la invencién).

De acuerdos a una modalidad no limitante, el
polipéptido quimérico comprende al menos dos secuencias CDR (como
.se menciona anteriormente) unidas via al menos una secuencia de
estructura, en la cual preferiblemente al menos una de las dos
secuencias CDR es una secuencia CDR3, con la otira secuencia CDR

siendo una secuencia CDR1 o CDR2. De conformidad a una modalidad
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preferida, pero no limitante, el polipéptido quimérico comprende
al menos dos secuencias CDR (como se menciona anteriormente)
unido a al menos dos secuencias de estructura, en la cual
preferiblemente al menos una de las tres secuencias CDR es una
secuencia CDR3, con las otras dos secuencias CDR siendo -
secuencias CDR1 o CDR2, y preferiblemente usando una secuencia
CDR1 y una secuencia. CDR2. De acuerdo a una modalidad
especificamente preferido, pero. no limitante, 1los polipéptidos
quiméricos tienen la estructura CR1’-CDR1-FR2’-CDR2-FR3’-CDR3-
FR4’, en la cual CDR1, CDR2 y CDR3 son como se definen en este
documento para los CDR de los Nanocuerpos de la invencidén, vy
FR1’, FR2’, FR3’ y FR4’ son secuencias dé estructura. FR1’, FR2’,
FR3’ y FR4’ pueden en particular ser secuencias de Estructura i,
Estructura 2, Estructura 3 y Estructura 4, respectivamente, de un
anticuerpo humano (tal como secuencias Vy3) vy/o partes o
fragmentos de tales secuencias de Estructura. También es posible
usar partes o fragmentos de un polipéptido quimérico con la
estructura FR1’-CDR1-FR2-FR3’-CDR3-FR4. Preferiblemente, tal como
partes o fragmentos son de forma tal que cubren el criterio
mostrado en el parrafo precedente.

La invencidén también se refiere a ©proteinas u
polipéptidos que comprenden y/o esencialmente consisten de
polipéptidos quiméricos, a &cido nucleicos que codifican.tales
proteinas o polipéptidos; a métodos para preparar tales proteinas
y polipéptidos; a células hospedantes que expresan O son capaces
de expresar tales proteinas o polipéptidos; a composiciones, y en
particular a composiciones farmacéuticas, que compfenden tales
proteinas o polipéptidos, &acidos nucleicos o células hospedantes;

y al wuso de tales proteinas o polipéptidcs, tales Aacidos
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nucleicos, tales células hospedantes y/o tales composiciones, en
particular para propdsitos profilacticos, terapéutico y
diagnéstico, tal como los propdsitos profildcticos, terapéuticos
o diagndéstico mencionados en este documento. Por ejemplo, tales
proteinas, polipéptidos, &cidos nucleicos, métodos, células
hospedantes, composiciones y usos pueden ser andlogos a las
proteinas, ©polipéptidos, dcidos nucleicos, métodos, células
hospedantes, composiciones y usos como se describen en este
documento para los Nanocuerpos de la invencién.

También se notard que, cuando los Nanocuerpos de la
invencién contienen una o mé&s secuencias CDR que las secuencias
CDR preferidas mencionadas anteriormente, estas secuencias CDR
pueden ser cualquier secuencia CDR adecuada (es decir, adecuada
para por propdésitos descritos en este documanto) vy/o estas
secuencias CDR se puede obtener en cualquier manera conocida per
se, por ejemplo, de Nanocuerpos (preferido), dominios. Vy de
anticuerpos convencionales (y en particular de anticuerpos
humanos), anticuerpos de cadena pesada, anticuerpos de 4 cadenas
convencionales (tal como anticuerpos de 4 cadenas humanos ) u
otras secuencias de inmunoglobulina dirigidas contra TNF. Taleé
secuencias de inmunoglobulina dirigidas contra xxxx se pueden
generar en cualquier manera conocida per se, como serd claro a
una persona experta en la técnica, es decir, por humanizacidén con
TNF o por seleccidén de una biblioteca adecuada de secuencias de
inmunoglobulina con TNF, o cualquier combinacién adecuada del
mismo. Opcionalmente, esto puede ser sequido por técnicas tales
como mutagénesis dirigida al sitio o al azar y/o otras  técnicas
para maduracidén por afinidad conocidas per se. Técnicas adecuadas

para generar tales secuencias de inmunoglobulira serdn claras a
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una persona experta, y por ejemplo incluyen técnicas de seleccidn
revisadas por Hoogenboom, Nature Biotechnology, 23, 9, 1105-1116
(2005) . Otras técnicas para generar inmﬁnoglobulinas contra un
objetivo especifico, incluyen por ejemplo, la tecnologia Nanoclon
(como por ejemplo, se describe en la solicitud de patente
provisional estadounidense no prepublicada 60/648,922), asi
llamada tecnologia SLAM (como por ejemplo, se describe en la
solicitud de patente Eurcpea 0 542 810), el uso de ratones
transgénicos que expresan inmunoglobulinas humanas o las técnicas
de hibridoma bien conocidas (véase por ejemplo, Larrick et él,
Biotechnology, Vol. 7, 1989, p. 934). Todas estas ﬁécnicas se
pueden usar para dJgenerar inmunoglobulinas coﬁtra TNF, y los CDR
de tales inmunoglobulinas se pueden usar en los Nanocuerpos de la
invencién, es decir, como se resume anteriormente. Por ejemplo,
la secuencia de tal CDR se puede determinar, sintetizado y/o
aislado, e insertado en 1la secuencia de un Nanocuerpo de la
invencién (por ejemplo, para reemplazar el CDR nativo
correspondiente), todas las técnicas usadas, conocidas per se
como aquellas descritas en este ddcumento, o Nanocuerpos de la
invencién que contienen tales CDR (o &cidos nucleicos que
codifican al mismo) se pueden sintetizar de novo, nuevamente
usando las técnicas mencionadas en este documento.

La 1invencién ahora se describe por medios de. los
siguientes ejemplos no limitantes, en los cuales las figuras se

muestra:

Nanocuerpos TNFoa Monovalentes

Figura 1:- Alineacidén de secuencia de nanocuerpos TNFo

humano
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Figura 2: alineacién de secuencia de nanocuerpos TNFo
especifico de albumina de suero

Figura 3: Enlace de nanocuerpos TNFx especifico de
albimina a alblmina de suero humano

Figura 4: Enlace de nanocuerpos TNFx especifico de
albltmina para albumina de suero rhesus

Figura 5: Enlace de nanocuerpos TNFx especifico de
albumina a albumina de suero de ratdn

Figura 6: Pureza de TNFoa y nanocuerpos de albumian de
suero (SDS-PAGE)

Figura 7: Andlisis de Manchado- Weszern de TNFx y
nanocuerpos de albumina de suero

Figura 8: Enlace de nanocuerpos TNFa a TNFa humano
(ELISA)

Figura 9: Enlace de nanocuerpos TNFx a TNFa rhesus
(ELISA)

Figura 10: Ensayo del receptor-inhibicién en Enberl de
TNFo humano

Figura 11: Ensayo receptor-inhibicidén en Enbrel para
TNFo rhesus

Figura 12: Enlace de nanocuerpos TNFa a TNFa humano

(Biacore)

Figura 13: Enlace de nanocuerpos TNFa a TNFoa rhesus
(Biacore)

Figura 14: Enlace de nanocuerpos TNFa a Proteina A
(Biacore)

Figura 15: Tratamiento por temperatura de TNFa vy
nanocuerpos de albumina de suero (Manchado Western)

Figura 16: Estabilidad: Tratamiento por temperatura de
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Figura 17. Tratamiento por temperatura de nanocuerpos

nanocuerpos TNFa (ELISA)

de albumina de suero (Biacore)

Nanocuerpos TNFa Bivalentes

Figura 18: Pureza de nanocuerpos TNFo bivalentes (SDS-
PAGE)

Eigura 19: Andlisis de Manchado Western de nanocuerpos
TNFo bivalente

Figura 20: Ensayo receptor-inhibicién en Enbrel para
nanocuerpos TNFo bivalentes

Figura 21: Estabilidad: Tratamiento por temperatura de

nanocuerpos TNFa bivalentes (ELISA)

Nanocuerpos TNFoa monovalentes humanizados

Figura 22: Alineacién dé secuencia mﬁltiple de
nanocuerpos humanizados TNF1

Figura 23: Alineacién de secuencia multiple de
nanocuerpos humanizados TNF2

Figura 24: Alineacidén de secuencia multiple de
nanocuerpos humanizados TNF3

Figura 25: Alineacidn de secuencia multiple de
nanocuerpos humanizados ALB1

Figura 26: Pureza de TNFo humanizado y nanocuerpos de
albumina de.suero (SDS-PAGE)

Figura 27: Analisis de Manchado Western de TNFo.
humanizado y nanocuerpos de albumina de suero

Figura 28: Enlace de nanocuerpos TNFa humanizados a

TNFo humano
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29: Enlace de nanocuerpos de clbUmina de suero

humanizado a albumina de suero humano

Figura

nanocuerpos TNFa

humanizados

30: Estabilidad: Tratamiento por temperatura de

(ELISA)

trivalentes

Nanocuerpos TNF«
Figura
PAGE)

Figura

TNFo trivalente

31: Pureza de nanocuerpos TNFa trivalentes (SDS-

32. Analisis de Manchado Western de nanocuerpos

Figura 33: Estabilidad: Tratamiento por temperatura de
nanocuerpos TNFa trivalentes (ELISA)
Nanocuerpos TNFo monovalentes humanizados (segunda serie)

Figura  34: Alineacién de secuencia miltiple de
nanocuerpos humanizados TNF1

Figura  35: Alineacidén de secuencia multiple de
nanocuerpos humanizados TNF2

Figura 36: Alineacidén de sécuencia maltiple de
nanocuerpos humanizados TNF3

Figura 37: Alineacidén de secuencia multiple de
nanocuerpos humanizados ALB1

Figura 38. Pureza de nanocuerpos TNFo humanizados (SDS-
PAGE)

Figura 39: Anadlisis de Manchado Western de nanocuerpos

TNFo humanizados
Figura
TNFo hUmano

Figura

40: Enlace de nanocuerpos TN7a humanizados a

41: Estabilidad: Tratamiento por temperatura de
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nanocuerpos TNFoa humanizados
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(ELISA)

Figura 42: Analisis de TNF60 purificado en gel de SDS-

PAGE terfiido de plata (A)

en anadlisis de manchado Western usando anti-NB

Figura 43:

analitico de TNF60 en Superdex HR75

Figura 45:

gel SDS-PAGE teriido de coomassie

Cromatograma

(B) vy

(C)

para deteccidn

de exclusidn de tamafno

Curva de respuesta a la dosis obtenida en

ensayo de citotoxicidad con TNF-alfa humano usando Nanobody™

TNF60 en comparacién con Enbrel

y Remicade (Infliximab)

(Etanercept),

Humira (Adalimumab)

Figura 46: Curva de respuesta a la dosis obtenida en

ensayo de citotoxicidad con TNFoa rhesus

en comparaciédn con Enbrel

(Etanercept),

usando Nanobody™ TNF60

Humira (Adalimumab) vy

farmacocinética de TINF60 en

inmunogenicidad de TNF60 en

Figura 49: Andlisis de TNF56-PEG40 purificado, TNF56-

Remicade (Infliximab)

Figura 47: Perfil de
ratones

Figura 48: Perfil de
ratones
PEG60, TNF56-biotina, TNF55-PEG40,

gel de SDS-PAGE tefiido de coomassie

Figura 50:

SDS-PAGE usando tefiido de plata

andlisis de manchado Western usando anti-NB

Figura 51:

(A)

Cromatograma

TNF55-PEG60 y TNF55-biotina en

Analisis de TNF56-PEG40 purificado en gel

analitico de TNF56-PEG40 en Superdex HR 75

Figura 52:

Cromatograma

tefiido coomassie (B) y en
(C) para deteccidn

de exclusidén por tamarfio

de exclusidén por tamafio

analitico de TNF56-PEG40 en Superdex HR 200

Figura 53:

Curva de respuesta a la dosis obtenida en
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ensayo de citotoxicidad con TNFa humano usando Nanobody™ TNF56-
PEG40 y el Nanobody ™ de tipo native monovalente TNF1l en
comparacién con Eﬁbrel (Etanercept), Humira (Adalimimab) y
Remicade (Infliximab)

Figura 54: Curva de respuesta a la dosis obtenida en
ensayo de .citotoxicidad con TNFa Rhesus usando Nanobody™ TNFS56-
PEG40 en comparacidén con Enbrel (Etanercept), Humira (Adalimumab)
y Remicade (Infliximab)

Figura 55: Analisis de farmacocinética de Nanobody™
TNF56-PEG40 bivalente pegilado y TNF56-PEG60 después de 1la
administracidén intravenosa en ratones

Figura 56: andlisis de farmacocinética de Naobody™ 3E-
3E-PEG200 bivalente pegilado, Nanobody™ 3E-3E-PEG40 bivalente
pegilado y Nanobody™ 3E-3E-AR1 biespecifico después de la
administracidén intravenosa en ratones

Figura 57: Perfil de inmunogenicidad de TNF56-PEG40 vy
TNF56-PEG60 en ratones

Figura 58: Eficacia de TNF60 en 1a prevencién de
poliartritis crénica en ratones

Figura 59: Eficacia de TNF60 en tratamiento terapéutico
de poliartritis crénica en ratones

Figura 60: Efecto de Nanobody™ TNF60 que forma una
eficacia en la prevencidén de poliartritis crdnice en ratones

Figura 61: Alineacién de secuencia de Nanobodies™
PMP1C2, 3E, 1A y 3G

Figura 62: Modelo molecular de TNF-60

Las tablas afiadidas forman una parte integral de la

presente especificacién y son como siguen:
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Nanocuerpos TNFoa monovalentes

Tabla 8: Listado de secuencia de nanocuerpos TNF«

Tabla 9: Valores Koff de nanocuerpos TNFa humanos

Tabla 10: Homologia de TNFo y nanocuerpos de albumina
de suero para secuencias linea gérminal humana

Tabla 11: Niveles de expresién de TNFa vy

nanocuerpos de albumina de suero

Tabla 12: ELISA enlazado a TNFa humano y rhesus

Tabla 13: ensayo receptor-inhibicién de nanocuerpos
TNFo

Tabla 14. Andlisis Biacore de nanocuerpos TNF«

Tabla 15: Enlace de‘nanocuerpos TNFax a TNFoa (valores
Kp)

Tabla 16: Potencia de»nanocuerpos TNFo para neutralizar
TNFo humano (a) y rhesus (b)

Tabla 17: 0D280nm de TNFa y nanocuerpos de albuUmina de
suero después del tratamiento por temperatura

Tabla 18: Potencia de nanocuerpos TNFa después del

tratamiento por temperatura

Nanocuerpos TNFa Bivalentes

Tabla 19: Listado de secuencia de nanocuerpos TNF«
bivalentes y secuencia enlazadoras

Tabla 20: Constructos de nanocuerpo TNFa bivalentes

Tabla 21: Niveles de expresién de nanocuerpos TNFo
bivalente |

Tabla 22: Ensayo receptor-inhibicién de nanocuerpos

TNFo bivalente
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Tabla 23: Potencia de nanocuerpos TNFoa para neutralizar
TNFa humano (a) y rhesus (b)

Tabla 24: 0D280nm de nanocuerpos TNFa bivalentes

Nanocuerpos TNFo monovalentes humanizados

Tabla 25: Lisfado de secuencia de TNFa monovalente
humanizado y nanocuerpos de albumina de suero

Tabla 26: Niveles de expresidén de TNFa humanizado vy
nanocuerpos de albumina de suero

Tabla 27: Potencia de nanocuerpos TNFoa para neutralizar
TNFo humano

Tabla 28: 0D280nm de TNFo humanizado y nanocuerpos de

albimina de suero

Nanocuerpos TNFo Trivalentes

Tabia 29: Listado de secuencia de nanocuerpos TNF«
trivalente

Tabla 30: Constructos de nanocuerpo TNFo trivalente

Tabla 31: Niveles de expresidén de nanocuerpos TNFo
trivalentes

Tabla 32: Niveles de potencia de nanocuerpos TNFoa para
neutralizar TNFa humano

Tabla 33: Enlace de nanocuerpos trivalentes a albumina
de suero (valores Kp)

Tabla 34: 0D280nm de nanocuerpos TNFo trivalentes

Nanocuerpos TNFa monovalentes humanizados (segunda serie)

Tabla 35: Listado de secuencia de nanocuerpos TNFo

monovalentes humanizados de segunda serie
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Tabla 36: Niveles de expresién de nanocuerpos TNF«
humanizados

Tabla 37: Potencia de nanocuerpos TNFo para neutralizar
TNFo humano

Tabla 38: OD280nm de nanocuerpos TNFo humanizados

Tabla 39: Comparacidén de bicactividad ce nanocuerpos

Tablas Adicionales

Tabla 40: Observacién de oligonucledtidos usados en la
formacién de Nanobodies ™ trivalentes
Tabla 41: Observacidén de oligonucledtidos usados en la

™

clonacidén de Nanobodies trivalentes

Tabla 42: Valores EC50 obtenidos en ensayos de

citotoxicidad usando Nanobody ™

TNF60 trivalente en comparacidén
con controles comerciales (Enbrel, Remicade, Humira)

Tabla 43: Determinacidén de afinidad de TNF60 y TNF24 en
albtmina de suero humaﬁo en Biacore.
Nd, no determinado.

Tabla 44: Observacidén de oligonucledtidos usados en la
formacién de Nanobodies ™ bivalentes

Tabla 45: Valores EC50 obtenidos en ensayos de
»citotoxicidad usando Nanobodies ™ bivalentes en comparacién con
controles comerciales (Enbrel, Remicade, Humira)

Tabla 46: Resultados de estudios de fibroblasto
derivados del sinovio

Tabla 47: Resultados de estudios bolsas de aire de

murina

EJEMPLOS
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Ejemplo 1. Identificacidén de nanocuerpos especificos de
TNFa y albumina de suero

Se identifican nanocuerpos antagonisticos usando llamas
(Llama glama) inmunizado con TNFo humano por 6 inyecciones de 100
ug de la cotocina en intervalos semanales. Se realiza la
seleccidén wusando ensayo en base a competencia, en el cual
nanocuerpos individuales se analizan por su capacidad pafa
inhibir en enlace de TNFa etiquetado a su receptor. Los
nanocuerpos especificoé dé albuimina se identifican de una llama
inmunizada con albumina de suero humano. ILa seleccidén de
nanocuerpos individuales se realiza por ELISA usando albumina de
humano, rhesus y ratén, proporcionando un panel de nanocuerpos de

reaccidén cruzada con la albUimina de suero de varias especies.

Ejemplo 2: Analisis de secuencia de nanocuerpos
aislados

Diferentes clases de nanocuerpos se identifican en el
andlisis de secuencia (Figura 1) usando una matriz de registro
BLOSUM62 y un valor de similitud significante de corte de 2 60%,
Clase I (PMP1 C2, PMP1 G11, PMP1 H6), Clase II (PMP1 G5, PMP1l H2,
PMP3 G2), Clase IIb (PMP1 D2), Clase III (PMP3 D10, PMP5 FlO)l La
Tabla 8 lista las secuencias de estos aﬁticuerpos TNFo (SEC 1ID
Nos: 52 a ©60).

En base al analisis de secuencia (Figura 2) se
identifican clases diferentes de nanocuerpos de albumina de suero
usando la matriz de registro BLOSUM62 y un va-or de similitud
significante de corte 2 60%. La tabla 8 lista las secuencias de

estos nanocuerpos de albumina de suero (SEC ID Nos: 61 a 67).
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Ejemplo 3: Analisis Biacore

TNFo

Se caracteriza el enlace de nanocuerpos ar TNFo por
resonancia de plasmén de superficie en un instrumento Biacore
3000. El1 TNF de diferentes especies es covalentemente enlazado a
la superficie del chip sensor CM5 via amina acoplada hasta que se
alcanzé un incremento de 250 unidades de respuesta. Se
inactivaron grupos reactivos restantes. Se valcraron enlaces de
nanocuerpo a una concentracién (1 en 1,000 diluido). Cada
nanocuerpo se inyecta por 4 minutos a una velocidad de flujo de
45 pl/min para permitir el enlace del antigeno enlazado al chip.
Amortiguador de enlace sin nanocuerpo se envia al chip en la
misma velocidad de flujo para permitir la disociacidén espontanea
del nanocuerpo enlazado por 4 horas. Se calculan valores Koff de
los gramos de sensor obtenidos para los nanocuerpos diferentes.

Se analizan | de cada una clase de proteinas
impurificadas de nanocuerpos en Biacore. Los datos Koff se listan
en la Tabla 9.

Los nanocuerpos representativos de cada clase se
retienen para andlisis adicional en base al valor Koff. Se
selecciona para la clase I PMP1C2 (TNFl), se selecciona PMP1G5
(TNF2) como representativo dev la Clase II; PMPS5F10 (TNEF3) se

selecciona como representativo de la Clase III.

Albimina de suero

Se sometié a ensayo el enlace como se describe
anteriormente excepto que se usaron 1 en 20 diluciones. Las

figuras 3, 4 y 5 ilustraciones seleccionadas de nanocuerpos TNF«
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especificos de albumina contra albUmina de suero humano, rhesus vy
raté4n usando proteina impurificada.
Los nanocuerpos se marcan de conformidad con valores

Koff, véase Tabla III abajo:

Tabla III
"Clase T Humane [ Rhesus  Raton
C .  |PMPGAS  |PMPGAR  |PMP&B4
T PMPAEA  |PMP6B4 | PMPGAS
B PMPEAG  |PMPGAG  |PMPGAG |
B [PMPACI  |PMPSCI  |PMPGCT
'y TMP6GE |PMPGGE | PMPEGS
A ~TPNPEAS —|PMPGAS  |PMPGAS
D PMPEGT  |EMPEGT  |PMPOG7

El mejor Koff se obtiene para elementos de la familia C
y familia B. La reactividad cruzada entre albumina de suero de
ratdén, humano y rhesus también se observdé para elementos de
aquellas familias. Un nanocuerpo representativo de clase B y C se
define por andlisis adicional: PMP6A6 (ALBl) se selecciona como
representativo de Clase B y PMP6A8 (ALB2) se selecciona como

representativo de Clase C.

Ejemplo 4: Clonacién de nanocuerpos monovalentes en pAX051

Descripcidn de vector de expresidn Escherichia coli

pPAX051 es un derivado de pUCl9. Contienen el promotor
LacZ el cual es capaz de controlar la induccién de expresidn
usando IPTG. El vector tiene un gen de resistencia por Ampicilina
o Carbenicilina. Los sitios de clonacién multiple albergan varios
sitios de restriccidén del cual Sfil y BstEITI son freduentemente
usados para clonacién de Nanobodiest™. En estructura con la

secuencia que codifica NB de los cdédigos del vector para una
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etiqueta c-myc C-terminal y una etiqueta (His)6. El péptido de
seflal es la secuencia lider gen3 la cual transloca el Nanobody™™
expresado al periplasma.

La codificacidn de ADN para los nanocuerpos
seleccionados TNF1 (PMP1C2), TNF2 (PMP1G2), TNF3 (PMP5F10), ALB1
(PMP6A6) y ALB2 (PMP68A), se clonaron en pAX051 y el constructo
se transformdé a células electropotentes TGl. Los clones fueron
analizados por inserto de RCP y 1la secuencia de nucledétido se
determindé de 4 clones positivos. Se prepararon soluciones base de
glicerol a partir de clones que contienen la secuencia correcta y

se almacenaron a -80°C.

Ejemplo 5: Expresién de nanocuerpos monovalentes

Se 1nicidé un precultivo inoculando una colonia unica
del clon que expresa los nanocuerpos respectivos a 37°C en caldo
Luria, ampicilina/carbenicilina (100 pg/ml) vy glucosa al 2%
durante la noche. Este precultivo se usdé pera inocular. E1
inéculo es 1% por ciento (p/p) del cultivo de produccidén (medio
. TB + ampicilina/carbenicilina + Glucosa al 0.1%). El1 cultivo de
produccién se hace crecer a 37°C hasta que se alcanza un 0OD600 nm
de 5-10, y la expresién del nanocuerpo es inducida agregando IPTG
(concentracién final de 1 mM). La expresién de proteina se
permite continuar ya sea por 4 horas a 37°C o durante la noche a
28°C, en tal punto, las células son colectadas por centrifugacién
y almacenadas como pasta celular humeda a -20°cC.

Los extractos peripléasmicos preparati&os de la pasta
celular humeda almacenados a -20°C, se hacen resuspendiendo la
pelotilla en amortiguador Peri (50 mM de NaH,PO,, 300 mM de NaCl,

ajustado a pH 8.0), rotando la mezcla por 30 minutos a 4°C vy
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centrifugando la mezcla usando centrifuga preparativa (Sorvall
RC-3C Plus con ﬁn rotor de H-6000A), para formar en pelotilla las
células. El sobrenadante que representa un extracto robusto del
espacio periplasmico, se colecta para purificacion adicional.

Los nanocuerpos etiquetados con His(6), son purificados
en Cromatografia de Afinidad Metédlica InmoVilizada (IMAC). La
"resina TALO (Clontech), es procesada de conformidad con las
instiucciones del fabricante. Los extractos son incubados con la
resina por 30 minutos a TA en un rotator. La resina es lavada con
PBS y transferida a una columna. La resina envasada es lavada con
15 mM de imidazol. Los nanocuerpos son eluidos de la columna
usando 150 mM de imidazol. Las fracciones eluidas son analizadas
por manchado en una membrana Hybond y visualizacidén con Ponceau.
Las fracciones que contienen la proteina, son ‘combinadas vy
dializadas contra PBS. Las proteinas dializadas con colectadas,
esterilizadas en filtro, determinadas de concentracién vy

analizadas en alicuotas a -20°C.

Caracterizacién de nanocuerpos TNFa monovalentes

Ejemplo 6: Homologia de secuencias de linea germ:inal humana

Las secuencias de aminodcido de nanocuerpos, fueron
comparadas con las secuencias de linea germinal humana, como se
representa en la Tabla 10. En orden de homologia a las secuencias
humanas, los nanocuerpos se clasifican como sigue: TNF1>TNF2>TNF3
para .los nanocuerpos TNoa; ALB1>ALB2 para los nanocuerpos de

alblmina de suero.

Ejemplo 7: Nivel de expresidn



~451- A(E)&

Se calcularon los niveles de expresidén y se representan
en la Tabla 1l1. Para proporcionar la clasificacidn de nanocuerpos
como sigue: TNF1>TNF2>TNF3 para los nanocuerpos TNFoa; ALB1>ALB2

para los nanocuerpos de albumina de suero.

Ejemplo 8: Analisis SDS-Page

Para determinar la pureza, las muestras de proteina
fueron analizadas en gel de SDS-PAGE al 15%. Se agregd
amortiguador de muestra Laemmli 10 pl a 10 pl (1 pg) de proteina
purificada, la muestra se calentdé por 10 minutos a 95°C, se
enfrié y cargd en gel de SDS-PAGE al 15%. El1 gel se procesd de
conformidad con los procedimientos geﬁerales y se tindé con Azul
Brillante de Coomasie (CBB). La Figura 6 representa el SDS-PAGE
para los nahocuerpos especificos de albumina de suero vy

especificos de TNF-a.

Ejemplo 9: Analisis de manchado Western

Se cargaron 100 ng de proteina purificada en el gel.
Después del SDS-PAGE, las proteinas fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa usando la Célula de Transferencia
Electroforética Mini Trans-Blot® (Biorad). La membrana se bloqued
durante la noche en PBS, caseina al 1% a 4°C. Como todos 1los
conétructos se fusionaron a etiqueta c-myc, se usdé el anticuerpo
anti-myc monoclonal de ratédn como una herramienta de deteccién.
Ademéas, se usé el anti-Nanocuerpo policlonal de conejo (R23) como
una herramienta de deteccién. E1 manchado se incubd por 1 hora a
temperatura ambiente con agitacidén en anticuerpo anti-myc diluido
1/2000 en PBS ¢ anticuerpo anti-Nanocuerpo 1/200 en PBS, 1% de

caseina. La membrana se lavé 5 veces en PBS antes de que se
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aplicara el anticuerpo secundario (conjugado de fosfatasa
alcalina IgG de conejo-anti-ratén, Sigma, A190z, diluida 1/1000
en PBS o conjugado de fosfatasa alcalina IgG anti-conejo de
cabra, Sigma, A8025, 1% de caseina). Después de la incubacidén con
agitacidén suave por 1 hora a temperatura ambients, la membrana se
lavé 5 veces en PBS. Los manchados fueron revelados usando
soluciones de BCIP/NBT vy la reaccidédn  se detuvo lavando el
manchado con agua milliQ cuando 1las bandas fueron claramente

visibles. La Figura 7 representa el andlisis de manchado Western.

Ejemplo 10: Enlace ELISA a TNFa Rhesus y humano
Se realizdé un ELISA para examinar el enlace a TNF«x
humano y Rhesus. Se revistidé una placa Maxisorp de 96 cavidades

con 2 pg/ml de Neutravidina en PBS ON a 4°C. Las placas fueron

ow

bloqueadas con 1 de <caseina por 2 horas a TA. El1 TNF«x
biotinilado (400 ng/ml), se agregd a las cavidades y se incubd
por 1 hora a TA. Las muestras de nanocuerpos fueron diluidas
partiendo a 2 pg/ml y usando diluciones 1 a 3. Los nanocuerpos
fueron detectados usando fosfatasa alcalina anti-myc de ratdn
(1/2000 diluida) y anti-ratén (1/200 diluida, Sigma A1902) y pNPP
(2mg/ml) como un sustrato. Las Figuras 9 y 10 representan el
enlace en ELISA un TNFo Rhesus y humano.

Los resultados son resumidos en la Tabla 12. E1 TNF1l y
TNE3, mostrd enlace a TNFa tanto humano como Rhesus. E1 TNF2 es

enlazado a TNFa humano, pero solamente es débilmente reactivo a

TNEFox Rhesus.

Ejemplo 11: Ensayo de inhibicién del receptor

La capacidad para inhibir la interaccién del 1ligando-
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receptor, se analizdé para TNFoa humano y Rhesus. Se revistid una
placa Maxisorp de 96 cavidades con 2 pg/ml de Enbrel en PBS ON a
4°C. Las placas fueron blogqueadas con 1% de caseina por 2 horas a
TA. Las muestras de nanocuerpos fueron pre-incubadas por 30
minutos a TA con TNFa biotinilado (10 ng/ml) partiendo a una
concentracién de 5 pg/ml y usando diluciones 1 en 2. Las muestras
fueron agregadas a las placas e incubadas por 1 hora a TA. El
TNFa biotinilado se detecté usando fosfatasa alcalina de
Estravidina (1/2000 diluida) y pNPP (2 mg/ml) como sustrato. Las
Figuras 11 y 12, representan una inhibicién de ELISA para TNFo
humano vy Rhesué. Los resultados se resumen en la Tabla 13. La
inhibicidén del enlace de ligando/receptor, se observa para TNF1l y
TNF3, para TNF tano humano comoc Rhesus, mientras el TNF2 es

solamente inhibicidén de TNFoa humano.

Ejemplo 12: Analisis Biacore

Enlace TNFo

Se realizd el analisis como se describe en el Ejemplo
3. Las Figuras 13 y 14 ilustran el enlace a TNFa Rhesus y humano
via andlisis Biacore. Los resultados se resumen en la Tabla 14.
Los experimentos de enlace en Biacore, confirman los resultados
de ELISA: enlace reactivo cruzado para TNF1l y TNF3, mientras el

TNF2 solamente se enlaza significantemente a TNFu humano.

AlbUmina de suero

El enlace se ensayd® como se descrike anteriormente,
excepto que se usd la serie de diferentes concentraciones. Cada
concentracidén se inyectd por 4 minutos a una velocidad de flujo

. de 45 pl/min para permitir el enlace al antigeno unido al chip.
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El amortiguador de enlace sin analito, se asentd sobre el chip a
la misma velocidad de flujo para permitir la disociacién de
nanocuerpo unido. Después de 15 minutos, el analito wunido
restante, se removidé por inyeccidédn de la solucidn de regeneracidn
(25 mM de NaOH).

A partir de los sensogramas obtenidos para las
diferentes conceﬁtraciones de cada analito, se qalcularon los
valores KD via afinidad de estado listo cuando se alcanzd el
equilibrio.

Los resultados son resumidos en la Tabla 15. Se observéd
una reactividad cruzada para tanto ALBl1 como ALB2. La afinidad
mads alta se observdé para ALB2 en TNFa humarno y Rhesus. Sin
embargo, la diferencia en afinidad para albumina de suero humano
de ratédn contra humano/Rhesus, es mas pronuaciada para ALB2
(factor 4000), mientras para ALBl, se observa una diferencia de

un factor 12.

Ejemplo 13: Bio-ensayo

Se usé la linea de células de fibroblasto de ratdn L929
sensibles a TNFa, para medir la reactividad anti-TNFoa de los
nanocuerpos seleccionados. A una concentracidén suficientemente
alta de TNFa en el medio, es decir, la dosis citotdxica, las
células L929 se sometieron a necrosis. La 1inhibicién de
interaccidén de TNF con su receptor, se determina preincubandoc una
serie de diluciones de anticuerpo con una concentracidn
citotédéxica de TNFu antes de agregar la mezcla a las células. La
présencia de actinomicina D en el medio, sensibiliza las células
ademds, al TNFoa, resultando en una sensibilidad incrementada del

biocensayo para TNFo libre.

Ay
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Las células L929 se hicieron <crecer a cercana
confluencia, se plaquearon en placas microtituladoras de 96
cavidades a 5000 células por cavidad y se incubaron durante la
noche. La actinomicina D se agregd a las célﬁlas a una
concentracién final de 1 upg/ml. Las diluciones seriales de los
nanocuerpos a ser probados, se mezclaron con una concentracidn
citotdxica de. TNFa (concentracién de ensayo final es 0.5 ng/ml o
15 IU/ml). Después de al menos, 30 minutos de incubacidén a 37°C,
esta mezcla sé agrega a las células plaqueadas. Las placas son
incuﬁadas por 24 horas a 37°C y CO; al 5%. La viabilidad celular
se determina por el uso de la sal de tetrazolio WST-1. Las curvas
de respuesta de dosis y los valores EC50, son calculados con el
Prima Graphpad.

Los resultados son resumidos en la Tabla 16 para TNFo
humano y Rhesus. Basados en su potencia para neutralizar la
actividad citotédéxica, las moléculas son clasificadas como sigue:
TNE3>TNF1>TNF2 para TNFa humano y TNFl= TNF3>TNF2 para TNFo

Rhesus.

Ejemplo 14: Enlace de Proteina A

La Figura 14 representa el enlace de Proteina A
analizado en Biacore como se describe en el Ejemplo 12. Se obtuvo
el enlace positivo para TNF1, TNF2, ALBl1. No se observd ningun

enlace o enlace débil para TNF3 y ALB2.

Ejemplo 15: Estabilidad de temperatura
Las muestras fueron diluidas a 200 pc/ml y divididas en
8 alicuotas que contienen 500 upl. Los viales diferentes fueron

incubados cada uno a una temperatura dada variando desde TA hasta
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90°C. Después del tratamiento, las muestras fueron enfriadas por
2 horas a TA, se mantuvieron a 4°C. Se removieron 1los
precipitados por centrifugacidén por 30 minutos a 14,000 rpm. E1

SN fue cuidadosamente removido y analizado adicionalmente.

0D280nm

El OD a 280 nm, se mididé y la concentracidén se calculbd.
Los resultados se resumen en la Tabla 17. Se observdé un
decremento en el contenido de proteina para TNFZ2 y TNF3 partiendo
a 80°C, mientras que para ALB2, se observdé un decremento

~partiendo de 70°C.

Manchado Western

2 upng de proteina tratada, se separaron en SDS-PAGE al
15% y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se
trataron como se describe anteriormente. La deteccidn se realizd
usando anti-Nanocuerpo policlonal (R23, 1/2000 diluido), vy
peroxidasa picante de caballo anti—conejb (DRKO, P0448, 1/2000
diluida). La figqgura 15 representa el andlisis de Manchado
Wesfern. Se observd una gota transparente en la concentracidén de
proteina para ALB2 tratados a 70, 80 y 90°C. La agregacidén
todavia se observd para TNF1l tratado a 70, 80, y 90°C; para TNF3
tratado a 90°C; para ALBl tratado a 90°C, significa que todavia
contiene rastros de precipitados, los cuales resultan en una
lectura OD280nm superior. Esto explica porqué la concentracién de
la proteina medida a OD280 nm, no se reduce para TNFl, TNF3 vy

ALB1 tratados estas T superiores.

ELISA
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El ELISA para detectar enlace a TINFoa humano, fue
esencialmente realizado como se describe en el Ejemplo 10. Los
resultados se presentan en la Figura 16. El1 enlace de TNFa

humano, fue reducido para TNF1l, TNF26 y TNF3 partiendo a 80°C.

Bio-Ensayo

El bio-ensayo se realizdé como se describe en el Ejemplo
13. Los resultados son resumidos en la Tabla 18. La potencia de
los nanocuerpos se reduce para TNF1 partiendo a 70°C; para TNF2 y

TNF3 partiendo a 80°C.

Biacore

El enlace a albumina de suero humano se determindé como
se describe en el Ejemplo 12. Se usd una concentracién fija (1 en
50 diluida). Los resultados se presentan en la Figura 17. E1
tratamiento de temperatura no estd influenciando el enlace a
albtmina de suero para ALBl. El tratamiento tiene un efecto en el

Kon para ALB2 partiendo de T-70°C.

Nanocuerpos Bivalentes

Ejemplo 16: Formateado de nanocuerpos especificos de TNFa
bivalentes

Se formatearon TNF1, TNF2 vy TNF3 a nanocuerpos
bivalentes. Se usdé un espaciador entre 1cs dos bloques de
construccién ya sea un enlazador GlySer O9AA (Tabla 19 SEC 1ID
NO:68), o un enlazador GlySer 30 AA (Tabla 19 SEC ID NO0:69). Esto
géneré constructos representados por 1la Tabla 20. La Tabla 19
lista las secuencias de estos nanocuerpos TNFo bivalentes (SEC ID

NOs: 70 a 75).
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Ejemplo 17: Expresién de nanocuerpos especificos de TNFa
bivalentes
Se realizé la expresidédn como se describe en el Ejemplo

5. Los nanocuerpos etiquetados con His(6), fueron purificados en
Cromatografia de Afinidad Meté&lica Inmovilizada (IMAC). La resina
Ni-NTA (Qiagen), fue procesada de conformidad con las
instrucciones del fabricante. Los extractos fueron incubados con
la resina e incubados por 30 minutos a TA en un rotator. La
resina se lavd con PBS y se transfirié a una columna. La resina
envasada se lavd con PBS (1 en 10 diluida). La columna fue pre-
eluida con 15 mM de Imidazol. Los nanocuerpos fueron eluidos de
la columna usando 25 mM de &cido citrico a pH 4. Las fracciones
eluadas fueron analizadas pér manchado en la membrana Hybond vy
por visualizacidédn con Ponceau. Las fracciones que contienen la
proteina, fueron combinadas y ademds purificadas en un
intercambio catidnico, seguido por exclusién de tamafio. Las
proteinas purificadas fueron colectadas, esterilizadas en filtro,

determinadas de concentracidén y almacenadas en alicuotas a -20°C.

Caracterizacién de nanocuerpos especificos de TNFa bivalentes

Ejemplo 18: Nivel de expresiéh

Se calcularon los niveles de expresién de 1los
nanocuerpos TNFoa bivalentes y se representan =n la Tabla 21. El
enlazador no tiene efecto significante en el nivel de expresién

de los nanocuerpos.

Ejemplo 19: SDS-PAGE

Se realizd SDS-Page como se describe en el Ejemplo 8.
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La Figura 18 muestra el resultado del SDS-Page.

Ejemplo 20: Manchado Western
Se realizdé andlisis de Manchado ‘Western como se
describe en el Ejemplo 9. La Figura 19 representa los resultados

del Manchado Western.

Ejemplo 21: Ensayo de Inhibicién del receptor

El ensayo se realizdé como se describe en el Ejemplo 11.
La Figura 20 y la Tabla 22, representan los resultados. E1
mejoramiento de 1la inhibicién del enlace 1ligando/receptor, se
observé para todos los nanocuerpos bivalentes, comparados con el

formato monovalente.

Ejemplo 22: Bio-ensayo

El ensayo se realizd como se describe en el Ejemplo 13.
Los resultados son resumidos en la Tabla 23. Basados en -su
potencia para neutralizar la actividad citotéxica, el TNF8, TNF7,

TNF9 y TNF5, tienen una potencia en el intervalo de Enbrel.

Ejemplo 23: Estabilidad de temperatura

Se analizaron muestras como se describe en el Ejemplo

15.
0OD280 nm

E1 OD a 280 nm, se mididé y la concentracidén se calculb.
Los resultados se resumen en la Tabla 24. Se observd un

decremento en el contenido de proteina para TNF4 y TNF7 partiendo

a 70°C, mientras que para TNF5, TNF6, TNF8 y TNF9, se observd un



460~ 4-’€J_\

decremento partiendo de 80°C.

Manchado Western

Se analizaron muestras para determinar la presencia de

agregados como se describe en el Ejemplo 15.

ELISA

El ELISA para detéctar enlace a 7TNFa humano, fue
esencialmente realizado como se  describe anteriormente. Los
resultados se presentan en la Figura 21. El1 enlace de TNFa
humano, fue reducido para TNF5, TNF6, TNF8 y TNF9 partiendo a

80°C, para TNF4 y TNF7 partiendo de 70°C.

Nanocuerpos monovalentes humanizados

Ejemplo 24: Identificacién de posiciones de aminoadcido no humanos
en TNFa y nanocuerpos especificos de albumina de suero

La Figura 22 (TNFl), Figura 23 (TNF2), Figura 24 (TNF3)
y Figura 25 (ALBl), representan alineaciones de secuencias
maltiples (Clustal W 1.7), con secuencias DP51, DP53, DP54 vy
DP29.

Ademds de las mutaciones de aminodcido, la optimizacién
de coddén se realizd proporcionando las secuencias de la Tabla 25
SEC ID NOS: 76 a 89 (Nanocuerpos contra TNF-alfa vy albﬁmina de

suero humano, respectivamente).

Ejemplo 25: Generacidén de mutantes de codén opt.imizado
Los oligonucledtidos fueron sintetizando abarcando la

secuencia completa de 10sS nanocuerpos.
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Ejemplo 26: Expresién de nanocuerpos especificos de TNFa

bivalentes

Se realizdé la expresidn como se describe en el Ejemplo

Caracterizacién de nanocuerpos humanizados

Ejemplo 27: Nivel de expresién

La Tabla 26 representa los niveles de expresién
calculados. La expresién se logrdé con rendimientos en el
intervalo de 3.5-11.7 mg/ml. El tiempo de induccién no influencia

el rendimiento.

Ejemplo 28: SDS-PAGE
Se realizé SDS-Page como se describe en el Ejemplo 8.

La Figura 26 muestra el gel de SDS-Page.

Ejemplo 29: Manchado Western
Se realizé andlisis de Manchado Western como se
describe en el Ejemplo 9. La Figura 27 representa los resultados

del Manchado Western.

Ejemplo 30: Bio-ensayo
El ensayo se realizd como se describe en el Ejemplo 13.
Los resultados de los nanocuerpos humanizados son
resumidos en la Tabla 27. Los nanocuerpos de tipo nativo son

incluidos como referencia.

Ejemplo 31: Biacore

El andlisis se realizdé como se describe en el Ejemplo
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12. La Figura 28 y 31, muestran los resultados de Biacore.

Ejemplo 32: Estabilidad de temperatura

Se analizaron muestras como se describe en el Ejemplo

15.

0OD280 nm

E1l OD a 280 nm, se mididé y la concentracidén se calculd.
Los resultados se resumen en la Tabla 28.

No se ©observdé un decremento significante en 1la
concentracidén de proteina para los nanocuerpos humanizados TNF1
(TNF13-14). Se observdé un decremento en la concentracidén de
proteina para TNF2 humanizado (INF15-19) vy TNF3 (TNF20-23),
partiendo a 80°C. Se observd un decremento en la concentracidn de
proteina para ALB1 humanizado (ALB4-5), partiendo a 70°C y para

ALB3 partiendo a 60°C.

Manchado Western

Se analizaron muestras para determinar la presencia de

agregados como se describe en el Ejemplo 15.

ELISA

El ELISA para detectar enlace a TNFa humano, fue
esencialmente realizado como se describe en el Ejemplo 15. Los
resultados se presentan en la Figura 30.

El enlace a TNFa humano es comparable para TNF1 WT
tratado con temperatura y el TNF13 y 14 humanizado; para TNF2 WT
tratado con temperatura y el TNF15-19 humanizado: el enlace a

TNFo humano, es reducido por TNF21 y 22, y a una extensién menor
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para TNF23, mientras no se observa efecto para TNF20, comparado

con el TNF3 WT tratado con temperatura.

Nanocuerpos trivalentes TNFa

Ejemplo 33: Formacién de nanocuerpos especificos de TNF«
trivalentes

Se formatearon TNF1l, TNF2, TFN3, y ALBl a nanocuerpos
trivalentes. Como espaciador entre los 2 bloques de construccién,‘
se usé ya sea un enlazador GlySer 9AA (Tabla 19 SEC ID NO:68), o
un enlazador GlySer 30 AA (Tabla 19 SEC ID NO:69). Esto genera
los constructos de la Tabla 30. La Tabla 29 lista las secuencias

de nanocuerpos TNFa trivalentes (SEC ID NOS: 91 a 94).

Ejemplo 34: Expresién de nanocuerpos especificos de TNFa
trivalentes

Se realizdé la expresidén como se describe en el Ejemplo
5. Los nanocuerpos etiquetados His(6), son purificados en una
Cromatografia de Afinidad Metalica Inmovilizada (IMAC). La resina
Ni-NTA (Qiagen), es procesada de conformidad cén las
instrucciones del fabricante. Los extractos son incubados con la
resina e incubados por 30 minutos a TA en un rotator. La resina
es lavada con PBS y transferida a una columna. [La resina envasada
es lavada con PBS (1 en 10 diluida). Se pre-eluye con 15 mM de
imidazol. Los nanocuerpos son eluidos de la columna usando 25 mM
de &cido citrico a pH =4. Las fracciones eluadas son analizadas
marcando en una membrana Hybond vy visualizando con Ponceau. Las
fracciones que contienen la proteina son combinadas y ademés
purificadas en intercambio catidbénico, seguido por exclusién de

tamafio. Las proteinas purificadas son colectadas, esterilizadas
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con filtro, determinada la concentracién vy almacenadas en

alicuotas a -20°C.

Caracterizacién de nanocuerpos especificos de TNFa/SA trivalentes

Ejemplo 35: Nivel de expresién
Los niveles de expresién fueron calculados y

representados en la Tabla 31.

Ejemplo 36: Analisis de SDS-PAGE
Se realizdé SDS-Page como se describe en el Ejemplo 8.

La Figura 31 muestra el gel de SDS-Page.

Ejemplo 37: Analisis de Manchado Western
Se realizdé analisis de Manchado Western como se
describe en el Ejemplo 9. La Figura 32 representa el analisis de

Manchado Western.

Ejemplo 38: Bio-ensayo
El ensayo se realizd como se describe en el Ejemplo 13.
Los resultados de 1los nanocuerpos bivalentes, son
- resumidos en la Tabla 32. Basados en su potencia para neutralizar
la actividad citotédxica, las moléculas son igualmente potentes

comparables con su potencia como moléculas bivalentes.

Ejemplo 39: Enlace a Albumina de Suero Humano
El enlace se ensay® como se describe anteriormente,
excepto que se usaron series de concentraciones diferentes. Cada

concentracién se inyectd por 4 minutos a una velocidad de flujo
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de 45 p/min, para permitir el enlace al antigeno unido al chip.
Después, el amortiguador de enlace sin analito, se asentd sobre
el chip a 1la misma velocidad de flujo 'para permitir la
disociacién de nanocuerpo unido. Después de 15 minutos, el
analito unido restante, se removidé por inyeccién de la soluciédn
de regeneracidén (25 mM de NaOH).

A partir de los sensogramas obtenidos para las
diferentes concentraciones de cada analito, se calcularon 1los
valores KD via afinidad de estado listo cuando se alcanzdé el
equilibrio.

Los resultados son resumidos en la Takla 33. Se observéd
una reduccidén en la afinidad para el enlazador ALBl1 formateado,
comparado con el ALBl de tipo nativo. La afinidad sin embargo,

todavia estd en el intervalo de 7.2-14 nM.

Ejemplo 40: Estabilidad de temperatura

Se analizaron muestras como se describe en el Ejemplo

15.
0D280 nm

El OD a 280 nm, se midié y la concentracién se calculbd.
Los resultados se resumen en la Tabla 34. Se observd un

decremento en el contenido de proteina para TN#4, TNF27 y TNF28
partiendo a 60°C, mientras que para TNF25 y TNF26, partiendo de

70°C.

Manchado Western

Se analizaron muestras para determinar la presencia de

agregados como se describe en el Ejemplo 15.
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ELISA

El ELISA para detectar enlace a TNFa humano, fue
esencialmente realizado como se describe anteriormente. Los
resultados se presentan en la Figura 33. El enlace de TNFaY
humano, fue reducido para TNF4 y TNF27 partiendo de 60°C, y para

TNF25, TNF26 y TNF28 partiendo a 70°C.

Nanocuerpos monovalentes humanizados (segunda ronda)

Ejemplo 41: Identificacién de posiciones de aminoadcido no humano
en TNFa y nanocuerpos especificos de albumina de suero

La Figura 34 (TNF1l), Figura 35 (TNF2), Figura 36 (TNF3)
y Figura 37 (ALBl), representan alineaciones de secuencias
maltiples (Clustal W 1.7), con secuencias DP51, DP53, DP54 vy
DP29. Las moléculas mutadas fueron expresadas y purificadas como
se describe anteriormente, proporcionando las secuencias de la
Tabla 35, SEC ID NOs: 95 a 104 (contra TNF-alfa y albumina de

suero humano, respectivamente).

Caracterizacién de nanocuerpos humanizados
Ejemplo 42: Nivel de Expresién
La tabla 36 representa los niveles de expresidn

calculados. La expresidén se logd con rendimientcs en el intervalo

de 0.5-2.7 mg/ml.

Ejemplo 43: SDS-PAGE
Se realizé SDS—Page como se describe en el Ejemplo 8.

La Figura 38 muestra el gel de SDS-Page.
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Ejemplo 44: Manchado Western
Se realizé analisis de Manchado Western como se
describe en el Ejemplo 9. La Figura 39 representa los resultados

del Manchado Western.

Ejemplo 45: Bio-ensayo
El ensayo se realizd como se describe =n el Ejemplo 13.
Los resultados de 1los nanocuerpos humanizados son
resumidos en la Tabla 37. Los nanocuerpos de tipo nativo y la
primera ronda de nanocuerpos humanizados, soa incluidos como

referencia.

Ejemplo 46: Biacore
El analisis se realizé como se describe en el Ejemplo

12. La Figura 40, muestra los resultados de Biacore.

Ejemplo 47: Estabilidad de temperatura
Se analizaron muestras como se describe en el Ejemplo

15.

0D280 nm

El OD a 280 nm, se mididé y la concentracidén se calculbd.
Los resultados se resumen en la Tabla 38.

No se ©observd un decremento significante en la
concentraciédn de pfoteina para los nanocuerpos humanizados TNF1
(TNF29-30). Se observd un decremento en la concentracidédn de
proteina para TNF2 humanizadd (TNF31-32) v TNF3 (TNF33),

partiendo a 80°C.
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Manchado Western

Se analizaron muestras para determinar la presencia de

agregados como se describe en el Ejemplo 15.

ELISA

El ELISA para detectar enlace a TNFa humano, fue
esencialmente realizado como se describe en el Ejemplo 15. Los
resultados se presentan en la Figura 41.

"El enlace a TNFa humano es comparable para TNF1 WT y el
TNE29 y TNF30 humanizado; comparable para TNF2 WT y el TNF31 vy

TNF32; y también para TNE3 WT y TNF33 humanizado.

Ejemplo Comparativo

En este Ejemplo Comparativo, se compararon nueve
Nanocuerpos de la invencidén con tres Nanocuerpos del documento WO
04/041862, llamados “Vgg#lA” & “1la”, “Vgp3E” & “3E” y “Vy#3G” o
“3G”, respectivamente (SEC ID NOS: 1, 4 y 5 en el documento WO
04/041862). E1 ensayo usado como el ensayo a base de célula
usando células KYM es referido en el documento WO 04/41862 (véase
por ejemplo, el Ejemplo 1 bajo 3)). Los resultados son
mencionados en la Tabla 39 siguiente. Como se pﬁede ver, los
Nanocuerpos de la invencidén tienen un valor EC50 en este ensayo,
que es 18 veces mejor que el valor EC50 de 3E, el mejor desempefio

de Nanocuerpo de conformidad con el documento WO 04/041862.

Ejemplo 48: Generacién de Nanobodies™ (Nanocuerpos) humanizados
biespecificos trivalentes

Los Nanocuerpos biespecificos trivalentes, se
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formatearon y clonaron en el vector de expresién de E. coli

pPAX054 primero, y después se rescataron a través de RCP y se

clonaron en el vector de expresidédn pPICZoA.

Descripcién del vector de expresién de Escherichia coli

El pAX54, es un derivado de pUC19. Contiene el promotor
LacZ el cual permite una induccién controlada de expresidédn usando
IPTG. El1 vector tiene un gen de resistencia para Ampicilina o
Carbenicilina. Los sitios de clonacién maltiple, albergan varios
sitios de restriccién de los cuales, Sfil y BstEII, son
frecuentemente usados para clonacién de los Nanobodies™. La
sefial peptidica es la secuencia lider gen3, la cual tfansloca el
Nanobody™ expresado en el periplasma.
Descripcién del vector de expresidén de Pichia pastoris

El pPICZoA contiene un origen derivado de pUC de
replicacidén, permitiendo la propagacidén.en E. coli..Contiene el
promotor del gen AOX1l de Pichia pastoris (oxidasa de alcohol 1).
Esta regidén promotora de 942 bp (i) permite la expresidén de alto
nivel, inducible por metanol del gen de interés, y (ii) dirige 1la
integracién del plésmido con el sitio AOXI, después de 1la
transformacién de Pichia con el ADN vector que es linearizado
dentro de la regién promotora de AOX1 en 5’. Se nota que los
vectores pPICZa, no contienen un origen de levadura de
replicacidén y que, consecuentemente, los transformantes pueden
solamente ser aislados si ocurre la recombinacién entre el
plédsmido y el genoma de Pichia. El1 vector especifica la
resistencia al antibidético Zeocina en células hospederas tanto en
E. coli como en Pichia pastorié. El vector incorpora la senal de

secrecién del . factor de a-apareamiento de Saccharomyces
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cerevisiae permitiendo 1la secrecidén eficiente de la mayoria de
las proteinas al medio de cultivo. El ATG de en la secuencia de
sefial del factor-oa corresponde al ATG de iniciacidn natiﬁo del
gen A0OX1. El sitio de clonacidén multiple alberga varios sitios de
restriccién de los cuales, el XhoI/EcoRI o XhoI/NotI, son
tipicamente usados para fusidén de las secuencias de codificaciédn
de Nanobody™ con la sefial de secrecién. El sitio de clonacién
miltiple es seguido por la regién de terminacidén de 1la
transcripcién AOXI. Mas detalles en este vector de expresidn se
pueden encontrar en el sitio de red de Invitrogen.
(http://www.invitrogen.com/content/sfs/manuals/ppiczalpha man.pdf

)

Formateado de Nanocuerpos t;ivalentes

Se establecieron tres reacciones de RCP separadas, para
amplificar la subunidad de Nanobody™ N-terminal, media y C-
terminal, usando las combinaciones de oligo indicadas en el WPA-
0012. El1 Nanobody™ N-terminal se amplificé usando M13 rev/
Rev 9GlySer L108; el Nanobody™ medio se amplificdé usando
For GlySer/Short y Rev 15BspEI L108; el Nanobody™ C-terminal se
amplificé usando For BspEI/M13 for. Una reaccién de RCP de 1 pl
de ADN pléasmido (50-100 ng), 1.5 ul de cebador delantero.(lo uM
— 300 nM), 1.5 ul de cebador inverso (10 pM —» 300 nM), 1 ul

dNTPs (10 mM — 0.2 mM), 5 pl de amortiguador (10x — 1x), 0.75 ul

de enzima (3.5 U/pl — 2.6 U/ul) y 39.25 pl de E,;O con un volumen
total de 50 ul, se prepard. Las secuencias cebadoras se
proporcionan en la Tabla 40. Se inicidé un programa de RCP con 2
minutos a 94°C. Se repitidé un ciclo de 30 sequndosAa 94°C, 30

segundos a 50°C y 1 minuto a 72°C, 30 veces y se siguid por 10
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minutos a 72°C. La amplificacién se verificd separando 5 pl de la
reaccién de RCP en gel de agarosa al 2%. E1l producto de RCP se
purificé wusando un Kit de Purificacién de RCP QIAguick, de
conformidad con las instrucciones del fabricante. Se usdé una
columna y se eluyd con 50 pl de amortiguador EB. El fragmento VHH
N-terminal se prepard incubando 50 ul de DNA y 2 upl de BamH1l (10
U/pl) en el amortiguador apropiado recomendado por el fabricante
a 37°C por 2 horas. Subsecuentemente, se agregaron 2 pl de Sfil
(10U/pl) y la ﬁezcla se incubdé a 55°C por 2 hcras. El fragmento
de VHH medio se prepard incubando 50 pl de DNZ y 2 ul de BamHl
(10 U/ul) y 2 pl de BspEl (10 U/ul) en el amortiguador apropiado
recomendado por el fabricante a 37°C por horas. El fragmento VHH
C-terminal se prepardé incubando 50 pl de ADN con 2 pl de BspEI
(10 U/pl) en el amortiguador apropiado recomendado por el
fabricante a 37°C por 2 horas. Subsecuentemente, se agregaron 2
pl BstEII (10 U/pl) y la mezcla se incubd a 60°C por 1 hora. Las
reacciones de digestidén previas se separaron en gel de agarosa al
2%. Las bandas de VHH (350-450 pb), se cortaron por el gel y el
ADN se purificd usando el Kit de Extraccién de ‘Gel QIAquick, de
conformidad con las instrucciones del fabricante. Se usd una
columna (con un maximo de 400 mg dé gel de agarosa por columna) y
el ADN unido se eluyé con 50 pl de amortiguador EB. La
concentracién de ADN se determind midiendo el ODyep (1 unidad de
OD = 50 ug/ml). Una mezcla de ligacidén con un volumen final de
10 pl que contiene 100 ng de vector pAX54, 12 ng de VHH N-
terminal, 12 ng del fragmento VHH medio, 12 ng del fragmento VHH
C-terminal, 1 pl de amortiguador de ligacidén y 1 pl de ligasa
(3U0), se prepard e incubd por 2 horas a temperetura ambiente. La

transformacién de E. coli, TGl, se realizd usando 2 pl de 1la
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mezcla de ligacidén. Las colonias se analizaron usando RCP como se
describe en el documento WPA-0010. El analisis de secuencia se
realizé en clones positivos. La preparacién del plésmido se
realizé wusando un Kit Miniprep de centrifugacidén Qiaprep
(Qiagen), de conformidad con las instrucciones del fabricante y
se describe anteriormente. El secuenciamiento se realizdé en las

instalaciones de secuencias VIB, Antwerp, Bélgica.

Amplificacién de ADN de codificacién

La regién de codificacién de Nanobody™ clonada en el
vector de expresidédn de E. coli pAX054, es rescatada a través de
PCR usando un par cebador apropiado. Para asegurar dque el
Nanobody™ es expresado con un N-término nativo, la regién de
codificacién es clonada en estructura con el sitio de
desdoblamiento de Kex2 de la sefial de secrecién. E1 cebador
delantero fusiona la parte C-terminal de la sefilal de secrecidn,
hasta el sitio de reconocimiento de Xhol, con la regidén de
codificacién de Nanobody™. Se prepard una reaccién de RCP de 1

pl dé ADN de plésmido (50-100 ng), 1.5 pl de cebador delantero
(10 pM — 300 nM), 1.5 pl de cebador inverso (10 puM — 300 nM), 1
pl de dTNPs (10 mM — 0.2 mM), 5 pl de amortiguador (10x — 1x),

0.75 pl de enzima (3.5 U/pl — 2.6 U) y 39.25 pl de HO con un
volumen total de 50 pl. Las secuencias cebadoras se proporcionan
en la Tabla 41. Se inicié un programa de RCP con 2 minutos a
94°C. Un ciclo de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 50°C y 2
minutos a 72°C, se repitid 20 veces y se siguid por 10 minutos a
~72°C. La amplificacién se verificd por separacidén de 5 pl de la

reaccién de RCP en gel de agarosa al 2%. El1 producto de RCP se

purificdé usando el Kit de Purificacién de PCR QIAquick, de
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conformidad con las instrucciones del fabricante. Se usdé una

columna y el ADN unido se eluyé con 50 pl de-amortiguador EB.

Estrategia de clonaciédn

El fragmento de ADN que codifica para el NB, asi como
también el vector de expresiénvde pPICZoA, es digerido con la
enzima de restriccidén apropiada (XhoI + NotI). El1 inserto es
obtenido incubando 50 pl del producto de PCR cor. 2 pl de XhoI (10
U/pl) y 2 pl de NotI (10 U/upl) en el amortiguador apropiado
recomendado por el fabricante por 3 horas a 37°C. El vector es
obtenido de manera similar, adaptando la cantidad de énzimas de
restriccidén con la cantidad de plésmido. Tanto el vector como el
fragmento de codificacidén de NB, son purificados vy 1la
concentracién de ADN es cuantificada usando el BioPhotometer
(Eppendorf) . El1 fragmento y el vector aceptor son ligados en una
relacién equimolar usando 1 Unidad de ligasa T4 (Promega) por 30
minutos, a temperatura ambiente o durante la noche a 16°C. E1 ADN
(20-30 ng), es transformado a células TGl. Las colonias son
analizadas a través de RCP usando los cebadores 3’A0X1 R y 5’A0X1
F. El andlisis de secuencia es realizado en clones positivos. Se
formateé TNF30, TNF33 vy ALB8 a Nanobodies™ biespecificos
trivalentes. Se usdé6 un espaciador entre los Dbloques de

construccién de un enlazador GlySer 9AA.

Transformacién de P. pastoris

Para aislar el plésmido de ADN, se inicid un precultivo
inoculando una colonia tuUnica del clon en 50 ml de Caldo Luria +
Ampicilina o Carbenicilina (100 pg/ml) + 2% de glucosa e

incubacién a 37°C durante la noche. El1 ADN de plésmido es



ZER

preparado usando el Kit Midi Plasmid (Qiagen), de conformidad con
las instrucciones del fabricante. E1 ADN es linearizado incubando
30 ug ae ADN de plésmido con 6 pl de BstXl (10 U/pl) en el
amortiguador apropiado, de conformidad con las instrucciones del
fabricante por 3 horas a 45°C. El1 ADN digerido es purificado
usando el kit de Purificacidén de PCR (Qiagen), de conformidad con
las instrucciones del fabricante. E1 ADN es concentrado usando
precipitacién de EtOH de conformidad con 1los procedimientos
estdndares. Las células electrocompetentes X-33 son transformadas
con 10 png de ADN linearizado y las células se dejan crecer por 48
horas en una placa de agar YPD selectiva que contiene Zeocina
(100/250/500 pg/ml). La X-33 es una cepa de Pichia pastoris tipo
nativa; la cepa misma, asi como también las cepas recombinéntes
derivadas, contienen el gel nativo AOX1l vy son capaces de
metabolizar el metanol (Mut').

Los clones son seleccionados por nivel de expresién
inoculando las colonias tnicas en 1 ml de BGCM en una placa de 24
cavidades y se hicieron crecer por 48 horas a Z0°C a 12 rpm. Las
células son centrifugadas y se agrega BMGM fresco a las células
para crecer a 30°C a 120 rpm durante 48 horas. Después, se agrega
MeOH a una concentracién final de 0.5% y las células se hacen
crecer a 30°C a 120 rpm durante 8 horas, después de lo cual, se
agrega MeOH nuevamente a una concentracién.final de 0.55. Las
células se hacen crecer durante la noche a 30°C a 120 rpm. Las
células son centrifugadas y el sobrenadante "es colectado vy

analizado en ELISA como se describe en el Ejemplo 10.

Ejemplo 49: Expresién y purificacién de Nanobcdies™ humanizados

biespecificos trivalentes
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Produccioén en Pichia pastoris

La composicién de amortiguadores, soluciones y otros,
puede ser encontrada en ei sitio de red de Invitrogen
(http://www.invitrogen.com/content/sfs/manuals/ppiczalpha man.pdf
).

Se inicidé un precultivo inoculando una colonia unica de
la placa en 5 ml de YPD. El cultivo se hizo crecer durante la
noche a 180 rpm y a 30°C. Al siguiente dia, el pre-cultivo se
diluyd é 50 ml de YPD y se hizo crecer durante la noche a 180 rpm
y a 30°C. Los cultivos de produccién se inicieron inoculando el
pre-cultivo a un OD600nm = 0.04-0-08 final. Los cultivos se
hicieron cfecer en BGCM por 24 horas a 30°C a 180 rpm y se
centrifugaron a 4,500 rpm por 30 minutos. Las células se
resuspendieron en 1/3 del volumen original en medio BMGM con un
OD600 nm = 15-20 final. Las células se indujeron con MeOH a
puntos de tiempo regulares, tipicamente 3 veces/dia, nunca
excediendo el contenido de MeOH al 1%. Después de 50 horas de

induccién, el sobrenadante es colectado.

Purificacién de Nanocuerpo expresado en Pichia pastoris

El sobfenadante de cultivo se filtra sobre una membrana
de micro filtracidén de .22 pm (Hydrosart, Sartorius). La muestra
es concentrada usando diafiltracidén en una membrana de ultra
filtracidén de 10 kDa (HydroSart, Sartorius) y se concentra a 0.5-
1 L. Los Nanobodies™, son purificados usando cromatografia de
afinidad de Proteina A (MabSelect Xtra, GE Healthcare), usando
PBS como amortiguador de corrida y Glicina [100 mM pH 2.5] para

elucidén. Las muestras son analizadas usando 1.5 M de Tris pH =
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8.8. Los Nanobodies™ son ademds procesados en Cromatografia de
Intercambio Aniénico (Source 30Q, GE Healthcare). Las muestras
son diluidas 10 veces con 10 mM de Piperazina a pH 10.2 vy
ajustadas a pH =10.2, con 1 M de NaOH y una conductividad de <2
mS/cm con agua MiliQ.

Los nanocuerpos son procesados en cromatografia de
exclusidén de tamafio (Superdex 75 pg, Hiload XK26/60, GE
Helathcare) y se remueve el LPS via Cromatografia de Intercambio
Anidénico (Source 30Q, GE Healthcare), por pasos a través de una
columna de 5 ml, la cual es sanitizada con NaOH 1 M y equilibrada
en Dulbecco PBS.

Para determinar la pureza, las muestras de proteina son
analizadas en gel de SDS-PAGE al 15% como se describe en el
ejemplo 8. El gel es ©procesado usando SiverQuestma de
conformidad con los procedimientos generales descritos por el
fabricante (Invitrogen). Alternativamente, el gel es procesado
usando azul brillante de coomassie o en manchado western como se
describe en el ejemplo 8 y 9. Los resultados se dan en la Figura

42.

Ejemplo 50: Caracterizacién de Nanobodies™ humanizados
biespecificos trivalentes

El TNF60 consiste de 363 aminoacidos. La proteina tiene
un peso molecular de 38,441 DA. El pI es 8.71. El1l coeficiente de

extincidén a 280 nm es 1.736.

Espectofotometria de masas
La masa de la proteina se determina en ESI-EM de

conformidad con los procedimientos estandares. La masa tedrica de
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TNF60 es 38,441 Da. La proteina tiene 2 puentes S-S, los cuales
deben resultar en una masa de 38,435 Da En ESI-EM. La masa que
fue experimentalmente determinada por TNF60 derivado de 3
intervalos dé lotes diferentes de 38,433 Da hasta 38,435 Da,

difiere méximamente 0.005% con la masa tedrica.

Secuenciamiento N-terminal

El secuenciamiento N-terminal se realizé por
degradacidén  Edman de conformidad con los procedimientos
estandares. El secuenciamiento N-terminal muestra que la
secuencia de proteina para los primeros 7 aminocdcidos es como
sigue: EVQLVES. Esto es consistente con la secuencia de proteina

tedrica, lo cual indica el procesamiento N-term:.nal apropiado.

Clasificacién Analitica

Las muestras (100 ug) se analizaron en la columna
Superdex75 de alta resolucidn, para caracterizar los diferentes
lotes de Nanobody™. La cromatografia de exclusién de tamafio del
Nanocuerpo, tipicamente proporciona un pico simétrico, con un
tiempo de retencién de 11.5 min en Superdex75. La absorbancia es
tipicamente registrada a 280, 254 y 214 nm. La medicidén de 214 nm
permite sensibilidad de deteccidén superior. EI tamafio analitico
en PBS, proporciona un pico simétrico. No se observan
contaminantes. El tiempo de retencidén observado para 3 lotes
diferentes es 11.5-11.55 min. Se muestra un perfil representativo

en la Figura 43.

Ejemplo 51: Enlace de TNF60 a TNFa humano en ELISA

La funcionalidad de TNF60, es decir, el enlace a TNFu



-478- | Q}ﬁ

humano, se analizdé en ELISA como se describe en el ejemplo 10.
Los resultados son resumidos en la Figura 44 y demuestran
claramente un enlace saturable y dependiente de la dosis de 2
lotes de TNF60 a TNFa humano.

Ejemplo 52: Funcionalidad en ensayo a base de célula

La potencia para neutralizar la actividad citotdxica de
TNFo, se analizdé en un ensayo a base de célula como se describe
en el ejemplo 13. Los resultados son resumidos en la Tabla 42 vy
en las Figuras 45 y 46.

Los datos muestran que el TNF60 tiene potencia en el
intervalo de Enbrel/Etanercept y una potencia 10 veces mejor que
Humira/Adalimumab y Remicade/Infliximab.

Ejemplo 53: Enlace de TNF60 a albumina de suero

El enlace a albumina de suero Rhesus y humano, se
analizd en Biacore como se describe en el Ejemplo 12. Los valores
KD, kon y koff, son representados en la Tabla 43. E1 TNF60 es
comparado con TNF24, el cual es el Narnobody™ precursor
biespecifico trivalente con Dbloques de construccién» de tipo
nativo.

La afinidad de TNF60 para albumina de suero Rhesus vy
humana es similar. La afinidad es 2 veces inferior, comparada con
la afinidad observada parabTNF24, el cual es el tipo analogo de
TNF60. El1 Kon es idéntico para ambas moléculas, pero el Koff es 2

veces superior para TNF60.

Ejemplo 54: Analisis de inmunogenicidad y farmacocinética de

Nanocuerpos humanizados biespecificos trivalentes en ratones

Animales
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Los ratones DBAI o BALBc fueron calentados bajo una
léampara infrarroja y se inyectaron intravenosamente 200 pl de
Nanobody™ (100 pg por ratén) en la cola. Las nuestras de sangre
de obtuvieron a puntos de tiempo diferentes y haciendo una
pequena 1incisidén en la cola y colectando 1la sangre en un
microtubo. Tipicamente, el sangrado se muestred a t = 15 min, 2
horas, 4 horas, 6 horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 7 dias,
14 dias. El suero se prepard de conformidad con los

procedimientos estandares.

Determinacién de la concentracién de Nanobody™ (nanocuerpo) en
suero de ratdn

Se revistiéd un microtitulador de placa (NUNC,
Maxisorb), con 2 pg/ml de neutravidina durante la noche a 4°C. La
placa se lavd 5 veces con PBS/0.05% de Tween-2) y se bloqued por
2 horas a TA con PBS/caseina al 1%. El1 TNFa humano biotinilado
(1/2000 en PBS/0.2% de caseina; 400 ng/ml), se aplicd a. las
cavidades y se incubé por 1 hora a TA. El NanobodyTM de
referencia estandar se aplicé iniciando a una concentracidén de 5
pg/ml y usando diluciones de 5 veces en PBS que contiene plasma
de ratén al 1%. Los Nanobodies™ se dejaron enlazar por 2 horas a
TA. La placa se lavé 5 veces y se aplicd anti-Nanocuerpo
policlonal de conejo (R23) a una dilucién de 2000 veces por una
hora a TA. Después de lavar la placa, el enlace se detectd con
anti-conejo-HRP policlonal de cabra (DAKO) a una dilucidén de 3000
veces por una hora a TA, y se tifidé con ABTS/H,0,. E1 0OD405 nm fue
medido.

Primero se usé ELISA para determinar el intervalo

‘lineal de 1la referencia estandar. FEn un segundo ELISA, la
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referencia estidndar se usé a concentraciones en el intervalo
lineal vy tipicamente usando diluciones de 2 veces. En este
segundo ELISA, las muestras de prueba de suero fueron diluidas
100 veces y adémés, se hicieron dilucionesvde 5 veces en plasma
de ratdn al 1%, para determinar la dilucidén en la cual la muestra
de suero proporciona una lectura en el intérvalo lineal de 1la
curva esténdaf. En un tercer ELISA, las muestras de suero son
diluidas a una concentracién apropiada determiﬁada en el segundo
ELISA y usando diluciones de 2 veces para determinacién exacta de
la concentracién de Nanobody™ en las muestras de suero.

Se realizaron experimentos para determinar el perfil de
farmacocinética de TNF60 en ratones (n=3). Se alcanzdé un valor
Cmax de 103,84 + 31 pg/ml 15 minutos después de 1la
administracién. La vida media (tl1l/2B) por ser 1.9 dias, similar a
la vida media de albumina de suero de ratédn, indicando que TNF60
adopta la vida media de albumina de suero. Los datos son

representados en la Figura 47.

Determinacién de anticuerpos anti-Nanocuerpos en ratones

Se revistié Nanobody™ a 5 pg/ml en PBS a 4°C durante la
noche. La placa se lavdé 5 veces con PBS/0.05% de Tween-20 y se
bloquedé por 2 horas a TA con PBS/1% de caseina. Las muestras de
suero fueron diluidas 100 veces y aplicadas a las cavidades para
incubacién durante 1 hora é temperatura ambiente. La deteccidn se
realizé usando anti-ratén-HRP de conejo policlonal (DAKO, P0260)
y usando ABTS como sustrato.

Las muestras de suero fueron diluidas 50 veces vy
analizadas por la presencia de anticuerpos anti-TNF60 de ratdn.

La carencia de inmunogenicidad se demostrd para TNF60. Los datos

B\
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son representados en la Figura 48.

Ejemplo 55: Generacién de Nanobodies™ humanizados de vida media

prolongada bivalentes

Descripcioén del vector de expresién de Pichia pastoris

Véase ejemplo 48
Formateado de Nanobodies™ bivalentes

Se establecieron dos reacciones de PCR separadas para
amplificar la subunidad de Nanobody™ N-terminal y C-terminal
usando los procedimientos como se indica en el WPA-0011l. Para la
amplificacién del Nanobody™ N-terminal, se usaron PiForLong vy
Rev_3QGlySer_L108 como combinacién de cebador; para la
amplificacién del Nanobody™ C-terminal se usaron For GlySer vy
PiRevCyslhum o alternativamente, For GlySer y PiRevCys2hum,
introduciendo los sitios de restriccidén requeridos para formatear
y liberar residuos de cisteina requeridos para modificaciones C-
terminal.

La reaccidén de RCP de 1 ul de ADN plésmido (50-100 ng),
1.5 pl de cebador delantero (10 yM — 300 nM), 1.5 pl de cebador

inverso (10 uM — 300 nM), 1 ul dNTPs (10 mM — 0.2 mM), 5 upl de

amortiguador (10x — 1x), 0.75 pl de enzima (3.%Z U/pl — 2.6 U/ul)
y 39.25 pl de H;O con un volumen total de 50 pl., se prepard. Las
secuencias cebadoras se proporcionan en la Tabla 44. Se inicid un
programa de RCP con 2 minutos a 94°C. Se repitidé un ciclo de 30
segundos a 94°C, 30 segundos a 50°C y 1 minuto a 72°C, 30 veces y
se siguidé por 10 minutos a 72°C. La amplificacidén se verificd
separando 5 pl de la reaccidén de RCP en gel de agarosa al 2%. El

producto de RCP se purificd usando un Kit de Purificacidédn de RCP
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QIAquick, de conformidad con las instrucciones del fabricante. Se
usé una columna y se eluydé con 50 pl de amortiguador EB. El
fragmento VHH N-terminal se prepardé incubando 50 pul de DNA y 2 ul
de BamHl (10 U/pl) en el amortiguador apropiadé recomendado por
el fabricante a 37°C por 1.5 horas. El fragmento de VHH C-
terminal, se prepard incubando 50 pl de DNA y 2 pl de BamH1 (10
U/ul) y 2 ul de EcoRI ’(10 U/ul) en el amortiguador apropiado
recomendado por el fabricante a 37°C por horas. Las reacciones de
digestién previas se separaron en gel de agarosa al 2%. Las
bandas de VHH (350-450 pb), se cortaron por e. gel y el ADN se
purificé wusando el Kit de Extraccién de Gel QIAquick, de
conformidad con las instrucciones del fabricante. Se usd una
columna (con un maximo de 400 mg de gel de agarosa por columna) vy
el ADN wunido se eluyd con 50 upl de amortiguador EB. La
concentracidén de ADN se determind midiendo el ODzg (1 unidad de
OD = 50 pg/ml). Una mezcla de ligacidén con un volumen final de
10 pl que contiene 100 ng de vector pPICZoA, linearizado con
XhoI/EcoRI, 30 ng de VHH N-terminal, 30 ng de fragmento VHH C-
terminal, 1 pl de amortiguador de ligacidén y l'ul de ligada (3U),
se prepard e 1incubd por 1 hora a temperatura ambiente. La
transformacién de E. coli, TGl, se realizé usando 2 pl de 1la
mezcla de ligacién. Las colonias se analizaron usandce RCP como se
describe en el documento WPA—QOlO, pero usando la combinacidén de
cebador AOX1For/AOXIRev. El andlisis de secuencia se realizd en
clones positivos. La preparacidén del plésmido se realizd usando
un Kit Miniprep de centrifugacioén .Qiaprep (Qiagen), de
conformidad con las instrucciones del fabricante y se describe
anteriormente. El secuenciamiento se realizd en las instalaciones

de secuencias VIB, Antwerp, Bélgica.
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Transformacién de P. pastoris

Véase Ejemplo 48.

El TNF30 se formatedé a Nanobodies™ bivalentes. Se usd
como espaciador entre los dos .bloques de construccién un
enlazador GlySer de 30 AA. Para permitir las modificaciones
especificas del sitio C-terminal, se introcujo wuna cisteina
libre, vya sea como el uUltimo AA del Nanqbodyﬂﬂ o con un
espaciador adicional que consiste de GlyGlyGlyCys (SEC 1ID

NO:471).

Ejemplo 56: Expresién y purificacién de Nanobodies™ humanizados

de vida media prolongada bivalentes

Produccién en Pichia Pastoris

Véase Ejemplo 49

Purificacién de Nanocuerpos bivalentes

El medio de cultivo se hizo libre de células via
centrifugacién y filtracién de 0.22 pm. El1 medio estéril se
almacend a 4°C hasta que es procesado adicionalmente. Los
contaminantes de bajo peso molecular se redujeron via ultra
filtracién en una membrana de ultréfiltracién (UF) de 10kDa
(HydroStart Sartcon Slice Casette, Sartorius) como sigue: se
concentraron cuatro litros de medio a 0.5-1 litro, después se
diluyeron con 5 litros de PBS y nuevamente se concentraron a 0.5
litros. Esta accidén se realizd dos veces. Lo retenido de la UF se
filtrd a través de membranas de 47 mm de nylor, 0.45 pm (Alltech

#2024) .
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En la siguiente etapa, se capturé el Nanobody™
bivalente a partir del medio concentrado via purificacién de
afinidad de proteina A (usando MabSelectXtraTM, GE Healtcare). lLa
columna [35x100 mm], se equilibrdé en PBS y después, la aplicacién
de muestra se lavd extensivamente con PBS. Se eluyé TNF56 con
Glicina [100 mM, pH = 7.5].

Las fracciones eluidas de MabSel=ctXtraTM, fueron
neutralizadas con Tris [1.5M, pH 8.8] y almacenadas a 4°C. Se
concentrd TNF56 y se purificé via AEX (A= 10 mM de piperazina, pH
10.8 y B=1M de NaCl en 50 mM de Tris, pH 7.5), usando Source 30Q
(GE Healthcare). En este extremo, las fracciones de NanobodyTM
fueron diluidas con amortiguador A (10 mM de piperaéina, pH
10.8), a wuna conductividad de 5 mS/cm y el pH se ajustd a 10.8.
La columna [25x100 mm], se equilibré en amortiguador A antes de
cargar la muestra en la columna. El TNF56 se eluydé con un
gradiente de Volumen de Columna 5 (CV). El pH de las fracciones

colectadas se ajustd a 7.8 usando 1M de Tris a pH = 7.8.

Pegilacién de Nanobodies™ bivalentes expresados en Pichia

pastoris

Reduccién de cisteinas C-terminal

Se agregd Ditiotreitol (DTT, Aldrich Cat 15,046-0) a
las fracciones neutralizadas para reducir los ©puentes de
disulfuro potenciales que se forman entre las cisteinas carboxi
terminales de los Nanobodies™ (usualmente aproximadamente 20%).
Una concentracién final de 10 mM de DTT e incubacidén durante la
noche a 4°C, se encuentra por ser 6ptima. La reduccidén se evalud
por cromatografia de exclusidédn de tamafio de analito (SEC). Por 1lo

tanto, 25 ul del Nanobody™ reducido, se agregaron a 75 pl de D-
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PBS e inyectaron en una columna Sup75 10/300 GL, equilibrada en
PBS de Dulbecco (D-PBS, GibcoTM REF 14190-094).

Se removié el Nanobody™ no reducido y el DTT porlSEC
preparativa en una columna de grado prep. Huload 20/60 Superdex75
equilibrada en D-PBS.

Se midié 1la concentracién del Nanobody™ reducida,
midiendo 1la absorbancia a 280 nm. Se usé un Espectrofotdmetro
UV/VIS de Doble Haz Uvikon 943 (método: véase SOP ABL-0038). Las
absorciones se midieron en un explorador de longitud de onda de
245-330 nm. Se usaron dos células de precisidén hechas de células
Suprasil® Quartz (Hellma tipo No:104-QS; trayectoria ligera: 10
mm). Primero, la absorcidén del blanco se mididé a 280 nm colocando
dos células llenas por 900 pl de D-PBS. La muestra se diluyd
(1/10) agregando 100 pl de la muestra a la primera célula. La
absorcidén de la muestra se midié a 280 nm.

La concentracidén se calculdé con la siguiente fdérmula:

ODzggMuestra-0D280blanco x 10

e x 1
Para TNFEF55: € = 1.85
Para TNF56: ¢ = 1.83.

PEGilacién

A Nanobody™ PEGilado, se agregdé un exceso molar de 5X
de solucidén PEG40 1 mM recientemente elaborada a la solucidn de
Nanobody™ reducido. (MPEG2-MAL-40K de NEKTAR™.

Los terapéuticos de transformacidén (2D3YOTOl) Pm =
40,000 g/mol; MPEG2-MAL-60K de Terapéuticos de Transformacidn
NEKTAR™ (2D3YOVO1l) Pm = 60,000 g/mol).

La mezcla de Nanobody '-PEG, se incubd por 1 hora a
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temperatura ambiente (TA) con agitacidén suave y después se
transfiridé a 4°C. La PEGilacidén se evaludé via SEC analitico. Por
lo tanto, se agregaron 25 pl del Nanobody™ a 75 pl de D-PBS e
inyectdé en una columna Sup75HR 10/300, equilibrada en D-PBS. E1
Nanobody™ pegilado es eluido en el intervalo del volumen de
exclusién de la columna (>75 kDa).

El Nanobody™ PEGilado y no PEGilado, se separd via
cromatografia de intercambio catidénico (CEX, usando Source30S, GE
Healthcare; amortiguador A = 25 mM de 4cido citrico a pH = 4 y B
= 1 M de NaCl en BPS). La muestra se diluydé a una conductividad
de <5 mS/cm y el pH se ajustd a 4.0. La columna [25 x 100 mm], se
equilibré y  después la aplicacién de rnuestra se lavd
extensivamente con amortiguador A. Se eluyd Nanob_ody'FM pegilado
con un gradiente de 3CV. El Nanobody™ colectado fue amortiguador
intercambiado a D-PBS por SEC en una columna de grado prep Hiload
26/60 Superdex75, equilibrada en D-PBS.

Finalmente, el Nanobody™, se hizo libre de LPS via el
paso sobre una columna de intercambio anidénico (Source 30Q). La
columna (10x100 mm), se sanitizé durante la noche en NaOH [IM] vy

posteriormente se equilibré en D-PBS libre de endotoxina.

Biotinilacidn

Para Biotinilar Nanobody™, se agregd un exceso molar de
5X de biotina (EZ-Link® Maleimida-PO2-Biotina, Pierce #21901) de
una solucidén base de 10 mm, al Nanobody'TM reducido (véase 5.5.1).
La mezcla de Nanobody™ biotinilada, se incubé por 1 hora a TA
con agitacién suave y después se almacend a 4°C.

La pureza del Nanobody™ biotinilado, se controlé via

SEC analitico. Por lo tanto, se agregaron 25 nul de Nanobody™
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biotinilado a 75 pl de D-PBS, y se inyectd en una columna Sup75HR
10/300, equilibrada en D-PBS. A partir del cromatograma obtenido,
se podria concluir que la biotina del Nanokody™ no necesita
purificacidén adicional: no se podria detectar dimerizacidén de
Nanobody™ via una oxidacién de los sulfhidrilos libres. Un
cambio de amortiguador a D-PBS, se hizo por un paso sobre una
columna Sephadex G25 Fina (90 ml) de columna de desalacién.

Finalmente, el Nanobody™ biotina se hizo libre de LPS
por el paso sobre una columna de intercambio anidénico (Source300Q,
GE Healtcare). La columna (1 x 10 cm), se sanitizdé durante la
noche en 1M de NaOH y después se equilibré en D--PBS.

Para determinar la pureza, las muestras de proteina se
analizaron en gel de SDS-PAGE al 15%, como se describe en el
ejemplo 8 y 49. Los resultados son presentados en la Figura 49 vy

50.

Ejemplo 57: Caracterizacién de Nanobodies™ humanizados de vida

media prolongada bivalentes.

Caracterizacioén quimica

El TNES55 consiste‘ de 260 aminoédcidos. La proteina
tiene un peso molecular de 27,100 Da. El1 pl es de 8.67. El
coeficiente de extincidén a 280 nm es 1.850.

El TNF56 consiste de 264 amino&cidos. La proteina tiene
un peso molecular de 27,365 Da. El pI es de 8.67. El1 coeficiente

de extincidén a 280 nm es 1.830.

Espectrometria de masas
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La masa tedrica de TNF55 es 27,106 Da. La proteina
TNF55-Biotina tiene 2 puentes S-S y una modificacién de biotina,
la cual debe resultar en una masa de 27,627 Da =n ESI-EM. La masa
que se determina:  experimentalmente para TNF55-biotina es 27,627
Da.

La masa tedérica de TNF56 es 27,365 Da. La proteina
TNEF55-Biotina tiene 2 puentes S-S y una modificacidén de biotina,
la cual debe resultar en una masa de 27,886 Da =n ESI-EM. La masa
que se determina experimentalmente para TNF55-biotina es 27,886

Da.

Secuenciamiento N-terminal

El secuenciamiento N-terminal de TNFE56-PEG40, mostrd
que la secuencia de proteina para los primeros 7 aminoacidos es
como sigue: EVQLVES. Esto es consistente con la secuencia de
proteina tedbérica, la cual indica el procesamiento N-terminal

apropiado.

Clasificacioén analitica

La clasificacién analitica de TNF56-PEG40 es PBS,
proporciona un pico simétrico. No se observarbn contaminantes. El
tiempo de retencidén observado es 8.5 ml en Superdex HR 75 y 10.32
ml en Superdex HR 200. Se muestra un perfil representativo en las
Figuras 51 y 52.
Ejemplo 58: Funcionalidad en el ensayo a base de célula

La potencia para neutralizar la actividad citotdéxica de
TNFo, fue analizada en un ensayo a base de células. La potencia
se examinbé a diferentes concentraciones de Nanobody™, asi como

también de Enbrel, Humira y Remicade comercialmente disponibles,
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en una base molar. A superior EC50 observado, inferior 1la
actividad del compuesto para neutralizar TNFw.

Los resultados son resumidos en la Tabla 45 y las
Figuras 53 y 54.

Los datos muestran un incremento en potencia para 1los
Nanobodies™ ‘bivalentes, cuando se comparan con el TNFl del
Nanobodi™ monovalente. La potencia de los derivados de TNF55 es
similar a la de los derivados de TNF56, la cual estd en el

intervalo de Enbrel y 10 veces mejor que el Humira y Remicade.

Ejemplo 59: BAnalisis de inmunogenicidad y farmacocinética de
Nanocuerpos humanizados de vida media prolongada bivalentes en
ratones

Véase ejemplo 54.

Los experimentos se realizaron para examinar la vida
media de Nanobodies™ pegilados en ratones. La vida media de
TNF56-PEG40 bivalente, se compard con la vida media de TNF56-
PEG60. Ambos Nanobodies™ tienén. vida media comparable de ~ 2
dias. Los resultados estdn presentados en la Figura 55.

Ademas, la vida media del 3E-3E bivalente pegilado, se
explordé. La vida media del 3E-3E-PEG20, se compard con la vida
media de 3E-3E-PEG40 después de la administracidén intravenosa de
100 pg de los Nanobodies™. 3E-3E-PEG20, tienen una vida media de
17 horas, mientras el 3E-3E-PEG40, tiene una vida media de 2.1
dias, comparable con la vida media de 3E-3E-MSA21. Los resultados
estan presentados en la Figura 56.

Las muestras de suero fueron diluidas 100 veces vy
analizadas para determinar 1la presencia de anticuerpos anti-

TNF56-PEG40 o anti-TNF56-PEG60. La carencia de inmunogenicidad se
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demostrdé para ambas moléculas. Los datos se presentan en la

Figura 57.

Ejemplo 60: Eficacia de Nanocuerpo anti-TNF-a TNF60 (TNF60) eﬁ
prevencién de poliartritis crénica

Las lineas de ratén transgénico que portan y expresan
el gen del factor necrosis del tumor humano 3’ -modificado (hTNF-
alfa; caquectina), se usaron como un modelo para estudiar la
eficacia de TNF60 (TNF60) en la prevencidén del desarrollo de
artritis (EMBO J. 10, 4025-4031). Estos ratones han sido
mostrados por desarrollar poliartritis crénica con 100% de
incidencia en cuatro a siete semanas de edad.

A partir de la tercera semana de edad, camadas de
ratones transgénicos se dividieron en grupos de ocho animales.
Antes de inicializar el estudio, el peso corporal promedio se
calculd para cada grupo. A partir de entonces, durante el estudio
completo los pesos del animal se registréron una vez por semana
para cada grupo.

Para probar la eficacia de TNF60 en la prevencidén de
poliartritis crénica, se dieron inyecciones intraperitoneales dos
veces por semana a cada animal de un grupo particular de

conformidad con el siguiente esquema:

-Grupo 1 (control negativo): salina amortiguada de
fosfato  (PBS) (amortiguador de formulacidn).
-Grupo 2 (Tratamiento de Nanocuerpo): TNF60 a una dosis

final de 30 mg/kg.
-Grupo 3 (Tratamiento de Nanocuerpo): TNF60 a una dosis
final de 10 mg/kg.

-Grupo 4 (Tratamiento de Nanocuerpo): TNF60 a una dosis
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final de 3 mg/kg.

~Grupo 5 (ler. control positivo): Enbrel a una dosis
final de 30 mg/kg.

-Grupo 6 (ler. control positivo): Enbrel a una dosis
final de 10 mg/kg.

-Grupo 7 (2do. control positivo): Remicade a una dosis
final de 30 mg/kg.

-Grupo 8 (2do. control positivo): Remicade a una dosis
final de 10 mg/kg.

-Grupo 9 (2do. control positivo): Remicade a una dosis
final de 3 mg/kg..

Para cada grupo, los datos de inyeccidn y volumenes
fueron indicados.

Las inyecciones continuaron por varias semanas. Durante
este periodo, los registros clinicos freron registrados
observando cambios macroscdpicos en la morfologia de articulacidédn
para cada animal. |

A 10 semanas de edad, todos los ratones fueron
sacrificados y se colectaron las articulaciones y suero. El suero
se almacendé a -70°C y las articulaciones de la tobillo fueron
conservadas en formalina.

Para los dgrupos seleccicnados, las articulaciones de
tobillo fueron embebidas en parafina y seccionadas. Las secciones
de articulacidén del tobillo fueron subsecuentemente usadas para
evaluacién histopatoldgica del progreso de la enfermedad.

Los resultados estdn representados en la Figura 58.

Ejemplo 61: Eficacia de Nanocuerpo TNF60 anti-TNF-a (TNF60) en

tratamiento terapéutico de poliartritis crénica
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Las lineas de ratdn transgénico que portan y expresan
el gen del factor necrosis del tumor humano 3’ -modificado (hTNF-
alfa; caquectina), se usaron como un modelo para estudiar la
eficacia de TNF60 (TNF60) en el tratamiento terapéutico de
artritis (EMBO J. 10, 4025-4031) . Estos ratones han sido
mostrados por desarrollar poliartritis crénica con 100% de
incidencia en cuatro a siete semanas de edad.

A partir de la sexta semana de edad, camadas de ratones
transgénicos se dividieron en grupos de ocho‘animales. Antes de
inicializar el estudio, el peso corporal promecio se calculd para
cada grupo. A partir de entonces, dufante el estudio completo los
pesos del animal se registraron una vez por semana para cada
grupo.

Para probar 1la eficacia de TNF60 en el tratamiento
terapéutico de poliartritis crénica, se <cieron inyecciones
intraperitoneales dos veces por semana a cada animal de un grupo

particular de conformidad con el siguiente esquema:

-Grupo 1 (contrcol negativo): salina amortiguada de
fosfato (PBS) (amortiguador de formulacidn).
-Grupo 2 (Tratamiento de Nanocuerpo): TNF60 a una dosis

final de 30 mg/kg.

-Grupo 3 (Tratamiento de Nanocuerpo): TNF60 a una dosis
final de 10 mg/kg.

-Grupo 4 (ler. control positivo): Enbrél a una dosis
final de 30 mg/kg.

-Grupo 5 (2do. control positivo): Remicade a una dosis
final de 30 mg/kg.

Para cada grupo, los datos de inyeccidn y volumenes

fueron indicados.
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Las inyecciones continuaron por varias semanas. Durante
este periodo, los registros clinicos fueron registrados
observando cambios macroscépicos en la morfologia de articulacién
para cada animal.

A 13 semanas de edad, todos los ratones fueron
sacrificados y se colectaron las articulaciones y suero. El suero
se almacend a -70°C y las articulaciones de la tobillo fueron
conservadas en formalina.

Para los grupos seleccionados, las articulaciones de
tobillo fueron embebidas en parafina y seccionedas. Las secciones
de articulacidén del tobillo fueron subsecuentemente usadas para
evaluacidén histopatolégica del progreso de la enfermedad.

Los resultados estéan representados en la Figura 59.

Ejemplo 62: Efecto de formateado en la eficacia de un Nanocuerpo
anti-TNFa en la prevencién de poliartritis crénica

Las lineas de‘ratén transgénico que portan y expresan
el gen del factor necrosis del tumor humano 3"-modificado (hTNF-
alfa; caquectina), se usaron como un modelo para estudiar 1la
eficacia de un Nanocuerpo anti-TNFoa formateado en diferentes
formas, en la prevencién de poliartritis crénica (EMBO J. 10,
4025-4031). Estos ratones han sido mostrados por desarrollar
poliartritis crénica con 100% de incidencia en cuatro a siete
semanas de edad.

A partir de la tercera semana de edad, camadas de
ratones transgénicos se dividieron en grupos de ocho animales.
Antes de inicializar el estudio, el peso corporal promedio se
calculd para cada grupo. A partir de entonces, durante el estudio

completo los pesos del animal se registraron una vez por semana
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para cada grupo.

Para probar 1la eficacia del Nanocuasrpo anti-TNFa en
diferentes formatos para la prevencidén de poliartritis crénica,
se dieron inyecciones intraperitoneales dos veces por semana a
cada animal de un grupo partiéular de conformidad con el

siguiente esquema:

-Grupo 1 (control negativo): salina amortiguada de
fosfato (PBS) (amortiguador de formulacién}).
-Grupo 2 (formato de Nanocuerpo 1): TNF60 a una dosis

final de 10 mg/kg.

-Grupo 3 (formato de Nanocuerpo 1): TNF60 a una dosis
final de 2.5 mg/kg.

-Grupo 4 (formato de Nanocuerpo 1): TNF60 a una dosis
final de 1 mg/kg.

-Grupo 5 (formato de Nanocuerpo 2): TNF-56-PEG40 a una
dosis final dé 10 mg/kg.

-Grupo 6 (formato de Nanocuerpo 2): TNF-56-PEG40 a una
dosis final de 1.8 mg/kg.

" —Grupo 7 (formato de Nanocuerpo 2): TNF-56-PEG40 a una
dosis final de 0.7 mg/kg.

-Grupo 8 (formato de Nanocuerpo 3): TNF-56-biotina a
una dosis final de 1.8 mg/kg.

-Grupo 9 (formato de Nanocuerpo 4): TNF-30 a una dosis
final de 1 mg/kg.

-Grupo 10 (formato de Nanocuerpo 5): TNFl a una dosis
final de 1 mg/kg

-Grupo 11 (ler. Control positivo): Enbrel a una dosis
final de 10 mg/kg

-Grupo 12 (2do. Control positivo): Remicade a una dosis
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Para cada grupo, los datos de inyeccidén y volumenes

final de 10 mg/kg.

“fueron indicados.

Las inyecciones continuaron por varias semanas. Durante
este periodo, los registros clinicos fueron registrados
observando cambios macroscédpicos en la morfolocia de articulacidn
para cada animal.

A 10 semanas de edad, todos los ratones fueron
sacrificados y se colectaron las articulaciones y suero. El suero
se almacendé a -70°C y las articulaciones de la tobillo fueron
conservadas en formalina.

Para los grupos seleccionados, las articulaciones de
tobillo fueron embebidas en parafina y seccionadas. Las secciones
de articulacién del tobillo fueron subsecuentsmente usadas para
evaluacidén histopatolédgica del progreso de la enfermedad.

Los resultados estan representados en la Figura 60.

Ejemplo 63: Estudio de farmacocinética de Nanocuerpos TNF60 anti-
TNF-a (TNF60) y TNF56-PEG40 en monos Rhesus

Monos Rhesus reproducidos cautivos (lMacaca mulatta), Se
usaron para determinar el perfil de farmacocinética de TNF60 vy
TNF56-PEG40.

Se usaron dieciséis animales en este estudio (ocho
hembras y ocho machos) y se dividieron en cuatro grupos (dos
machos y dos hembras Ipor grupo). Todos los animales pesaron
aproximadamente 5 kg y estdn libres de enfermedad por al menos,
seis semanas antes del uso. El Sniff® Pri vegetarisch V3994 sirve
como alimento. Sesenta g/kg de b.w. son ofrecidé a cada mono. E1

residuo es removido. A intervalos regulares (al menos dos veces
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por afio), el alimento se analizé basado en EPA/USA por
contaminantes por LUFA-ITL. El1 agua de llave es ofrecida a
albedrio. Los animales en cada grupo de tratamiento son alojados
en un blogque de varias jaulas adyacentes dentro de la unidad del
mono. Los monos son mantenidos individualmente en jaulas de acero
VoA con un tamafio de 90 cm x 82 cm x 96 cm. La temperatura
ambiente es mantenida a 23°C + 3°C (intervalo maximo) vy la
humedad relativa a 60% + 20% (intervalo méXimo). Las desviaciones
a partir del intervalo maximo causadas por ejemplo, durante el
procedimiento de limpieza, son considerados en SOPs. Los cuartos
son iluminados y oscurecidos por periodos de 12 horas cada uno.

Los dos grupos son infundidos con TNF60 y dos grupos
son infundidos con TNF56-PEG40. Las infusiones intravenosas de
TNF6C y TNF56-PEG40 (disuelto en PBS) en la vena cefalica del
brazo derecho e izquierdo, usando catéteres permanentes y una
bomba de infusidén TSE (véase posteriormente), se da una dosis
fija de 2 mg/kg.

Se realizaron cuatro administraciones Unicas, separadas
por un periodo de lavado de al menos, catorce dias. Después de la
Ultima administracién, el periodo de seguimiento es al menos, de
ocho semanas. Dos de los cuatro grupos son tratados con TNF60 &
TNF56-PEG40 en combinacidédn con metotrexato (MTX) (disuelto en
PBS). El grupo 2 es tratado con TNF60 y MTX; el grupo 4 es
tratado con TNF56;PEG4O y MTX. El1 MTX es dosificado semanalmente
intramuscularmente a 0.2 mg/kg. En los dias de administracidén, el
MTX es dado aproximadamente 30 minutcs antes de la
administracién. La dosificacidn inicia en la primera
administracién de Nanocuerpo y continuard a través de las ocho

semanas de lavado después de la cuarta dosis. Existen catorce
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administraciones MTX unicas, separadas por un periodo de lavado
de al menos, una semana, iniciando con la primera administracién

de punto de prueba.

Ejemplo 64: Estudios de fibroblastos derivados del sinovio

En este estudio, se wvalordé la capacidad de 1los
bioldégicos anti-TNF, ALX0071 y Etanecerpt, para atenuar la
produccién de IL-6 inducida por TNF-o por fibroblastos derivados

del sinovio RA.

Aislamiento de fibroblastos sinoviales

Tejidos de articulacidén sinovial a rartir de pacientes
RA consentidos, se almacendé en medio a base de DMEM, con
antibidéticos a 4°C por hasta 96 horas después de la cirugia de
reemplazd de articulacién. Las células sinoviales fueron aisladas
a partir del sinovio disectado por digestidén de colagenasa a 37°C
por 2 horas. La suspensidén celular resultante entonces se lévé
por una serie de etapas de centrifugacidén y resuspensidn y las
células resultantes entonces se cultivaron a 37°C en medio de
cultivo a base de DMEM suplementado con FCS al 10% (v/v). Los
fibroblastos resultantes se usaron para el siguiénte experimento
ya sea en el segundo o tercer paso. Las células de cuatro
donadores, fueron usadas en experimentos 1individuales. Los
fibroblastos fueron sembrados en placas de poliestireno de fondo
plano de 96 cavidades a 1.5 x 10* células en un volumen final de
250 pl de medio de cultivo a base de DMEM suplementado con FCS al

10% (v/v) por cavidad y cultivadas durante la noche.

Estimulacidon del fibroblasto sinovial
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Las células son entonces incubadas por 72 horas en
medio de cultivo a base de DMEM, suplementadas con TNFa a 50 ng
por ml (3 nM (R&D Systems 210-TA/CF) solo o en la presencia de
dosis incrementadas de ALX0071 (0.575 hasta 1920 ng por ml; 0.015
hasta 50 nM) o Etanercept (Wyeth Labs; 3.75 a 11250 ng por ml;
0.025 hasta 75 nm). El1 volumen final en cada cavidad fue de 250
nl y cada valoracidén se realizd por triplicedo. Después de 72
horas, el medio sobrenadante se removidé y almacend a -40°C antes
del analisis por 1IL-6 ELISA (R&D Systems). La inhibicidén de
produccién de IL-6 inducida por TNF-o, se determiné y los valores

ICso fueron calculados para tanto ALX0071 como <tanercept.

Sumario de resultados

La produccidn de IL-6 inducida por TNFx es
dependientemente reducida de dosis tanto de ALX10071 como
Etanercept, por fibroblastos derivados del sinovio RA de cuatro
donadores. Existe una potencia similar entre los dos reactivos

bajo estas condiciones de ensayo.

Ejemplo 65: Estudios de bolsas de Aire Murina

En este estudio, se valordé 1la capacidad de los
biolégicos anti-TNF, ALX0071 y Etancerpt, para atenuar la
infiltracién celulér inducida por TNFo en una bolsa de aire de

murina.

Creacidén de Bolsas de Aire
Las Dbolsas de aire se formaron por inyeccidén sub-
cutdnea (s.c.) de 2.5 ml de aire estéril en la superficie dorsal

de ratones machos anestesiados C57B1/6/J (25-30 g, Harlan). La
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bolsa se reinfldé inyectando 2.5 ml de aire estéril 3 dias

después.

Estimulacidén de TNF«

Seis dias después de la creacidédn inicial de la bolsa de
aire, los animales fueron anestesiados y la bolisa inyectada con 1
ml de vehiculo de carboximetilcelulosa al 0.5% (CMC), gque
contiene 0.1 pug de TNFa recombinante humana (R&D Systems, 210-TA-
050/CF). En los otros tres grupos de animales, se inyectd ALX0071
(0.0625, 0.125 y 0.25 mg/kg) s.c. 19 horas antes de la inyeccién
de TNFoa. Se inyectd un segundo grupo de tres animales (s.c.) con
Etanercept (Wyeth Labs, 0.125, 0.25 y 0.5 mg/kg), inmediatamente
antes de la inyeccidén de TNFa.

24 Horas después de la inyeccidn por TNFa, los ratones
fueron elegidos con una concentracién elevada de CO,. Las bolsas
fueron lavadas con 2 ml de PBS estéril 1libre de endotoxina
enfriado en huelo que contiene 5 IU/ml de heparina. Los volumenes
fueron registrados y se separaron 0.5 ml de alicuotas para conteo
de la poblacién de células blancas de la sangre totales (WBC) en
un contador celular Sysmex XT-Vet. El error estédndar y la media
de los conteos WBC totales medios (SEM) para cada grupo, fueron
calculados por ml de fluido de lavado retirado. Los andlisis
estadisticos fueron por ANOVA con datos no traﬁsformados \%

posteriores a la prueba Kruskal-Wallis.

Sumario de resultados
Tanto ALX0071 como Etanercept, atenuaron la
infiltracién de WBC inducida por TNFa en las bolsas de aire

(Tabla). Mientras esta atenuacidn alcanza significancia



~500- 5OK

estadistica en tanto 0.125 (P<0.0l) como 0.25 mg/kg (P<0.05). Los
grupos de dosis de ALZ0071, no se ©observd significancia

estadistica con cualquiera de los grupos de dosis de Etanercept.

Tabla 8
Hombre SEC ID NO Secuencia ~
PMPLIC2(TNF1l} | 52 QVOLVESGGELYQPGGSLRLSCARSGFI FSDYWMYWVRQAPGKGLE

WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLKEEDTA
LYYCARSPSGFNRGQGTQVTVSS

PMPIGLY 53 OVOLOESGGGMVQPGGSLRLECAARSGFLFGVSWMYWVRQAPGKGLE
WYVSEINTNGLITKYPDSVKGRETISRDNAKTTLYLOMNSLKPEDTA
LYYCARSESGSFRGOGTQOVIVSS

PMP1H6 54 EVOLVESGGGLVOPGESLRLSCATSGELFSVSWMNYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYVDSVKGRETT SRDNAKNTLYLOMDSL I PEDTA
LYYCARSPSGSFRGOGTQVTVSS )

| PMPLIGS (TNF2) 55 OVQLVESGGGLVOAGGS LRL.SCAASGRTFSEPSGYTYTIGWERQAP
GKEREFVARIYRSSGLTYYADSVKGRFTISRDIAKNTVDLLMHESLK
PEDTAVYYCAARDGIPTSRSVGSYNYWOQGTQVTVSS

PIPLHZ 56 OVKLEESGGGLYQPSDSLRLSCAASGRIFSDYSGYTYTVGWERQAP
GKEREFVARIYWSSGNTYYADSVKGRFT'ISRDOTIAKNTVDLLMNNLE
PEDTAVYYCAARDGIPTSRSVESYNYWGQGTQVTIVSS B
PMP3G2 [ 57 AVOLVESGGGLVQPSDSLRLSCAASGRI FSDYSGYTYTVGWERQAR
GKEREFVARIYWSSGNTYYADSVKGRETISRDIAKNTVDLLMNNLE
| PEDTAVYYCARRDGIPTSREVESYNYWHGQGTQVIVSS

PMPLD2 58 | AVOLVDSGGEGLVOAGGSLRLSCAASGR ' FSAHSVYTMGNFRQAPGK
EREFVARTYWSSANTYYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLLMNCLKPE
- DTAVYYCAARDGIPTSRSVEAYNYWGQUTQVTVSS

PMP3D10 59 QVOLVE SGGGLVQAGGSLSLSCAASGREFTGYYMGRFRQAPGKERQ
LLASTSWRGDNTYYKESVKGRFTISRDDAKNTIYLOMNSLKPEDTA |
VYYCARSILPLSBDPCHNTNWGQCTOVEVSS

PMP5F10 (TNF3) 60 EVOLVESGCCLVQAGGSLSLSCSASGRILSNY YMGHFRQAPGKERE
LLGNISHRGYNIYYKDSVKGRFTISRDDAKNTI YLQMNRLKPEDTA |
| VYYCARSTLPLSDDPGWNTYWGQGTQVTVSS

PMPAAB (ALB2} 61 AVQLVESGGGLVQGGGSLELACAASER [ FDLNLMGHYRQGPGNERE
LVATCITYG.DSTNYADSVKGRFTISMOYTKQTVYLHMNSLRPEDT
B GLYYCKIRRTWHSELWGQGTOVTVSS

PMP6BY 62 EVOLVESGGGLVQEGGSLRLACAARSERIWDINLLGWYRQGPGNERE
: LVATITVG.DSTSYADSVKGRETISRDYDKNTLYLOMNSLRPEDTG

LYYCKIRRTWHSELWGQGTFQVTVSS _
PMPGAG (ALB1) 63 AVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAARSGE TERSFGMSWVRQAPGKEPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNAKTTLYLQMRSLKPEDTA
VYYCTIGGSLSRESQGTQUIVSS

PMP6C1 64 AVQLVDSGGGLVOPGGSLRLSCAASGFSFGSFGMSWVRQY PGKEDE
WVSSTNGRGDDTRYADSVKGRESISRDNAKNTLYLQMNSLKPEDTA
| EYYCTIGRSVSRSRTQGTQVTVSS

PMPBGE 65 AVQLVESGGGLVQPGGSLRLTCTASGE T FRSFGMSWVRQAPGKDQE
WVSAISADSSTKNYADSVKGRFTISRONAKKMLYLEMNSLKPEDTA
VYYCVIGRGSPSSPGTQVTVSS
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PMP6AS

66

QVQLAESGGCLVQPGGSTRLTCTASGFTFGSIIGMSHVRQAPGEGLE

VYYCVIGRGSPASQGTQVTIVSS

PMP6GT

QVQLVBSGGCiVQPGGSLRLSCAASGFTFSEYWHYWVﬁVAPGKGLE
RISRDISTGGGYSYYADSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLKPEDT
ALYYCAKDREAQVDTLDFDYRGQGTQVTVSS

NC55THE_S1C4

105

EVQLVESGGGLVQAGDSLRLSCAASQIIFGSHVAAWFRQAPGRERE
FVAEIRPSGDFGPEGEFEHVTASLKGRFTIAKNSVDNTVYLOMNSL
KPEDTAVYYCARAPYRGGROYRWEYEYEYWGIGTQVTV

| NCS5TNF_S1C3

106

EVQOLVESGGGLYQPGGSLRLSCKNAGSTSNAYATGWFRRAPGKERE
FUAGIQWSGGDAFYRNSVKGRFRITRDPDNTVYLOMNDLKPEDTAL

| YYCAQKLSPYYNDFDSSNYEYHGQGTQVTV

NC55TNE_S2C1

{ EVOLVESGGDLVOPGGSLRLSCAVSGOLEFSTNDVGWYRRAPGKQORE

LVATITDDGTTDYGDDVKGREVISREGEMVYLEMNSLKPEDTAVYY
CNINRLRSTWGIRYDVRGQGTQVTVSS

'RCS5TNE_S2C5

107

108

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCVVSGEFTEFSTTSMTWVRQAPGKEEE
WVSFPINSDGSSTTYRDSVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNSLKPEDTA
MYYCGRROYGRDRSKGIQVTVAS

NC55TNF_S3C7

EVOLVESGGGTVOAGDSLRLSCARSGRSFSEVAMGWEFRQAPGKORE
FLAGVGYDGSSIRYAESVKGRFTIARGNRESTVELQMENLKPEDTA
VYFCTAEPIGAYEGLWTYWGQGTQVTVSS

NCS5THF_83C1

109

110

XXXXVESGGGLMOPGGS LKLSCAASGEMFSISANGWFROAPGKERE
FVATISWNGGSSSYADFVKGRFTISRDNAKNTVYLOMNGLT PQDTA
IYYCAGSYSNGNPHRFSQYQYWGQGTQVTYSS

NCS5TNF_BMP1B2

111

FYARISUGGGSIVYRESAKGRETISRONAKUTMYLOMDSLKPEDTA
VYYCAMANNIATLRQGSWGOGTQVTVSS

NC55THF_BMP1D2

112

EVQLVESGGELVQAGGSLKLSCTASGRNFVTYAMSWFRRAPGKERE
FVASISWSGDTTYYSNSVKGRPTVSRDNGKATAYLRMNSLKPEDTA
DY YCAVVQVIDPSWSGVNLDDYDYLGSGTQVTVSS

NCS55TNF_BMP1E2

EVQLVESGGRLVQPGGSLRLSCKNAGSTSNAYATGRFRRAPGKERE
FVAGIQWSGGNAFYRNSVRKGRFRITRDPDONIVYLOMNDLKPEDRTAT
YYCAOKLS PYYNDFDSSNYEYWGQGTQVTVSS

WC5STNE_BMP1G2 |

114

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCARSATISSIVHLGWYRQAPGKQRE
WVYASITIGSRTHYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLOMNSLKPEDTAV
YFCHNAVEPRDDYWGQGTQVTEVSS

NC55TNF_BMP2AZ

115

FVOILVESGGGLVOAGGSLRLSCAASGOTSS 5Y DMGWFROAPGEGRE

FVARISGSDGSTYYSDRAKDRETISRDNTKNMVYLOMDRLKPDDTA

VYYCRVPRYENQRSSYDYWGQGTQVTVSS

NCS5TNF_BMP2C2

116

EVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCARSGSTFE TYDMSWVRQAPGKGLE

WVSGIDSGGESPMYVDSVKGRETVSRONARNTLYLOMNSLKPEDTA
VYYCAKFSTGADGGSWYWSYGMDSWGKGTOVTVSS

NC55TNE_BMP2F2

117

EVQLVESGGGLVQAGDSLRLSCEASERSSNRYNMANFRQAPGKERE
FLARVDVSGGNTLYGDSVKDRETVSRINGENAMYLOMNNLKPEDTA
TYYCAAGGHWGTTQYDYDYWGOGTQVTIVSS

NCS5TNE_NC10

118

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCVCVSSGCT FSAY SMTHVROAPGKA
EEWVSFINSDGSSTTYADSYNGRFKI SRDNAKKTLYLOMNSLGPED

TAMYYCQRRGYALDRGOGTQVTVSS

NCS5TNF_NC11

113

EVQLVESGGGLVQAGDSLTLSCASSGRGFYKNAMGWE RQPPGKERE
FVASIKWNGNNTYYADSVRGRFTISRGNAKNTENTVSLOMNSLKPE
DTADYYCAADSSHYSYVYSKAYEYDYWGQGFQVTVSS

NC5STNF_NC1

120

EVQLVESGGGLYQPGGSLRLSCVESGEARSASSMAWVRQAPGKYEE
WVSFINSDGSSTTYADSVOGRETISRDNAINTLYLOMNSLESEDTA
MYYCGRRGYGRDRSQGIQVTVSS

NC55TNF_NC2

121

EVOLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTESSYAMGHERQAPGKERE
FVAAISWSGTITNYADSVKGRFTISRDNGKNTVHLOMNSLKPEDTA
VYHCAVVQPYSGGDYYTGVEEYDYWGXGEQVTVSS

NCS5TNF_NC3

122

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCVVSGEFTFSATSMTHWVROAPGKAEE
WVSFINSDGSSTTYADSVKGRETISRONAKNTLYLOMDDLQSEDTA
MYYCGRRGYGRDRSRGIQVTVSS

NC55TNE_NCS

123

EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGGAFSNYDVGHERQAPGEGRE
IVARISGSGDSTYSSNRAKGRETISRDNARKNTVYLOMNSLKREDTA
VYYCRAARYNGTHWSSNDYWGQGTQVTVSS

RC55TNE_NC6

124

EVOLVESGGGLVOPGGSLRLECECVSSGCTESAY SHTHVRQAPGKA
EEFVSFINSDGSSTTYANSVNGRFKISRONAKKTLYLQMNSLGPED
TAMYYCORRGYALDRGQGTQVTVSS

NCSSTNE_NC?

125

QVOLVESGGGLVQAGGSLRLSCTASGOT S STADMGWFRQPPGKGRE
FVARISGIDGTTY YDEPVKGRFTISRDKPONTVYLOMDSLKPEDTA
VYYCRSPRYADQWSAYDYWGQGTQVTVSSE

NC55THF_NC8

126

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCVVSGETESTTSMINVRQAPGKFEE

WUSFINSDGSSTTYADSVKGRFTISRDNZKNTLYLOMNSLKPEDTA

“MYYCGRRGYGRDRSKGIQVTVSS

NCSETNF_S2C2

EVOLVESGGCLVQPGEGSLRLSCVASASGVKVNDMGRWYRQAPGKERE
LVATITDDGRTNYEDFAKGRFTISRONAKNTVYLOMNSLLPEDTAV
YYCNARTYWAHLPTYWGQGTQVTVSS

NCSSTNF_S1C6

128

EVQLVESGGGLVOAGGSLRLSCAASGRS GSVAMGWFRQAPGKERE
FVAAIGYDGNSIRYGDSVKGRETISRDNIKNTMYLEMENLNADDTA
RYLCAAEPLARYEGLWTYRWGQGTRQVTVSS

NCS5TNF_S3C2

129

EVQLVESGGGLVQAGASLRLSCTTSTRTHDRENMAWFHQAPGKDRE
FYSRIDVAGYNTAYGDEVKGRETVSROSAENTVVLOMNSLREPEDTEG
VYYCARGGWGISOSDYDLHGQGTQVTVSS

S02.



-502-

Tabla 9
nanocuerpo | Clase |Koff estimado (1/s}
[PMPSF10 [l 2,.63E-04
PMP1 G5 3,50E-04
PMP1 C2 [ 4,39E-04
PMPT G111 ¢ 1,15E-03
PMP1HE |[I 2,14E-03
PMP1 H2 | 3,65E-03
PMP3 G2 |1l 1,09€-02
Tabla 10
I.\I.anoc-uerimr Secuencia de |ill;¥l — firifEI"E“CiaS HAAS | %AA de identidad
germinal #AA toal
ALB1 | DP51/DP53 13787 B5.1
ALBZ DP54 | 26/87 70.2
TNF1 DPETIDP53 6/87 [ 932
TNF2 DpP54 16/87 L 81.7
TNF3 DP29 18/87 (79.4
Tabla 11
| Nanocuerpo Tiempe de induccién Rendimiento (mg/l)
| ALB1 - corto/37°C 18
ALB2 ‘corto/37°C 4
TNF1 ‘contos37°C 83
[ TNF2 corte/37°C |5 i
‘ TNF3 corto/37°C 0.8

<D
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Tabla 12
50% enlace (ng/ml)
1D 7 TNFa humano . TNFa Rhesus
TNF1 | 12 2
TNF2 0 >3000
TNF3 | 18 16
Tabla 13
- 50% de inhibicion {ng/ml}
T’DW?? TNFa humano TNFa Rhesus
TNF1 530 220
TNF2 | 3500 >5000 —
TNF3 | 100 ’ 100
Tabla 14
TWNFa 7 hum-anio Kd (1/s)
TNF ' 11,05E-03
TNF2 1.33E-03
TNE3 | 3.02E-04
Tabla 15
Albiimina humana AlhﬁmﬁﬁrRhesus' Albamina de raton
ALB1 KD (nM) 0,57 0.52 6,5
ka (1/Ms) | 1.11E+06 1,.06E+06 1,11E+(6
| kd (1/s) 5,30E-04 5,46E-04 7.,25E-03
ALBZ |KD (nM) |0,092 0,036 15,7
ka (1/Ms) |8,15E+05 1,.94E+06 1,95E+05
kd (1/s) 7.52E-05 7.12E-05 3,07E-03
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Tabla 16:
Ensayo: 1.929s + Act D (5000c/w)
TNF: TNFa humano @ 0.5ng/mi
EC;D en nM potencia relativa
Nanoclie;qm media  desv. est. # media desv.est.,
TNF1 1C2 0.707 . 0.265 14 0.015 0.007
TNF2 1G5 1.412 0.622 14 0.007 0.002
TNF3 5F10 (0224 0133 14 0.048  0.019
Enbrel 0.009 0.005 45 '1.002 0011
Humira 0.079 0.043 39 0.097 0.069
Remicade 0.083 0.037 45 0.103 Q.OSB
ensayo: L929s + Act D (5000c/w) .
TNF: TNFa rhesus @ 0.5ng/mi
ECs en nld ‘ poteﬁcia' relativa
|Nanocuerpo media desv.est. | # media izlésv.esi. ‘
TNF1 1C2 0693 0305 |9 0.015 (.009
TNF2 1G5 >50 |s |
TNF3 5F10 0.602 0283 |9 (0,017 0.010
Enbrel 0.008 0.003 |7 1 1).000
Hurnira 0071 0025 |8 1 0.103 2.059
Remicade >8.7 7 |
Tabla 17
% Sintratar | TA ITC [ 50°C 60°C 70°C 80°C 96°C
TNF1 700 98 98 98 [ 98 g5 92 90
TNF2 100 55 700 89 B T o3 50
TNF3 100 96 |97 o8 (%6 54 75 70
"ALBT | 100 101 102 101 00 {64 94 g0
ALB2 100 160 102 100 100 28 [] 17
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Tahla 18
5 ECso en potencia
nanocuerpo temp en °C | nM # relativa
TNF1 control 0,816 (1 3,013
92#2302nr1. TNF1  TA 0,873 1 0,014
37 0,901 1 {0,013
50 0,908 1 0,013
60 0,891 1 0,013
70 11,218 1 0,010
80 - 2,655 1 0,004
90 5,797 1 0,002
TNF2TTTTTTTTTTTTTTTT confrof " TTTTl2800 [T 16,605 T
02#2302nr2.TNF2  TA 2,165 1 0,005
37 2,212 1 0,005
50 2,241 1 0,005
60 1,782 1 {0,007
70 2,487 1 0,005
80 2818 |1 0,004
90 6,135 1 0,002
TNF3 e éontrol 02780048 T
92#23020r3TNF3  TA 0289 |1 0,041
37 0,295 1 0,040
50 0,290 1 0,041
60 0,281 1 0,042
70 0203 |1 {0,040
80 0,576 1 0,021
90 0,861 1 0,014
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-506-

Hombre

SEC ID NHO

Secuencia

GS9

68

GGGGSGEGS

G530

6%

GGEGESGGEESEEEESGCEHESGGEEGS6CEEES

TNE1-G59-
THEL (TNF4)

70

QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCRAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WYSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNSLKPEDTA
LYYCRRSPSGFNRGQGTQVIVSSGGEGSGEESQVQLVESGGGLVQPR
GGSLRLSCAASGFTFS DYWRMYWVROAPGKGLEWVSEINTNGLITKY
PDSVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNSLKPEDTALYYCARSPSGEFNRG
QGTQVTVSS

TNFZ-G59~
THEZ (TNF3)

71

QV{LVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSEPSGY TYTIGWERQAP
GKEREFVARIYWSSGLTYYADSYKGRFTISRDIAKNTVDLLMNSLK
PEDTAVYYCAARDGIPTSRSVGSYNYRGOGTQVIVSSGGGGSGGGS
OVQLVESGEGLVOAGGSLRLSCAASGRTFSEPSGYTYTIGRERQAP
GKEREFVARIYWSSGLTYYADSVKGRETISRDIAKNTVDLLMNSLK
PEDTAVYYCAARDGIPTSRSVGSYNYWGQGTQVIVSS

TNE3-GS9-
THE3 (TNEG)

72

EVQLVESGGGLVOAGGSLSLSCSASGRSLENY YMGH FROAPGKERE
LLGNISWRGYNIYYKDSVKCRFTT SRDDAKNT I YLOMNRLKPEDTA
VYYCARSTLPLSDDPGWNTYWGQGTOVTVS SG3GGSGGGSEVOLVE
5GGELVQAGGSLSLSCSASGRSLSNY YMGHFROAPGKERELLGNIS
WRGYNIYYKDSVKGRFTISRDDAKNT [ YLOMNRLKPEDTAVYYCAA
SILPLSDDEGWNTYWGQGTQVIVSS

TNFL-GS30~
THNF1 (TNF7}

73

QVQLVESGGGLVOPGESLRLSCARSGFTES DY WMYWVRQAPGRGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTTSRDNAKNT LYLOMNSLKPEDTA
LYYCARSPSGFNRGQGTOVTVSSCGEES6EEE5GEGGSGEGEESGEE
GSGGGGSQVOLVESGGGLVOPGGSLRLSCARSGETESDYRMYWVRO
APGKGLEWYVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNMAKNTLYLQMNS
LKPEDTALYYCARSPSGFNRGOGTQVTVSS

TNE2-GS30-
THEZ {TNF8)

14

OVQLVESGCGLVOAGGSLRLSCAASGRTFSEPSGYTYTIGRERQAR
GKEREFVARIYWSSGLTYYADSVKGRETISRDIAKNTVDLLMNSLK
PEDTAVYYCAARDGIPTSRSVGSYNYHGQGTQVIVSSGEGGESEGGE
SGGGGSGGEEESEGEESEEEESQVOLVESGGGLYQAGGSLRLSCAAS
GRTFSEPSGYTYTIGHWFRQAPGKEREFVARIYWSSGLTYYADSVKG
RFTISRDIAKNTVDLLMNSLKPEDTAVYYCAARDGIPTSRSVGSYN
YWGQGTQUTVSS

TNF3-GS30=
TNF3 (TNF9)

75

EVQLVESGGGLVQAGGSLSLSCSASCRSLSNY YMGHFRQAPGKERE
LLGNISWRGYNIYYKDSVKGRFTISRDDAKNT I YLOMNRLKREDTA
VYYCAASILPLSDDPGHHTIYWGOGTQVTVSSGHGESGGGEESGEGGES
GGGGSGEGGSGEEGSEVOLVESGEGLVQAGGSLSLSCSASGRSLSN
YYMGHFRQAPGKERELLGNISWRGYNIYYKDSVKGRFTISRDDAKN
TIYLOMNRLKPEDTAVYYCAASTILPLSDDPGRHTYWGEQGTQVTVSS

TNF30-30GS-
TNF30-C  (INF
55)

419

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETFSDYUIMYWVRQAPGKGLE
WYSEINTNGLITKY PDSVKGRFTISRONAKNTLYLOMNELRPEDTA

VYYCARSPSGFNRGOGTLYTVSSg99gs999gs9g9gs94999sggy
gs9999sEVQLVESGEGLYQPGGSLRLSCAASGETFSDYWMYWVRO

| BPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGREFTISHRDNAKNTLYLOMNS

LRPEDTAVYYCARSPSGFHNRGQGTLVTVSC

TNF30-30GS-
TNF30-ggegC
{TNF36)

420

EVQLVESGGGLVQPGGSLALSCAASGFTFSDYUMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRETISRONAKNTLYLOMESLRPEDTA
VYYCARSPSGFNRGOGTLVTVSSgggqgsgggesqqqgasggaygsqgayg
gsggggsEVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGETESDYWMYN VRO
APGKGLEWVSEINTHGLITKYPOSVKGRFTISHDNAKNTLYLQMNS
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Tabla 20
1D Formato "Ehluazad-c;r 77
TNF4 TNFI-TNF1 9AA GlySer
TNF5 TTNFZTNFZ 9 AA Glyser
TNFG [ TNF3-TNF3 GAA GlySer
R A | TRET-TNFT 30 AA GlySer
TNFB - TNF2-TNFZ 30 AR GlySer
TNF9 | TNF3-TNF3 30 AA GlySer
Tabla 21
Nanobody™ Tiempo de inducrcirén Rendimiento (mylL)
TNFA ON728°C 3.2
TNF5 corto/37°C 5.5
TNFG T corto/37°C 1.19
TNET ON28°C 27
TNF8 corto/37°C 6.6
TNFQ ON/28°C 1.3
Tabla 22
50% de inhibicion (ngiml)
D TNFa Humane
TNFA 13
TNF5 5.3
TNFB 30
TNE?7 16
TNF8 23
“TNF9 18

jCon'!
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Tabla 23

ensayo: L929s + Act D (5000c/w)

TNF: TNFa humano @ 0.5ng/m!

ECso en ni 7 | potencia relativa

Nanecuerpo mé([m desv.est. # ‘media desv.est.

TNF4 0.236 0.049 4 {0033 0.012

TNF5 0.020 0.010 9 0.566  0.275

TNF6 0.078 0.047 8 0.179  0.168

TNF7 0.013 0.005 8 0673 0211

TNF8 0.007 0.002 {2 1.240  0.137

TNF9 0.012 0.005 8 0.728 0242

Enbrel 0.009 0.005 45 1.002  0.011

Humira 0.079 0.043 39 0.097  0.069

Remicade 0.083 0.037 |45 0.103  0.058

ensayo: L929s + Act D (5000¢/w)

TNF: TNFa rhesus @ 0.5ng/mi

[Efsm_ potencia relativa

Nanocuerpo [ledia desv.est|# media desv.est

TNF4 0.747 0025 [4 0.065 0015

TNF5 35.000 16.000 |5 0.000  0.000

TNF6 0.398 0.074 |6 0.024  0.003

TNF7 0.011  0.005 |4 0.860  0.142

TNFS 1.026 0444 |2 0.010  0.001

TNFO 0.038 0012 4 0.249  0.032

Enbrel 0.009 0003 |7 1.000 0,000

Humira 0.071 0025 |8 0.103 0.059

Remicade >6.7 7

Tabla 24

% sintratar  |TA | 37°C 50°C 60°C [ 70°C 80°C 90°C
TNF4 {100 99 95 50 98 55 34 7
TNF5 100 53 101 99 |98 = |97 76 72
"INF6 | 100 103 104 703 105 o] 7 7
TNF7 100 100 700 198 |96 |66 33 0
TNFB 100 53 100 99 100 T 8
TNF3 700 101 101 161 101 99 17 18

SO
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| Hombre

SEC ID KO

Secuencia

TNE13 (TNF1 HUM1)

76

EVdLVESGGéLVbPGQSLRLSCRASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVEEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNSLKPEDTA
VYYCARSPSGFNRGQGTQVTIVSS

TNF14 (TNF1 HUM2)

N

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCR%SGFTFSDYNMYHVRQEPGKGLE

WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNSLKPEDTA
LYYCARSPSGFNRGQGTLVEVSS

TNEL5 {TNF2 HUML)

18

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSEPSGYTYTIGHWEFROAP
GKGREFVARIYWSSCGLTYYADSVEGRFTISRDBT AKNTVDLOMNSLK
PEDTAVYYCAARDGIPTSREVGSYNYWGQGTQVIVSS

TNFL16{TNF2 HUMZ)

EVOLVESGGGLVOPGGSLRLSCARSGEFTESEPSGYTYTIGRFROAP
GKGREFVARIYWSSGLTYYADSVKGRFTISRDIAKNTVDLQMNSLK
PEDTAVYYCAARDGIPTSREVGSYNYWGOGTQVEVSS

THNF17 {TRF2 HUM3)

80

EVQLVESGGGLVQ?GGSLRLSCARSGRTFSEPSGYTYTIGWERQAP
GKGREFVARIYWSSGLTYYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLOMNSLK
PEDTAVYYCAARDGIPTSRSVGSYNYRGQGTQVIVSS

TNF18 {TNF2 HUM4)

81

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTPSEPSSYTYTIGWERQAP

GKGREFVARIYWSSGLTYYADSVKGRFTISRDIAKNTVDLQMNSLR
PEDTAVYYCAARDGIPTSRSVGSYNYWGRGTQVTVSS

TNF19 {TNF2 HUM5)

82

EVQLVESGGGLVQPGESLALSCARSGRTFSEPSGYTYTIGHFROAD
GKGREFVARIYWSSGLTYYADSVKGRFTISROITAKNTVDLOMNSLK

PEDTAVYYCRARDGIPTSRSVGSYNYWGQGTLVIVSS

TNF20 (TNE3 HUM1)

83

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCARSGRSLSNY YMGWFRQAPGKGRE
LLGNISWRGYNIYYKDSVKGRFTISRDDSKNTIVYLQMNSLKPEDTA
VYYCAARSILPLSDDPGUNTYHGQGTQVTVSS

' TNFZ1(TNF3 HUMZ)

84

EVOLVESGGGLVOFGGSLRLSCAASGFTFSNY YHGH ERQAPGKGRE
LLGNISHRGYNIYYKDSVKGRFTISRDDSKNT I {LOMNSLKPEDTA
VYYCARSILELSDDPGWNTYWGOGTQVTYSS

 TNF22 (TNE3 HUM3)

85

EVQOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRSLSNY YMGWERQAPGKGRE
LLGNISWRGYNIYYKDSVKGRFTLSRDDSKNTI(LOMNSLKTEDTA
VYYCRASILPLS DDPGUNT YRGOGTQVTVSS

TNF23 (TNF3 HUM4)

86

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRSLSNY YMGWFRQAPGKGRE
LLGNISHRGYNIYYKOSVKGRFTISRDDSKNTLY LOMNSLKPEDTA
VYYCAASILPLSDDPGUNTYRGQGTLVIVSS

ALB3 (ALB1 HUML)

EVOLVESGGGLVOFGGSLRLSCAASGETFRSFGHSHVRQAPGKE PE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGREFTISRDNAKTTLY LQMNSLKPEDTA
VYYCTLGGSESRSSQGTQVTVSS

ALB4 (ALBl HUM2)

58

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETFSSEGH SWURQAPGKE PE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRETISRONAKTTL Y LQMNSLKPEDTA
VYYCTIGGSLSRSSQGTQVTVSS

ALBS5(ALBl HUM3)

g9

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLECAASGET FRSFGHSHVROAPGKGLE
WVS3I5GSGSDTLYADSVKGRFTT SRONAKTTLY LOMNSLKPEDTA
VYYCTIGGSLSRSSQGTQUTVSS
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Tabla 26
Nanecuerpo Tiempo de induccién Rendimiento (mg/L}
TNF13 ON/28°C 8.8
TNF14 { ONZZE"C 7
TNF15 Corto/37°C 7.6
TNF16 Corto/37°C 8.7
TNF17 Corte/37°C 7.2
TNFT8 Corto/37°C 4.8
TNFT9 Corto/37°C 8
TNF20 ON/28°C 35
TNF21 ON/28°C 75
TNF22 ON/28°C B
TNF23 ON7/Z8°C 28
ALB3 | ON28°C 11.8
ALB4 ON/Z8"C 9
ALBS ON/28°C 11.7
Tabla 27
efnsayo: L929s + Act D (5000c/w)
TNF: TNFa humano @ 0.5ng/m!
Fc;én ni relative potency
Nanocuerpo media desv.est # media  desv.est
| TNF1 6.707 0.265 14 0.015 0.007
[TRFi3 0988 0014 0014 0.003
TNF14 0.981 0.007 3 0.014 0.003
TNF2 1.412 0.622 14 0.007 0.002
TNF15 1.669 1.253 4 0.002 0.000
TNF16 1.898 0.192 4 0.005 0.001
1TNF17 3.023 0.562 ,4 0.001 0.001
TNF18 1.508 0.481 4 0.004 0.001
TNF19 2.191 0.941 4 0.001 0.001
'TNF3 0224 0133 14 0.048  0.019
TNF20 0.380 0.080 3. 0.035 0.005
TNF21 0.889 0.019 0.015 0.003
TNF22 0.303 0.005 0.044 0.011
TNF23 0.3 0.011 3 0.044 0.011
Enbre! 0.009 0.005 45 1.002 0.011
Humira 0.079 0.043 39 0.097 0.069
Remicade (.083 0.037 45 0.103 0.058
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[ TA .
/0 Sin tratar

TA

k¥ {

50C 60C T76C §0C | 90C

[TNFT3 [ 100

104

99

98 99 84 K] a3

TNF14 100

98

101

95 99 96 9¢ 90

TTNFI5 700

100

91

99 g5 90  [b9 46

TNF16 100

97

102

101 94 101 58 48

TNF17 100

102

98

100 90 90 69 59

TTNF18 | 100

100

101

g7 N 93 63 50

TNF19 | 100

102

1114

98 92 91 60 49

L TNF20 100
TNF21 100

94
98

93

99

93 93 92 85 67
101 98 96 36 40

TNF22 100

102

101

1056 99 a3 25 31

CTNF23 | 100

98

97

99 . [97 |98 |87 55

ALB3 [ 100

100

99

98 25 18 60 62

ALB4 100

100

100

100 Q9 29 61 55

ALBS 100

100

100

‘Tabla 29

59 o4 32 61 28

Nombre

SEC ID HO

Secuencia

TNF1-9GS-ALBL~
9GS-THF1 (TNF24)

20

QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCARSGEFTEFSDYWNYWVRQAPGKGLE
WVYSEINTHGLITKYPDSVKGRFTISRONAKNT LYLOMNSLKPEDTA
LYYCARSPSGFNRGQGTQVTVSSGGGGESGGEG SEVOLVESGGGLVQP
GNSLRLSCAASGFTEFRSFGMSWYRQAPGKEPLEWVSSISGSGSDTLY
ADSVRGRFTISRDNAKTTLYLOMNSLKPEDTAVYYCTIGGSLSRSS
QGTQVTVS5GGGESGEGSEVOLVESGGGLYQPGGESLRLSCAASGET
FSDYWMYWVROAPGKGLERVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRON
AKNTLYLOMNSLKPEDTALYYCARSPSGENRGQGTQVTVSS

TNF2-BGS~TNFZ2-
SGS-ALB1 {TNF25)

21

OVOLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSE PSGYTYTIGHFRQAP
GKEREFVARI YWSSGLTYYADSVKGRITISRUTAKNTVDLLMNSLK
PEDTAVYYCAARDGI PTSRSVGSYNYWGOGTOVTVSSGEGESGGGS
EVQOLVESGGGLVOAGGSLRLSCARSGRTFSEPSGYTYT IGHFRQOAP
GKEREFVARIYWSSGLTYYADSVKGRETISRDIAKNTY DLLMRSLK
PEDTAVYYCAARDGIPTSRSVGSYNYWGQCTQVTVSSGGGESGGES
EVOLVESGGGLVQPGNSLRLSCARSGETFRS FEMSWVROAPGKE PE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRETTI SRONAKTT LY LOMNSLKPEDTA
VYYCTIGGSLSRSSQGTOVTVSS

PNF3-3GS-ALBL-
9GS-TNE3 (TNF26)

8

EVQLVESGGGLVQAGGSLSLSCSASGRSLSNYYMGWERQAPGKERE
LLGNISWRGYNIYYKDSVKGRFTISRDEAKNTIYLOMNRLEPEDTA
VYYCARSILPLSDDPGHNTYWGOGTQVTVSSGGGEGESGGGSEVQLVE
SGGGLVOPGNSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVROAPGKEPERVSSIS
GSGSDILYADSVKGRFTISRDNAKTTLYLOMMSLKPEDTAVYYCTE
SCSASGRSLENYYMGWERQAPGKERELLGNIL SWRGYNIYYKDSVKG
RETISRODAKNT IYLOMNRLKPEDTAVYYCALSILPLSDDPGUWNTY
WGQGTQVTVSS

TTNF1-30GS=TNEi-
9GS-ALBL (TNF27}

QVQhVESGGGLUQPGGSLRLSCARSGFTFSDYWﬁYﬁVRQAPGKaiE

LYYCRRSPSGENRGQGTQVTVSSGGEEESGGGHSEGGGEEGGGESGEE

GSGGGGSEVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGEFTESDYWMYWVRQ

APGKGLERVSEINTHNGLITKYPDSVKGRFTISRONAKNTLYLQMNS
LKPEDTALYYCARSPSGFRRGOGTQVTVSSGLGGSECGSEVQLVES
GGGLVOPGNSLRLSCAASGFTFRS FGMSWVRCAPGREPERVSSISG
SGSDTLYADSVKGRFTISRDNAKTTLYLQMNSLEKPEDTAVYYCTIG
GSLERSSQGTQVIVSS

TNF3-30GS-TNF3=
9G5~-ALB1 (TNF28)}

94

EVQLVESGGGELVQRGGSLSLSCSASGRELSNY YMGRFRQAFGKERE
LLGNISWRGYNIYYKDSVKGRFTISRODDAKNTIYLOMNRLKPEDTA
VYYCAASTILPLSDDPCGHNTYHGOGTQVTVSSEGGGSGREESGGEES
GGGCESGEGSSGGEESEVOVVESGGGLVQAGGELSLSCSASGRSLSN
YYMGWFRQAPGKERELLGNISWRGYNIYYKDSVKGRFTISRDDAKN
TIYLOMNRLKPEDTAVYYCAASILPLSDDPGENTYRGQGTQVTVSS
GGGGSGGGSEVOLVESGGGLVOPGNSLRLSCRASGFTFRSFGMSUY
ROAPGKEPEWVSSTISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNAKTTLYLOM
NSLKPEDTAVYYCTIGGSLERSSQGTQVTVSS

TNF30-9GS=-ALBE=
9G5-TNF30 (TNF60)

417

EVOLVE SGGGLVQPEGSLRLSCARSGETESDY WMYRVRQAPGKGLE
WVSETNTNGLITKYPDSVKGRETISRONAKNTLYLOMNSLRPEDTA
VYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSggggsqgys EVQLVESGGGLYQP
GNSLRLSCAASGETFSSFGMSHVRQAPGKGLEWVSSTISGSGSDTLY
ADSVKGRFTISRDNAKTTLYLOMHSLRPEDTEVYYCTIGGSLSRSS
QGTLVTVSSg9ggsgggsEVOLVESGGELVQECGSLRLSCAASGET
PSDYWMYWVROAPGKGLEWVSEINTNGLITKY PDSVKGRFTISRDN
MKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCARSPSGFNRCGOGTLVTVSS

12
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TNF33-9GS5-ALBB-
9GS-TNF33 (TNEG2)

418

EVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGRSLSNY YMGWERQAPGKGRE
LLGNISWRGYNIYYKDSVKGRFTISRDDSKNTIYLQMNSLRPEDTA
VYYCAASILPLSDDPGWNTYWGOGTLVTVSSggggsgggsEVQLVE
SGGGBLVOPGNSLRLSCARSGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSIS
GSGSDTLYADSVKGRET ISRDNAKTTLYLOMNSLRPEDTAVYYCTI
GESLSRESQGTLYIVSSggegsggusEVQLVE SGGELVQPGGSLRL
SCAASGRSLSNYYMGHFROAPGKGRELLGNISHRGYNIYYKDSVKG
RETISRDDSKNTIYLOMNSLRPEDTAVYYCAASILPLSDDPGWNTY

) WGQGTLVIVES
Tabla 30
1D Formato
TNF24 TNF1-9GS-ALB1-8GS-TNF1
TNF25 TNF2-9GS-TNF2-9GS-ALB1
| TNF26 "TNF3-9GS-ALB1-9GS-TNE3
[ TNF27 - TNF1-30GS-TNF1-9GS-ALB1
TNF28 TNF3-30G5-TNF3-9GS-ALBT
Tabla 31
Nanecuerpe Tiempo de induccién Rendimiento (mgl)
TNF24 ON/28°C 17 ' —
TNF25 cortof37°C 0.445
I TNF26 corno/37°C 0.167
TNF27 ON/28°C 2.2
TNF28 - corto/37°C 1
Tabla 32
ensayo: L9295 + Acf D (5000c/w})
TNF: TNFa humano @ 0.5ng/m!
ECs en nl potencia relativa
Nanocuerpe media desvest  |# media  desv.est
TNF24 0.011 0.003 11 0878  0.248
TNF25 0.018 0.008 14 0.603 0.243
TNF26 0.020 0.009 14 0.583 0.210
TNF27  0.012 0.003 0.810  0.037
TNF28 0.021 0.008 0.548 0.360
Enbrel 0.009 0.005 45 1.002 0.011
Humira 0.079 0.043 39 0.097 0.069
Remicade 0.083 0.037 45 0.103 0.058

SIS
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Tabla 33

Albtimina humana KD (nM) ka (1/Ms) kel (1/s)

6A6 (ALBT) 0,57 1,11E+6 16.30E-4
TC2-G5-6AB-GS-1C2 (TNF24) 11 2,26E+05 2,38E-03
1G5-GS5-1G5-GS-6A6 (TNF25) 7.2 2.91E+05 2,10E-03

| 5F10-G5-6A6-GS-5F 10 {INF26) 7.3 - 2,81E+05 2/)5E-03
C2-556-1C2-GS-6A6 (INF27) 88 3,19E+05 | 2,34E-03
[5F10-G56-5F 10-GS-6AG (INF28) 4 1,565E+05 2,13E-03
Tabla 34

% Sin tratar | TA 37C 50C 60C 70C 80C 80C
TNF24 (100 100 99 98 5 3 18
TNF25 | 100 nd 103 102 95 g 6
TNF26 | 100 109 115 112 107 10 10
TNE27 | 100 02 103 102 22 26 37
" TNF28 | 100 a7 53 a9 66 6 10

)
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Hombre

SEC ID NO

Secuencia

TNE29 (TNFI HUML)

95

E¥QLVESGGGLVQPGESLRLECARSGFTFSDYWMYWVROAPGKGLE
WYSEINTNGLITKYPDSVKGRETLSRDNAKNI LYLOMNSLKPEDTA
VYYCARSPSGFNRGOGTLVTVSS

TNF30 (TNFl HUM2)

96

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGiE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTESRONAKNTLYLOMNSLRPEDTA
VYYCARSPESGENRGQGTLVTVSS

TNF31 (TNF2Z HUMI)

97

EVQLVESGGGLVQPGESLRLSCAASGFTEFSERSCYTYTIGWFROAP
GKGREFVARIYHSSGLTYYADSVKGRETISROIAKNTVDLOMNSLR
PEDTAVYYCAARDGI PTSRSVGSYNYRGQGTQVTVSS

TNF32 (TNF2 HUM2)

98

EVQLVESGGGLYQPGGSLRLSCRASGFTFSERPSGYTYTIGRERQAP
CKGREFVARIYHSSGLTYYADSVKGRTTISRDIAKNTVDLOMRSLR

PEDTAVYYCARRDEIPTSRSVGSYNYWGQGTLVTVSS

TNE3I3 {TNF3 HUMI)

99

T BEVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAMGGRSLONY THGH FRQABGKGRE |
LLGNISHRGYNTYYKDSVKGREET SRODSKNTIYLOMNSLRPEDTA |

ALBG (ALB1 HUM1)

100

EVQLVESGGGLVOPGNS LRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGLE

WYS5ISGSGEDTLYADSVRGRETI SRDNAKTTLYLOMNSLRPEDTA
VYYCTIGGSLERSSQGTLYTVES

ALB7 (ALB1 HUMZ)

101

EVQLVESGGGLVOPGNSLRLSCAASGFTERSFGMSUVRQAPGKGLE
WYSSTSGSGSOTLYADSVKGRETISRDNAKTTLY LOMNSLRPEDTA
VYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS

ALB8(ALB1l HUM3}

102

EVOLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLE
WYSSISGSGSDTLYADSVKGRETISRDNAKTT LYLOMHSLRPEDTA
VYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS

| ALBO(ALBY HOUWM4)

103

EVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLE

WVSSISGSGSDTLYADSVKGRETISRDNAKNT LYLQMNSLRPEDTA

VYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS

ALB10 (ALBL HUMS5)

104

EVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGEFTFSSFPEMSWVRQAPGKGLE

WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRONAKNTLYLOMNSLRPEDTA

VYYCTIGGSLSRGGQGTLVTVES

Tabla 36
Nancbody™ | Tiempo de induccion Rendimiento
TNF29 | ON/28C 2.1 mg/C
TNF30 ON/28C 2.7 mg/L
“TNF3T [ON/Z8C 2 ma/L
TNF32 ON/Z8C T T5 Mgl
TNF33 ON/28C 0.5 mg/L ]

<\s
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Tabla 37
ensayo: 1.929s + Act D (5000c/w)
TNF::  TNFa humano @ 0.5ng/ml

potencia
ECso ennM relativa
Vin media desv.est # media  desv.est
TNF1 0.707 0.265 14 0.015 0.007
TNF13 (.988 0.014 3 0.014 0.003
TNF14 0.981 0.007 3 0.014 0.003
TNF29 1.336 1 0.013
TNF30 0.985 1 0.017
TNF2 1.412 0.622 14 0.007 0.002
TNF15 5.896 1.253 4 0.002 0.000
TNF16 2.422 0.192 4 0.005 0.001
TNF17 7.555 0.562 4 0.001 0.001
TNF18 3.134 0.481 4 0.004 0.001
TNF19 7.372 0.941 4 0.001 0.001
TNF31 2.195 1 0.008
TNF32 2.506 1 0.007
TNF3 0.224 0.133 14 0.048 0.019
TNF20 0.380 0.080 3 0.035 0.005
TNF21 0.889 0.019 3 0.015 0.003
TNF22 0.303 0.005 3 0.004 0.011
TNF23 03 0.011 3 0.04 0.011
TNF33 03 1 0.057
Enbrel 0.009 0.005 45 1.002 0.011
Humira 0.079 0.043 39 0.097 0.069
Remicade 0.083 0.037 45 0.103 0.058
Tabla 38 ,
sin tratar TA 37C 50C il 70C 80¢ 90¢C
TTNF29 | 100 100 100 100 100 a6 o1 89
INF30 | 100 160 100 ag 100 46 92 89
TNF31 | 100 100 {100 o8 91 84 56 43
TNF32 [ 100 99 98 57 |87 78 45 139
TNF33 100 a8 a7 a7 a4 a1 79 49
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Tabla 39
ensayo: alphaKYM (10000c/w)
TNF: TNFa humane @ 1ng/mi
Nanocuerpo ECso en nM |
TNF1 2.466
TNF2 4.236
JINES 0655
TNF4 0.069
TNF5 0.008
TNF6 0.121
TNF7 0.069
TNF8 0.013
JNFS 0020 ...
Enbrel 0.040
Humnira 0.103
Remicade 0.100 -
Resultados del Documento WO 04/41862
Nanocuerpo SECID No ECs, en nM
1A 1 100
3E 4 12
3G 5 20
Remicade 0,080
Tabla 40
MI3 rev TSEC ID | GGATRACARTTTCACACAGG
NO: 421
Rev 9GlySer L108 | SEC ID | TCAGTAACCTGGATCCGCCACCGCTGLCTCCACCGCCT GAGGAGACGGTGACCAG
NO: 422
For GS/corto SEC TD | 2GETTACTGAGGATCCGAGGTGCAGCTGGTGGACTCTSG
NQO: 423
I"Rev 15BspEI L108 | SEC ID | TCAGIAACCTTCCGGAACCGCCACCECCTGAGGAGACGGTGACAAG
i
NQ: 424
For BspEIl SEC ID | ASGITACTGATCCGGAGGCEGTRGCGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGE
1 NO: 425
‘ M13 para SEC ID | CACGACGTTGTAARACGAC
| NO: 426
Tabla 41

Cebador Inverso

Secuencia

NO: 427

PiRevhumNot/ad0c (Notl) |SEC ID | AIGGIGETGTGCGGCCGCCTATTATGAGGAGACGGTGACCAGG

Cebador delantero

Pi2for (Xhol)

NO: 428

SEC ID AGGGGTATCTCTCGAGARAAGRGAGGTGCAGCTIGGTGGAGTCTGEG

Tabla 42

. Enbrel

Humira 0.141 0.074
Remicade 0.120 0.037
Tabla 43
lhlbiiminn humana ialbiimina Rheas
TNFEG) Kp (nM) 24,4 24,1
kon (1/Ms) 2,05E+05 2,09E+05
Ko (1/5) 5,02E-03 S,04E-03
TNF24 Kp (nM) 11 Nd
on (1/Ms) 2 26E+05 INd
Kot (1/5) 2 48E-03 INd

£)>
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Tabla 44
PitorLong SEC _ ID | GCTAAAGARGRAGGGGTATCTCTCGAGARRAGAGAGGIGLAGLTGGIGGRGTCTG
HO: 429 e
Rev_30Glyser_L108 | SEC_ 1D | TCAGTAACCTIGGATCTCCCGCCRCCECTGLCTCCACCGLLGCTACCECCGLTATTGE
#0: 430 | TECCTCCACCGCCTGAGGRGACGGTGRCARG ) .
For_Glyber SEC 1D | AGCTTACTGAGGATCCEECEETGGAGGCAGCEETEGCOGESETAGCGAGGTGLAGCTGLTCGAGTC TGS
NO: 431
PiRevCys  huin SEC 1D | ATGGTGGTGTGAATTCTTATTAGCRGGAGACGETCACEAGE
NQ: 932 i
PiRevCysZhum SEC 1IN | ATGGTGGTGTCARETCTTATTAGCAACCTCCALC TGASSAGRCEETGACARGS
NO: 433 L
AQXIFar SEC 1D | GACTGGTTCCAATTGACARGC
NO: 434
AOXIREY SEC  ID | GCRARTGGCATTCTGACATCC
NG: 435 e
Tabla 45
TNF55-PEGAQ 0.004 0.001 8
TNF55-PEGH0 0.004 0.002 6
TNF35-Bitina 0.012 0.003 5
TNFS56-PEGA0 0.006 0.003 57
TNF56-PEG60 0.005 0.003 7
TNF56-Biotina - 0.017 - 0.009 13
Enbrel 0.013 0.006 71
Humira 0.127 0.058 67
Remicade 0.144 0.061 67

Tabla 46
DS534 P4 DS592 P4 DS605 P3 KMO05-179 P4
pRCIS0 . —
Etanercept 855 1 949 ) 9.51 951
Accipiter 8.88 9.44 9.37 927
PM__ o
Etanercept 282 324 309 300
Accipiter 132 363 427 537
Tabla 47
i Conteo WBC total (x10°7mL}) _
Dosis por Grupo ALX0071 | Etanercept
Vehiculo CMIC 0.86 £ 0.09
0.1 pg TNFa hunano 3.792+021
0.0625 mg/kg ] 3.03+06 - -
0.125 mg/kg 1.23 £0.3%* 2.40£0.39
0.25 mglkg 1.37+0.17* 2.47+£0.54
0.5 mg/kg - ) 2.19%0.10

*P<0.05, **P<0.01 contra 0.1 pg TNFo hmano
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Aquellos expertos en la técnica reconocerdn, o seran
capaces de valorar usando no mas que la experimentacidn . de
rutina, muchas equivalentes a las modalidades especificas de la
invencidén descrita en este documento. Tales equivalentes estan
propuestos para estar abarcados por las siguientes
reivindicaciones.

Todas 1las referencias descritas en este documento,

estadn incorporadas por referencia en su totalidad.
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NOVEDAD DE LA INVENCION

Habiéndose descrito 1la presente se considera como
novedad, y por lo tanto, se reclama como propiedad lo contenido

en las siguientes:
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REIVINDICACIONES

1. Nanocuerpo contra TNF-alfa, el cual consiste de 4
regiones de estructura (FR1 hasta FR4 respectivamente) vy 3
regiones que determinan la complementariedad {(CDR1 hasta CDR3
respectivamente), caracterizado porque:
d) CDR1 comprende:
- la secuencia de aminodcido DYWMY; o
- una secuencia de aminodcido que tiere, al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al menos 95%,
aun mas preferiblemente al menos 99% de identidad de secuencia
con la secuencia de aminocacido DYWMY; o
- sequencias de aminodcido que tienen solamente 1
diferencia de aminodcido con la secuencia de aminodcido DYWMY;
%
e) CDR2 comprende:
- la secuencia de aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG; o
- una secuencia de aminodcido que tiene, al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, més preferiblemente al menos 95%,
aun més preferiblemente al menos 99% de identidad de secuencia
con la secuencia de aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG; o
- secuencias de aminodcidos que tienen 2 ¢ solamente 1
diferencia(s) de amino&cido(s) con la secuencia de aminoacido
EINTNGLITKYPDSVKG; vy
f) CDR3 comprende:
- la secuencia de aminocacido SPSGFN; o
- una secuencia de aminodcido que tiene, al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al menos 95%,

aun mas preferiblemente al menos 99% de identidad de secuencia
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con la secuencia de aminodcido SPSGFN; o

- secuencias de aminodcido que tienen solamente 1
diferencia de aminodcido con la secuencia de aminodcido SPSGFN.

2. Nanocuerpo de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porgue CDRI1 comprénde la secuencia de aminoécido
DYWMY.

3. Nanocuerpo de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque CDR2 comprende la secuencia de aminodcido
EINTNGLITKYPDSVKG.

4. Nanocuerpo de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque CDR3 comprende la secuencia de aminoacido
SPSGFEN.

5. Nanocuerpo de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque:

- CDR1 comprende la secuencia de aminodcido DYWMY; vy
CDR3 comprende la secuencia de aminodcido SPSGFEFN; o

- CDR1 comprende la secuencia de aminoacido DYWMY; vy
CDR2 comprende la secuencia de aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG; o

- CDR2 comprende la secuencia de aminodcido
EINTNGLITKYPDSVKG; y CDR3 comprende la secuencia de aminoacido
SPSGFEN

6. Nanocuerpo de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque CDR1 comprende la secuencia de aminoacido
DYWMY; y CDR3 comprende la secuencia de aminodcido SPSGFEN.

7. Nanocuerpo de conformidad con la resivindicacién 1,
caracterizado porque CDR1 comprende la secuencia de aminodcido
DYWMY ; CDR2 comprende la secuencia de aminoécido
EINTNGLITKYPDSVKG y CDR3 comprende la secuencia de aminoacido

SPSGEN.
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8. Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1-7, caracterizado pordue

- cualquier sustitucidn de aminoacido es una
sustitucidén de aminodcido conservativa; y/o

- dicha secuencia de aminocdcido solamente contiene
sustituciones de aminodcido, y no supresiones o inserciones de
aminoacido, comparada con la(s) secuencia(s) de aminoacido
anterior (es).

9. Nanocuerpo de conformidad <con cualquiera de 1las
reivindicaciones 1-8, <caracterizado porque es un Nanocuerpo
humanizado.

10. Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1-9, caracterizado porque es un Nanocuerpo clase
GLEW.

11. Nanocuerpo de conformidad con ctalquiera de las
reivindicaciones 1-9, caracterizado porque contiene un residuo de
arginina (R) en la posicidén 103.

12. Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1-9, caracterizado porque es un Nanocuerpo clase
GLEW.

13. Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de 1las
reivindicaciones 1-9, caracterizado porque es un Nanocuerpo clase
GLEW con un residuo de arginina (R) en la posicién 103.

14. Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de 1las
reivindicaciones.1—13, caracterizado porque tiene al menos 80%, o
al menos 90%, o al menos 95%, o al menos 99% de identidad de
secuencia (como se define aqui) con una de la secuencia de
aminodcidos de las SEC ID NOS. 52 (TNF1), 76 (TNF13), 77 (TNF14),

95 (TNF29) & 96 (TNF30).
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15. Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de las |
reivindicaciones 1-14, caracterizado porque contiene un residuo
leucina (L) en la posicién 108.

16. Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1-8, caracterizado porque tiene una relacién
Koff para TNF mejor de 2.10-3 (1/s), -preferiblemente mejor de
1.10-3 (1/s); o una variante humanizada de tal Nanocuerpo.

17. Nanocuerpo de conformidad con cutalquiera de las
reivindicaciones 1-8, caracterizado porque tiene un valor EC50 en
el ensayo a base de células, usando Células KYM descritas en el
Ejemplo 1, bajo 3), del documento WO 04/041862 que es mejor que
el valor EC50 del Nanocuerpo VHH 3E (SEC ID NO:4) del documento
WO 04/041862 en el mismo ensayo; o una variante humanizada de tal
Nanocuerpo.

18. Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciohes 1-8, caracterizado porque tiene un valor EC50 en
el ensayo a base de células, usando células KYM descritas en el
Ejemplo 1, bajo 3), del documento WO 04/041862 que es mejor de
5nM; o una variante humanizada de tal Nanocuerpo.

19. Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1-8, caracterizado porque tiene un valor EC50 en
el ensayo a base de células, usando células KYM descritas en el
Ejemplo 1, bajo 3), del documento WO 04/041862 gque es mejor de
3nM; o una variante humanizada de tal Nanocuerpo.

20. Nanocuerpo contra TNF-alfa, el cual consiste de 4
regiones de estructura (FR1 hasta FR4 respectivamente) vy 3
regiones que determinan la complementariedad (CDR1 hasta CDR3

respectivamente), caracterizado porque

d) CDR1 es:
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- la secuencia de aminocacido DYWMY; o

- una secuencia de aminodcido que tiene, al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mds preferiblemenite al menos 95%,
aun mas preferiblemente al menos 99% de identidad de secuencia
con la secuencia de aminodcido DYWMY; o

- secuencias de aminodcido que tienen solamente 1
diferencia de aminodcido con la secuencia de aminodcido DYWMY;
y en la cual:

e) CDR2Z es:

- la secuencia de aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG; o

- una secuencia de aminodcido que tiens, al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, més preferiblemente al menos 95%,
aun mas preferiblemente al menos 99% de identidad de secuencia
con la secuencia de aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG; o

- secuencias de aminocdcidos que tienen 2 6 solamente 1
diferencia(s) de aminoacido(s) con »la secuencia de aminodcido
EINTNGLITKYPDSVKG;
y en la cual

f) CDR3 es:

- la secuencia de aminod&cido SPSGFN; o

- una secuencia de aminodcido que tiene, al menos 80%,
preferiblemente al menos 90%, mé&s preferiblemente al menos 95%,
aﬁn mas preferiblemente al menos 99% de identidad de secuencia
con la secuencia de aminodcido SPSGFN; o

- secuencias de aminodcidos que tienen solamente 1
diferencia de aminodcido con la secuencia de aminodcido SPSGFN.

21. Nanocuerpo de conformidad con la reivindicacién 20,
caracterizado porque CDR1l es la secuencia de aminocacido DYWMY.

22. Nanocuerpo de conformidad con la reivindicacién 20,
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caracterizado porque CDR2 es la secuencia de aminoacido
EINTNGLITKYPDSVKG.

23. Nanocuerpo de conformidad con la reivindicacién 20,
caracterizado porque CDR3 es la secuencia de aminodcido SPSGFN.

24. Nanocuerpo de conformidad con la reivindicacién 20,
caracterizado porque:

- CDR1 es la secuencia de aminodcido DYWMY; y CDR3 es
la secuencia de aminoacido SPSGFEN; o

- CDR1 es la secuencia de aminocdcido DYWMY; y CDR2 es
la secuencia de aminod&cido EINTNGLITKYPDSVKG; o

- CDR2 es la secuencia de aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG;
y CDR3 es la secuencia de aminodcido SPSGFN.

25. Nanocuerpo de conformidad con la reivindicacién 20,
caracterizado porque CDR1 es la secuencia de aminodcido DYWMY; vy
CDR3 es la secuencia de aminocacido SPSGFN.

26. Nanocuerpo de conformidad con la reivindicacién 20,
caracterizado porque CDR1 es la secuencia de aminoécido DYWMY ;
CDR2 es la secuencia de aminodcido EINTNGLITKYPDSVKG y CDR3 es la
secuencia de aminocdcido SPSGFN.

27. Un Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 20-26, caracterizado porgque:

- cualquier sustitucién de aminoacido es
. preferiblemente una sustitucidén de aminodcido conservativo; y/o

- dicha secuencia de aminocdcido preferiblemente
solamente contiene sustituciones de aminodcido, y no supresiones
0 inserciones de aminodcido, comparada con la(s) secuencia(s) de
aminodcido anterior (es).

28. Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones 20-27, caracterizado porque es un Nanocuerpo
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humanizado.

29. Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 20-27, caracterizado porque es un Nanocuerpo
clase GLEW.

30. Un Nanocuerpo dé conformidad con cualquiera de las
feivindicaciones 20-27, caracterizado porque contiene un residuo
de arginina (R) en la posicidén 103.

31. Nanocuerpo de conformidad con .cualquiera de las
reivindicaciones 20-27, Nanocuerpo de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1-8, caracterizado porque es un
Nanocuerpo clase GLEW con un residuo de arginina (R) en 1la
posicidn 103.

32. Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 20-27, caracterizado porgue tiene al menos 80%,
0o al menos 90%, o al menos 95%, o al mencs 99% de identidad de
secuencia (como se define aqui) con una de la secuencia de
aminoacidos de las SEC ID NOS. 52 (TNF1l), 76 (TNF13), 77 (TNF14),
95 (INF29) 6 96 (TNF30).

.33. Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 20-27, caracterizado porque contiene un residuo
leucina (L) en la posicidén 108.

34. Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 20-27, caracterizado porque tiene una relacién
Koff de TNF mejor de 2.10-3 (1/s), preferiblemente mejor de 1.10-
3 (1/s); o una variante humanizada de tal Nanocuerpo.

35. Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 20-27, caracterizado porque tiere un valor ECS0
en el ensayo a base de células, usando células KYMvdescritas en

el Ejemplo 1, bajo 3), del documento WO 04/041862 que es mejor
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gque el wvalor EC50 del Nanocuerpo VHH 3E (SEC ID NO:4) del
documento WO 04/041862 en el mismo ensayo o una variante
humanizada de tal Nanocuerpo.

36. Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 20-27, caracterizado porque tiene un valor EC50
en el ensayo a base de células, usando células KYM descritas en
el Ejemplo 1, bajo 3), del documento WO 04/041862 que es mejor de
5nM; o una variante humanizada de tal Nanocuerpo.

37. Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 20-27, caracterizado porque tiene un valor EC50
en el ensayo a base de células, usando células KYM descritas en
el Ejemplo 1, bajo 3), del documento WO 04/041862 que es mejor de
3nM; o una variante humanizada de tal Nanocuerpo.

38. Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 -37, caracterizado porque es elegido del grupo
que consiste de TNF 13 (SEC ID NO: 76), TNF 14 (SEC ID NO: 77),
TNF 29 (SEC ID NO: 95) y TNF 30 (SEC ID NO:96).

39. Nanocuerpo de conformidad con cualgquiera de las
reivindicaciones 1-38, caracterizado porque es TNF 30 (SEC ID NO:
96) .

40. Proteina o polipéptido, caracterizados porque
comprenden o consisten esencialmente de un Nanocuerpo de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-39.

41. Proteina o polipéptido de conformidad con la
reivindicacién 40, caracterizados porque comprenden o consisten
esencialmente de al menos un Nanocuerpo de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-39.

42. Proteina o) polipéptido de conformidad con

cualquiera de las reivindicaciones 40-41, caracterizados porque
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comprenden dos Nanocuerpos de conformidad con cualgquiera de las
reivindicaciones 1-39.

43, Proteina o] polipéptido de conformidad cbn
cualquiera de las reivindicaciones 40-42, caracterizados porque
comprenden dos Nanocuerpos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1-39, y el cual es tal que dicha proteina o
polipéptido, después del enlace a un trimero de TNF, es capaz de
inhibir o reducir la reticulacién del receptor de-  TNF que es
mediada por dicho triméro de TNF y/o la sefial de transduccién que
es mediada por tal reticulacidén del receptor.

44, Proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 40-42, caracterizados porque
comprenden dos Nanocuerpos de conformidad con cualguiera de las
reivindicaciones 1-39, y el cual es capaz de enlazarse
intramolecularmente con al menos dos sitios de enlace al receptor
de TNF en un trimero de TNF.

45. Proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 42-44, caracierizados porgue
comprenden dos Nanocuerpos de conformidad con cualgquiera de ias
reivindicaciones 1-39, los cuales son directamente ligados entre
si o enlazados entre si via un enlazador.

46. P:oteina o polipéptido de  conformidad con 1la
reivindicacién 45, caracterizados porque el ernlazador es una
secuencia de aminoéacido.

47. Proteina o polipéptido de conformidadA con la
reivindicacién 46, caracterizados porque el enlazador es una
secuencia de aminoidcido que comprende al menos 14 aminodcidos,
mas preferiblemente al menos 17 aminoacidos, tal Ccomo

aproximadamente 20-40 aminoacidos.
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48. Proteina o polipéptido de conformidad con 1la
reivindicacién 47, caracterizados porque el eniazador comprende
residuocs de glicina y serina.

49. Proteina o) polipéptido | de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 42-48, caracterizados porque
comprende o consiste esencialmente del polipéptido TNF 7.(SEC ID
NO: 73), en los cuales ambos Nanocuerpos TNEF 1 han sido
humanizados.

50. Proteina o) polipéétido de conformidad con
cualgquiera de las reivindicaciones 42-49, caracterizados porque
comprenden o consisten esencialmente del polipéptido TNF 55 (SEC
ID NO: 419) o TNF 56 (SEC ID NO: 420).

51. Proteina o) polipéptido de conformidad con
cualgquiera de las reivindicéciones 40-49, caracterizados porque
son pegilados. |

52. Proteina o) polipéptido de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 40-49, caracterizados porque
ademas comprenden al menos un Nanocuerpo dirigidc contra albuUmina
de suero humana.

53. Proteina o polipéptido de conformidad con la
reivindicacidén 52, caracterizados porque al menos un Nanocuerpo
dirigido contra albﬁminé de suero humana tiene las secuencias CDR
presentes en ALB 8 (SEC ID NO: 102).

54. Proteina o polipéptido de conformidad con la
reivindicacidén 42, caracterizados porque comprenden dos
Nanocuerpos de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones
1-39, lbs cuales ademés comprenden al menos un Nanocuerpo
dirigido contra albumina de suero humana.

55. Proteina o polipéptido de conformidad con la
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reivindicacidén 54, caracterizados porque los dos Nanocuerpos de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-39 estan ya
sea directamente 1ligados con al menos un Nanocuerpo dirigido
contra albumina de suero humana, o estdn ligados con al menos un
Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero humana via un
enlazador.

56. Proteina o polipéptido de conformidad con 1la
reivindiéacién 55, caracterizados porque el enlazador es una
secuencia de aminoéacido.

57. Proteina o polipéptido de conformidad con la
reivindicacidén 55, caracterizados porque el enlazador es una
secuencia de aminoacido que comprende entre 3 y 40 residuos de
aminoacidos, tal como entre 5 y 15 residuos de aminodcidos.

58. Proteina o polipéptido dé conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 56 y 57, caracterizados porque
el enlazador consiste de residuos de glicina y serina.

59. Proteina o polipéptido de conformidad con la
reivindicacién 54-58, caracterizados porqgue al menos un
Nanocuerpo dirigido contra albuUmina de suero Lumana tiene las
secuencias CDR presentes en ALB 8 (SEC ID NO: 102).

60. Proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 54-59, caracterizados porque
al menos un Nanocuerpo dirigido'contra albuimina de suero humana
es un Nanocuerpo humanizado.

61l. Proteina o polipéptido de conformidad con 1la
reivindicacién 60, caracterizados porque al menos un Nanocuerpo
dirigido contra albimina de suero humana es una variante
humanizada del Nanocuerpo ALB 1 (SEC ID NO: 63).

62. Proteina o polipéptido de conformidad con 1la
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reivindicacién 60, caracterizados porque al menos un Nanocuerpo
dirigido contra albumina de suero humana es elegido del grupo
que consiste de ALB 3 (SEC ID NO: 87), ALB 4 (SEC ID NO: 88), ALB
5 (SEC ID NO: 89), ALB 6 (SEC ID NO: 100), ALB 7 (SEC ID NO:
101), ALB 8 (SEC ID NO: 102), ALB 9 (SEC ID NO: 103) y ALB 10
(SEC ID NO: 104).

63. Proteina o polipéptido de "conformidad con la
reivindicacidn 62, caracterizados porque al mer.os un Nanocuerpo
dirigido contra albumina de suero humana es ALB 8 (SEC ID NO:
102). )

64. Proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 54-63, caracterizados porque
comprenden o consisten esencialmente ae dos Nanocuerpos 1los
cuales son variantes humanizadas de un Nanocuerpo de conformidad
con cualquiera de las reivindicaciones 1-39 y una variante
humanizada del Nanocuerpo ALB 1 (SEC_ID NO: 63).

65. Proteina o) polipéptido de conformidad con
‘cualquiera de las reivindicaciones 54-64, caracterizados porque
comprenden o consisten esencialmente del polipéptido TNF24 (SEC
ID NO: 90), en los cuales tanto el Nanocuerpo TNF 1, asi como
también el Nanocuerpo ALB 1 ha sido humanizado.

66. Proteina o) polipéptido de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 54-65, caracterizados porque
comprendén o consisten esencialmente de dos Nanocuerpos TNF 30 y
un Nanocuerpo ALB 8.

6. Proteina o) polipéptido de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 54-66, caracterizados porque
comprenden o consisten esencialmente del polipéotido TNF 60 (SEC

ID NO: 417).
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68. Nanocuerpo contra TNF-alfa, caracterizado porque es
una variante humanizada de un Nanocuerpo contra TNF-alfa, en el
cual el Nanocuerpo contra TNF-alfa tiene las secuencias
siguientes secuencias de estructura: FR1: SEC ID NO: 130; FR2:
SEC ID NO: 198; FR3: SEC ID NO: 266; y FR4: SEC D NO: 334.

69. Nanocuerpo de conformidad con la reivindicacién 68,
caracterizado porque tiene las CDR que son tales que el.
Nanocuerpo tiene una relacién Koff de TNF mejor de 2.10-3 (1/s),
preferiblemente mejor de 1.10-3 (1/s).

70. Nanocuerpo de conformidad con la reivindicacidén 68
o 69, caracterizado porque tiene CDRs que son tales que el
Nanocuerpo tiene un valor EC50 en el ensayo a base de células,
usando células KYM descritas en el Ejemplo 1, bajo 3), del
documento WO 04/041862 que es mejor que el valor EC50 del
Nanoéuerpo VHH 3E (SEC ID NO:4) del documento WO 04/041862 en el
mismo ensayo; y en particular mejor de 12nM, mds en particular
mejor‘de 5 nM, aun mas en particular mejor de 3nM.

71. Nanocuerpo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 68-70, caracterizado porque es dirigido contra
el mismo epitope de TNF (es decir, el trimero de TNF) como TNF1.

72. Nanocuerpo caracterizado porgque es dirigido contra
el mismo epitope en el trimero de TNF-alfa como el Nanocuerpo
TNF1 (SEC ID NO: 52).

73. Un Nanocuerpo caracterizado porque es dirigido
contra el mismo epitope en el trimero de TNF-alfa como Nanocuerpo
TNF3 (SEC ID NO: 60).

74. Nanocuerpo de coﬁformidad con la reivindicacidén 73,
caracterizado porque tiene CDRs que son tales Jue el Nanocuerpo

tiene wuna relacién Koff para TNF mejor de 2.10-3 (1/s),
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preferiblemente mejor de 1.10-3 (1/s).

75. Nanocuerpo de conformidad con la reivindicacidén 73
6 reivindicacidén 74, caracterizado porque tiene CDRs gque son
tales que el Nanocuerpo tiene un valor EC50 en él ensayo a base
de células, usando células KYM descritas en el Ejemplo 1, bajo
3), del documento WO 04/041862 que es mejor que 2l valor EC50 del
Nanocuerpo VHH 3E (SEC ID NO:4) del documento WO 04/041862 en el
mismo ensayo;.y en particular mejor de 12nM, més en particular
mejor de 5 nM, aun mads en particular mejor de 3nlM.

76. Nanocuerpo, caracterizado porque es una variante
humanizada del Nanocuerpo TNF1l (SEC ID NO: 52).

77. Nanocuerpo de conformidad con la reivindicacién 76,
caracterizado porque tiene CDRs que son tales que ei Nanocuerpo
tiene wuna relacidén Koff para TNF mejor de 2.10-3 (l/é),
preferiblemente mejor de 1.10-3 (1/s).

78. Nanocuerpo de conformidad con la reivindicacién 76
6 reivindicaciones 77, caracterizado porque tiene CDRs que son
tales que el Nanocuerpo tiene un valor EC50 en el ensayo a base
de células, usando células KYM descritas en el Ejemplo 1, bajo
3), del documento WO 04/041862 que es mejor que el valor EC50 del
Nanocuerpo VHH 3 E (SEC ID NO:4) del documento WO 04/041862 en el
mismo ensayo; y en particular mejor de 12nM, mas en particular
mejor de 5 nM, aln mads en particular mejor de 3nM.

79. Proteina o polipéptido, caracterizado porque
comprende o) consiste esencialmente de ur  Nanocuerpo de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 68-78.

80. Proteina o polipéptido de conformidad con la
reivindicacidén 79, caracterizados porgue comprenden o consisten

esencialmente de al menos un Nanocuerpo de conformidad con
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cualquiera de las reivindicacibnes 68-78.

81. Proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 79-80, caracterizados porque
comprenden dos Nanocuerpos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 68-78.

82. Proteina o) polipéptido de conformidad_ .con
cualquiera de las reivindicaciones 79-81, caracterizados porgque
comprenden dos Nanocuerpos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 68-78, y en los cuales diché proteina o
polipéptido, después del enlace a un trimero de TNF, es capaz de
inhibir o reducir la reticulacién del receptor de TNF que es
mediada por dicho trimero de TNF y/o la seflal de transduccidn que
es mediada por tal reticulacidédn del receptor.

83. Proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 79-81, caracterizados porque
comprenden dos Nanocuerpos de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 68-78, vy los cuales son caDaz dé enlazarse
intramolecularmente con al menos dos sitios de enlace al receptor
de TNF en un trimero de TNF.

84. Proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 81-83, caracterizados porque
comprenden dos Nanocuerpos de conformidad con cualgquiera de las
reivindicaciones 68-78, los cuales son directamente ligados entre
si o enlazados entre si via un enlazador.

85. Proteina o polipéptido de conformidad con la'
reivindicacidén 84, caracterizados porque el enlazador es una
secuencia de aminoacido.

86. Proteina o polipéptido de conformidad con la

reivindicacién 85, caracterizados porgque el enlazador es una
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secuencia de aminodcido que comprende al menos 14 aminodcidos,
mas preferiblemente al menos 17' aminoacidos, tal como
aproximadamente 20-40 aminoacidos.

87. Proteina o polipéptido de conformidad con la
reivindicacién 86, caracterizados porque el enlazador comprende
residuos de glicina y serina.

88. Proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 81-83, caracterizados porque
comprenden o consisten esencialmente del polipéptido TNF 7 (SEC
ID NO: 73), en 1los cuales ambos Nanocuerpos TNF 1 han sido
humanizados.

89. Proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 80-88, caracterizados porque
son pegilado.

90. Proteina o polipéptido de conformidad con la
reivindicacién 80, caracterizados porgue comprenden dos
Nanocuerpos de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones
68-78, y en los cuales la proteina o pclipéptido ademéas
comprenden al menos un Nanocuerpc dirigideo contra albdmina de
suero humana.

91. Proteina o polipéptido de cornformidad con 1la
reivindicacidén 90, caracterizados porque le dos Nanocuerpos de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 68-78 estan ya
sea directamente ligados con al menos un Nanocuerpo dirigido
contra albumina de suero humana, o estdn ligados con al menos un
Nanocuerpo dirigido contra albtumina de suer> humana via un
enlazador.

92. Proteina o polipéptido de conformidad con la

reivindicacién. 91, caracterizados porque el enlazador es una



| | SN}

secuencia de aminoéacido.

93. Proteina o polipéptido de conformidad con la
reivindicacidén 92, caracterizados porque el enlazador es una
secuencia de aminoadcido que comprenden entre 3 y 40 residuos de
aminodcidos, tal como entre 5 y 15 residucos de aninocacidos.

94, Proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 92 &6 93, caracterizados porque
el enlazador consiste de residuos de glicina y serina.

95. Proteina o) polipéptido de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 90-94, caracterizados porqgue
al menos un Nanocuerpo dirigido contra albUmina de suero humana
tiene las secuencias CDR presentes en ALB 8 (SEC ID NO: 102).

96. Proteina o) polipéptido de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 90-95, caracterizados porque
al menos un Nanocuerpo dirigido contra albumina de suero humana
es un Nanocuerpo humanizado.

97. Proteina o polipéptido de conformidad con 1la
reivindicacidén 96, caracterizados porque al menos un Nanocuerpo
dirigido contra albumina de suero humana =2s una variante
humanizada del Nanocuerpo ALB 1 (SEC ID NO: 63).

98. Proteina o polipéptido de conformidad con 1la
reivindicacién 97, caracterizados porque al menos un Nanocuerpo
dirigido contra albumina de suero humana es elegido del grupo
que consiste de ALB 3 (SEC ID NO: 87), ALB 4 (SEC ID NO: 88), ALB
5 (SEC ID NO: 89), ALB 6 (SEC ID NO: 100), ALB 7 (SEC ID NO:
101), ALB 8 (SEC ID NO: 102), ALB 9 (SEC ID NO: 103) y ALB 10
(SEC ID NO: 104).

99. Proteina o polipéptido de conformidad con la

reivindicacién 98, caracterizados porque al menos un Nanocuerpo
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dirigido contra albumina de suero humana es ALB 8 (SEC ID NO:
102).

100. Proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 81-99, caracterizados porque
comprenden o consisten esencialmente de dos Nanocuerpos 1los
cuales son variantes humanizadas de un Nanocuerpo de conformidad
con cualquiera de las reivindicaciones 65-67 vy wuna variante
humanizada del Nanocuerpo ALB 1 (SEC ID NO: 63).

101. Una proteina o polipéptido; caracterizados porque
comprenden o consisten esencialmente de dos o ma&s dominios
variables de immunoglobulina (o fragmentos zdecuados de 1los
mismos) que son cada uno dirigidos contra epitopes en TNF-alfa (y
en particular, del trimero de TNF-alfa) que caen en, y/o forman
parte del(los) sitio(s) de enlace al receptor del trimero de TNF,
de manera tal que dicho polipéptido, después del enlace a un
trimero de TNF, es capaz de inhibir o reducir la reticulacién del
receptor de TNF que es mediada por dicho trimero de TNF y/o la
seflal de transduccidén que es mediada por tal reticulacidén del
receptor.

102. Una proteina o polipéptido, caracterizados porque
comprenden o consisten esencialmente de dos o mas dominios
variables de i1immunoglobulina (o fragmentos adecuados de 1los
mismos) que son cada uno dirigidos contra epitopes en TNF-alfa (y
en particular del trimero TNF-alfa) que cae en y/o forma parte
del sitio(s) de enlace al receptor del trimero de TNF, de manera
tal que dicho polipéptido es capaz del enlace intramolecular con
al menos dos sitios de enlace al receptor de TNF en un trimero de
TNF.

103. Proteina o polipéptido de conformidad con 1la
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reivindicacién 101 &6 102, caracterizados porque los dos dominios
variables de inmunoglobulina son dirigidos contra el mismo
epitope como Nanocuerpo TNF1l (SEC ID NO: 52).

104. Proteina o polipéptido de conformidad con 1la
reivindicacidén 101 & 102, caracterizados porque los dos o mas
dominios variables de inmunoglobulina son Nanocuerpos.

105. Secuencia de nucledétido o 4cido nucleico,
caracterizada  porque codifica un  Nanocuerpo, proteina o)
polipéptido de conformidad con cualgquiera de las feivindicaciones
precedentes.

106. Célula hospedera, caracterizada porque comprende
una secuencia de nucledétido o acido nucleico de conformidad con
la reivindicacién 105, o la cual expresa o es capaz de expresar
un Nanocuerpo, proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-104.

107. Método para preparar un Nanocuerpo, proteina o
polipéptido de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones
1-102, caracterizado porque comprende cultivar o mantener una
célula hospedera de conformidad con la reivindicacién 106, bajo
condiciones tal que dicha célula hospedera produce o expresa un
Nanocuerpo, proteina o polipéptido de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1-104; y la cual ademds comprende, aislar
el Nanocuerpo, proteina o polipéptido de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-104.

108. Composicidén farmacéutica, careacterizada porque
comprende al menos, un Nanocuerpo, proteina o polipéptido de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-104, vy
opcionalmente, al menos un portador farmacéuticamente aceptable.

108. Una formulacidén farmacéutica de conformidad con la
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reivindicacién 108, o un Nanocuerpo, proteina o polipéptido de
conformidad con cualquiera de 1las reiviﬁdicaciones 1-104,
caracterizada porque: es para el tratamiento de al menos, un
trastorno o enfermedad elegido del grupo que consiste de
inflamacién, artritis reumatoide, COPD, asma, enfermedad de
Crohn, colitis ulcerativa, sindrome del intestino inflamatorio,
esclerosis multiple, enfermedad de Addison, hepatitis autoinmune,
parotitis autoinmune, diabetes tipo I, epididimitis,
glomerulonefritis, enfermedad de Graves, sindrom= Guillain-Barre,
enfermedad de Hashimoto, anemia hemolitica, lupus eritematoso
sistémico, infertilidad masculina, esclerosis maltiple, miastenia
gravis, pénfigo, psoriasis, fiebre reumatica, artritis
reumatoide, sarcoidosis, escleroderma, sindrome de Sjogren,
espondiloartropatias, tiroiditis y vasculitis.

110. Uso de un Nanocuerpo, proteina o polipéptido de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-104, en la
preparacién de un medicamento para el tratamiento de al menos,
una enfermedad o trastorno elegido del grupo gque consiste de
inflamacién, artritis reumatoide, COPD, asma, enfermedad de
Crohn, colitis ulcerativa, sindrome del intestino inflamatorio,
esclerosis multiple, enfermedad de Addison, hepatitis autoinmune,
parotitis' autoinmune, diabetes tipo I, epididimitis,
glomerulonefritis, enfermedad de Graves, sindrome Guillain-Barre,
enfermedad de Hashimoto, anemia hemolitica, 1lupus eritematoso
sistémico, infertilidad masculina, esclerosis multiple, miastenia
gravis, pénfigo, psoriasis, fiebre reumatica, artritis
reumatoide, sarcoidosis, escleroderma, sindrome de Sjogren,
esbondiloartropatias, tiroiditis y wvasculitis.

111. Proteina o polipéptido, caracterizado porque tiene
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al menos 80%, o al menos 90%, o al menos 95%, ¢ al menos 99% de
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identidad de secuencia (como se define aqui) con el polipéptido

de TNF 60 (SEC ID NO: 417).
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a Nanobodies™
(Nanocuerpos) mejorados contra el factor-alfa de necrosis del
tumor (TNF—alfa), asi como también a polipéptidos que comprenden
o consisten esencialmente de uno o mas de tales Nanocuerpos. La
invencién también se refiere a 4acidos nucleicos que codifican
tales Nanocuerpos y polipéptidos; a métodos para preparar tales
Nanocuerpos y polipéptidos; a células hospederas que expresan o
son capaces de expresar tales Nanocuerpos o polipéptidos; a
composiciones que comprenden tales Nanocuerpcs, polipéptidos,
acidos nucleicos o células - hospederas; y a usos de tales
Nanocuerpos, tales polipéptidos, tales acidos nucleicos, tales
células hospederas o tales composiciones, en particular, para
propbésitos profilacticos, terapéuticos o de diagndstico, tales

como los propdsitos profilacticos, terapéuticos o de diagnéstico.

DVZ\DVZ\ID-166634\WPC16204



LISTADO DE SECUENCIA

<110> Ablynx N.V.
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<130> ABL-027-PCT
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<141> 2006-05-17

<150> 60/682,332
<151> 2005-05-18

<160> 476
<170> Patentln version 3.3

<210> 1
<211> 26
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR1

<220> ,
<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS
<222> (11)..(11)

<223> Residuo Hallmark

<400> 1

Gln Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Gly Gly Xaa Val Gin Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
20 25

<210> 2
211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR2

<220> ,
<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS
<222> (2).{2) '
<223> Residuo Hallmark

<220>
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<223> Residuo Hallmark
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<400> 2

Trp Xaa Arg Gin Ala Pro Gly Lys Xaa Xaa Glu Xaa Val Ala
1 5 10

<210> 3
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

- <220>

<223> Elemento FR3

<220> ,
<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS
<222> (21).(22)

<223> Residuo Hallmark

<400> 3

Arg Phe Thr ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Val Tyr Leu Gin

1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Xaa Xaa Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala
20 25 30

<210> 4

<211> 11

<212> PRT

<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR4

<220>

<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS
<222> (1).2)

<223> Residuo Halimark

<220>

<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS
<222> (6)..(6)

<223> Residuo Hallmark

<400> 4
Xaa Xaa GIn Gly Thr Xaa Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 5
<211> 26
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 5

Gln Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn AIa_Giy Gly
1 : 5 10 15



Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
20 25

<210> 6
<211> 14
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento FR2
<400> 6

Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Leu Val Ala
1 5 10

<210> 7
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 7

Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val Ala
1 5 10

<210> 8
<211> 13
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 8

Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Gly Ala
1 5 10

<210> 9
<211> 14
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 9

Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys GIn Arg Glu Leu Val Ala
1 5 10

<210> 10
211> 14
<212> PRT
<213> Arificial

<220>
<223> Elemento FR2

St



<400> 10

Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gln Arg Glu Phe Val Ala
1 5 10

<210> 11
<211> 13
<212> PRT
<213> Aificial

<220>.
<223> Elemento FR2

<400> 11

Trp Tyr Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ala
1 5 10

<210> 12
<211> 32
<212> PRT
<213> Aificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 12

Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Val Tyr Leu Gin
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala
20 25 30

<210> 13

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Elemento FR4

<400> 13

Trp Gly GIn Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 14
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial -

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 14

Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 15
<211> 5
<212> PRT

Mo



<213> Artificial

<2205
<223> Elemento CDR1

<400> 15

Asp Tyr Trp Met Tyr
1 5

<210> 16
<211> 10
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 16

Glu Pro Ser Gly Tyr Thr Tyr Thr lie Gly
1 5 10

<210> 17
211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 17

Asn Tyr Tyr Met Gly
1 5

<210> 18
<211> 5
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 18

Val Ser Trp Met Tyr
1 5

<210> 19
<211> 8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 19

Ala His Ser Val Tyr Thr Met Gly
1 5

SN



<210> 20
211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 20

Gly Tyr Tyr Met Gly
1 5
<210> 21

<211> 10

<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 21

Asp Tyr Ser Gly Tyr Thr Tyr Thr Val Gly
1 5 10

<210> 22
211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 22

Glu lle Asn Thr Asn Gly Leu lle Thr Lys Tyr Pro Asp Ser Val Lys
1 5 10 - 15

Gly

<210> 23
<211> 17
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 23

Arg lle Tyr Trp Ser Ser Gly Leu Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 24
<211> 17
<212> PRT
<213> Attificial

<220>

SN



<223> Elemento CDR2
<400> 24

Asn lle Ser Trp Arg Gly Tyr Asn lie Tyr Tyr Lys Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 25
Q211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2
<400> 25

Glu lle Asn Thr Asn Gly Leu lle Thr Lys Tyr Val Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 26
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2
<400> 26

Arg lle Tyr Trp Ser Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 27
211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 27

Arg lle Tyr Trp Ser Ser Ala Asn Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 28
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 28

<4



Ser lle Ser Trp Arg Gly Asp Asn Thr Tyr Tyr Lys Glu Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 29
<211> 15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 29

Arg Asp Gly lle Pro Thr Ser Arg Ser Val Gly Ser Tyr Asn Tyr
1 S 10 15

<210> 30
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 30

Ser lle Leu Pro Leu Ser Asp Asp Pro Gly Trp Asn Thr Tyr
1 5 ‘ 10

<210> 31
<211> 15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 31

Arg Asp Gly lle Pro Thr Ser Arg Ser Val Glu Ala Tyr Asn Tyr
1 5 10 15

<210> 32
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 32

Ser lle Leu Pro Leu Ser Asp Asp Pro Gly Trp Asn Thr Asn
1 5 10 ‘

<210> 33
<211> 15
<212> PRT
<213> Attificial



<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 33

Arg Asp Gly lle Pro Thr Ser Arg Ser Val Glu Ser Tyr Asn Tyr
1 5 10 15

<210> 34
<211> 6
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 34

Ser Pro Ser Gly Phe Asn
1 5

<210> 35
<211> 6
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 35

Ser Pro Ser Gly Ser Phe
1 5

<210> 36
211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 36

Ser Phe Gly Met Ser
1. .5
<210> 37

<211> 5

<212> PRT

<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 37

Leu Asn Leu Met Gly
1 5

<210> 38
<211> 5
<212> PRT

S



<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 38

lle Asn Leu Leu Gly
1 5

<210> 39
<211> 5
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 39

Asn Tyr Trp Met Tyr
1 5

<210> 40
Q11> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 40

Ser lle Ser Gly Ser Gly Ser Asp Thr Leu Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

- Gly

<210> 41
<211> 16
<212> PRT
<213> Attificial

<220> .
<223> Elemento CDR2

<400> 41

Thr lle Thr Val Gly Asp Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
1 5 10 15

<210> 42
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 42



Thr lle Thr Val Gly Asp Ser Thr Ser Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
1 5 10 15

<210> 43
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 43

Ser lle Asn Gly Arg Gly Asp Asp Thr Arg Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 44
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 44

Ala lle Ser Ala Asp Ser Ser Thr Lys Asn Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 45
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 45

Ala lle Ser Ala Asp Ser Ser Asp Lys Arg Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 46
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 46

Arg lle Ser Thr Gly Gly Gly Tyr Ser Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

s>



<210> 47
<211> 13
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 47

Asp Arg Glu Ala GIn Val Asp Thr Leu Asp Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 48
<211> 6
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 48

Gly Gly Ser Leu Ser Arg
1 5

<210> 49

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Elemento CDR3

<400> 49

Arg Arg Thr Trp His Ser Glu Leu
1 5

<210> 50

211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

. <220>
<223> Elemento CDR3

<400> 50

Gly Arg Ser Val Ser Arg Ser
1 5

<210> 51
<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 51



Gly Arg Gly Ser Pro
1 5

<210> 52
<211> 115
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> nanocuerpo

<400> 52

Gln Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

Trp Met Tyr Trp Val Arg Gln-Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Glu lle Asn Thr Asn Gly Leu lie Thr Lys Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Ser Pro Ser Gly Phe Asn Arg Gly GIn Gly Thr Gin Val Thr
100 105 110

Val Ser Ser
115

<210> 53
<211> 115
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> nanocuerpo

<400> 53

Gln Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Gly Gly Met Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asp Phe Gly Val Ser
20 25 30

Trp Met Tyr Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Glu lle Asn Thr Asn Gly Leu lle Thr Lys Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Thr Thr Leu Tyr
65 70 75 80

sq



Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Ser Pro Ser Gly Ser Phe Arg Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr
100 105 110

Val Ser Ser
115

<210> 54
<211> 115
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> nanocuerpo

<400> 54

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Phe Asp Phe Ser Val Ser
20 25 30

Trp Met Tyr Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Glu lle Asn Thr Asn Gly Leu lie Thr Lys Tyr Val Asp Ser Val

50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu GIn Met Asp Ser Leu lle Pro Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
- 85 90 95
Ala Arg Ser Pro Ser Gly Ser Phe Arg Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr
100 105 110
Val Ser Ser
115
<210> 55
<211> 129
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> nanocuerpo

<400> 55

Gln Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Glu Pro
20 25 30

Ser Gly Tyr Thr Tyr Thr lle Gly Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys
35 40 45

She



Glu Arg Glu Phe Val Ala Arg lle Tyr Trp Ser Ser Gly Leu Thr Tyr

50 55 60
Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp lle Ala
65 70 75 80
Lys Asn Thr Val Asp Leu Leu Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr
85 ’ 90 ' 95
Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala Arg Asp Gly lle Pro Thr Ser Arg Ser
100 105 110
Val Gly Ser Tyr Asn Tyr Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser
115 120 125
Ser
<210> 56
<211> 129
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> nanocuerpo
<400> 56
GIn Val Lys Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Asp
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30
Ser Gly Tyr Thr Tyr Thr Val Gly Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys
35 40 45
Glu Arg Glu Phe Val Ala Arg lle Tyr Trp Ser Ser Gly Asn Thr Tyr
50 55 60
Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp lle Ala
65 70 _ 75 80
Lys Asn Thr Val Asp Leu Leu Met Asn Asn Leu Glu Pro Glu Asp Thr
; 85 90 95
Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala Arg Asp Gly lle Pro Thr Ser Arg Ser
100 105 110
Val Glu Ser Tyr Asn Tyr Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser
115 120 125 '
Ser
<210> 57
<211> 129
<212> PRT

<213> Atificial

<220>
<223> nanocuerpo

<400> 57

SSLE



Ala Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Asp
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

Ser Gly Tyr Thr Tyr Thr Val Gly Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys
35 40 45

Glu Arg Glu Phe Val Ala Arg lle Tyr Trp Ser Ser Gly Asn Thr Tyr
50 55 60

Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp lle Ala
65 70 75 80

Lys Asn Thr Val Asp Leu Leu Met Asn Asn Leu Glu Pro Glu Asp Thr
85 90 95

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala Arg Asp Gly lle Pro Thr Ser Arg Ser
100 105 110

Val Glu Ser Tyr Asn Tyr Trp Gly Gin Gly Thr GIn Val Thr Val Ser
115 120 125

Ser

<210> 58
211> 127
<212> PRT
<213> Artificial

<220> _
<223> nanocuerpo

<400> 58

Ala Val GIn Leu Val Asp Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Ala His
20 25 30

Ser Val Tyr Thr Met Gly Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys Glu Arg
35 40 45

Glu Phe Val Ala Arg lle Tyr Trp Ser Ser Ala Asn Thr Tyr Tyr Ala
50 55 60

Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn
65 70 75 80

Thr Val Asp Leu Leu Met Asn Cys Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val
85 90 95

Tyr Tyr Cys Ala Ala Arg Asp Gly lle Pro Thr Ser Arg Ser Val Glu
100 105 110 '

Ala Tyr Asn Tyr Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
15 120 125

<210> 59
<211> 123



<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> nanocuerpo

<400> 59

Gln Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Ser Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Ser Phe Thr Gly Tyr
20 25 : 30

Tyr Met Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Arg Gin Leu Leu

35 40 45
Ala Ser lle Ser Trp Arg Gly Asp Asn Thr Tyr Tyr Lys Glu Ser Val
50 95 60
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ala Lys Asn Thr lle Tyr
65 70 75 - 80
Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Ala Ser lle Leu Pro Leu Ser Asp Asp Pro Gly Trp Asn Thr Asn
100 105 110
Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 60
<211> 123
<212> PRT
<213> Attificial
<220>
<223> nanocuerpo

<400> 60
Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Vai GIn Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Ser Leu Ser Cys Ser Ala Ser Gly Arg Ser Leu Ser Asn Tyr
20 25 30

Tyr Met Gly Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Leu Leu
35 40 45

Gly Asn lle Ser Trp Arg Gly Tyr Asn lle Tyr Tyr Lys Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ala Lys Asn Thr lie Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Arg Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

&9



Ala Ala Ser lle Leu Pro Leu Ser Asp Asp Pro Gly Trp Asn Thr Tyr

- 100 105 110
Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 61
<211> 117
<212> PRT

<213> Attificial

<220>
<223> nanocuerpo

<400> 61

Ala Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Gly Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ala Cys Ala Ala Ser Glu Arg lle Phe Asp Leu Asn
20 25 30

Leu Met Gly Trp Tyr Arg Gin Gly Pro Gly Asn Glu Arg Glu Leu Val
35 40 45

Ala Thr Cys lle Thr Val Gly Asp Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val

50 ’ 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Met Asp Tyr Thr Lys GIn Thr Val Tyr
65 70 75 80
Leu His Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Gly Leu Tyr Tyr Cys
85 90 95
Lys lle Arg Arg Thr Trp His Ser Glu Leu Trp Gly GIn Gly Thr GIn
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 62
<211> 116
<212> PRT

<213> Attificial

<220>
<223> nanocuerpo

<400> 62

Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Glu Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ala Cys Ala Ala Ser Glu Arg lle Trp Asp lle Asn
20 : 25 30

Leu Leu Gly Trp Tyr Arg GIn Gly Pro Gly Asn Glu Arg Glu Leu Val
35 40 45 -

Ala Thr lle Thr Val Gly Asp Ser Thr Ser Tyr Ala Asp Ser Val Lys
50 55 60

TEO



Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Tyr Asp Lys Asn Thr Leu Tyr Leu

65 70 75 80
Gln Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Gly Leu Tyr Tyr Cys Lys
85 90 95
lle Arg Arg Thr Trp His Ser Glu Leu Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val
100 105 110
Thr Val Ser Ser
115
<210> 63
<211> 115
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> nanocuerpo
<400> 63
Ala Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Asn
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Ser Phe
20 25 30
Gly Met Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Glu Pro Glu Trp Val
35 40 45
Ser Ser lle Ser Gly Ser Gly Ser Asp Thr Leu Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 ’ 60
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Thr Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 v 95
Thr lle Gly Gly Ser Leu Ser Arg Ser Ser GIn Gly Thr GIn Val Thr
100 105 110
Val Ser Ser
115
<210> 64
<211> 116
<212> PRT

<213> Atificial

<220>
<223> nanocuerpo

<400> 64

Ala Val GIn Leu Val Asp Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ser Phe Gly Ser Phe
20 25 30



Gly Met Ser Trp Val Arg GIn Tyr Pro Gly Lys Glu Pro Glu Trp Val

35 40 45
Ser Ser lle Asn Gly Arg Gly Asp Asp Thr Arg Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Ser lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Glu Tyr Tyr Cys
85 90 95
Thr lle Gly Arg Ser Val Ser Arg Ser Arg Thr GIn Gly Thr Gin Val
100 105 110

Thr Val Ser Ser

115
<210> 65
<211> 114
<212> PRT
<213> Atificial
<220>
<223> nanocuerpo
<400> 65
Ala Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Thr Cys Thr Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Ser Phe

20 25 30
Gly Met Ser Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Asp GIn Glu Trp Val
35 40 45
Ser Ala lle Ser Ala Asp Ser Ser Thr Lys Asn Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Lys Met Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Glu Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Val lle Gly Arg Gly Ser Pro Ser Ser Pro Gly Thr Gln Val Thr Val
100 105 110

Ser Ser
<210> 66
<211> 114
<212> PRT

<213> Attificial

<220>
<223> nanocuerpo

<400> 66

S



GIn Val Gin Leu Ala Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly

1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Thr Cys Thr Ala Ser Gly Phe Thr Phe Gly Ser Phe
20 25 30
Gly Met Ser Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Glu Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Ala lle Ser Ala Asp Ser Ser Asp Lys Arg Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Lys Met Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Glu Met Asn Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Val lle Gly Arg Gly Ser Pro Ala Ser GIn Gly Thr GIn Val Thr Val
100 105 110
Ser Ser
<210> 67
<211> 123
<212> PRT
<213> Attificial
<220>
<223> nanocuerpo
<400> 67
Gin Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr

20 25 30

Trp Met Tyr Trp Val Arg Val Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Arg lle
35 40 45

Ser Arg Asp lle Ser Thr Gly Gly Gly Tyr Ser Tyr Tyr Ala Asp Ser
50 55 - 60

Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu
65 - 70 75 80

Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr

85 90 95
Cys Ala Lys Asp Arg Glu Ala GIn Val Asp Thr Leu Asp Phe Asp Tyr
100 105 110
Arg Gly GIn Gly Thr Gin Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 68
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

(=



<223> enlazador

<400> 68

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser
1 5

<210> 69

<211> 30

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> enlazador

<400> 69

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1 5 10 15

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
20 25 30

<210> 70
<211> 239
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 70

Gln Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

Trp Met Tyr Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Glu lle Asn Thr Asn Gly Leu lle Thr Lys Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Ser Pro Ser Gly Phe Asn Arg Gly Gin Gly Thr GIn Val Thr
100 ‘ 105 110

Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gin Val GIn Leu
115 120 125

Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu
130 135 140

Sk



Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Trp Met Tyr Trp
145 150 155 160

Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Glu lle Asn
165 170 175

Thr Asn Gly Leu lle Thr Lys Tyr Pro Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe
180 185 190

Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr Leu GIn Met Asn
195 200 205

Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Pro
210 215 220

Ser Gly Phe Asn Arg Gly Gin Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
225 230 235

<210> 71
<211> 267
<212> PRT
<213> Arificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 71

Gln Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Glu Pro
20 25 30

Ser Gly Tyr Thr Tyr Thr lle Gly Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys
35 40 45

Glu Arg Glu Phe Val Ala Arg lle Tyr Trp Ser Ser Gly Leu Thr Tyr
50 95 60

Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp lle Ala
65 70 75 80

Lys Asn Thr Val Asp Leu Leu Met Asn Ser Leu.Lys Pro Glu Asp Thr
85 90 95

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala Arg Asp Gly lle Pro Thr Ser Arg Ser
100 105 110

Val Gly Ser Tyr Asn Tyr Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser
115 120 125

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser GIn Val GIn Leu Val Glu
130 135 140

Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys
145 150 155 160

Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Glu Pro Ser Gly Tyr Thr Tyr Thr
165 170 ‘ 175



lle Gly Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val Ala
180 185 190

Arg lle Tyr Trp Ser Ser Gly Leu Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
195 200 205

Gly Arg Phe Thrlle Ser Arg Asp lle Ala Lys Asn Thr Val Asp Leu
210 215 220

Leu Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
225 230 235 240

Ala Arg Asp Gly lle Pro Thr Ser Arg Ser Val Gly Ser Tyr Asn Tyr
245 250 255

Trp Gly GIn Gly Th‘r Gln Val Thr Val Ser Ser
260 265

<210> 72
<211> 255
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 72

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Ser Leu Ser Cys Ser Ala Ser Gly Arg Ser Leu Ser Asn Tyr
20 25 30

Tyr Met Gly Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Leu Leu
35 40 45

Gly Asn lle Ser Trp Arg Gly Tyr Asn lle Tyr Tyr Lys Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ala Lys Asn Thr lle Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Arg Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Ala Ser lle Leu Pro Leu Ser Asp Asp Pro Gly Trp Asn Thr Tyr
100 105 110

Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser
115 120 125

Gly Gly Gly Ser Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val
130 135 140

Gln Ala Gly Gly Ser Leu Ser Leu Ser Cys Ser Ala Ser Gly Arg Ser
145 150 155 160

Leu Ser Asn Tyr Tyr Met Gly Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys Glu
165 170 175

(b



Arg Glu Leu Leu Gly Asn lle Ser Trp Arg Gly Tyr Asn lle Tyr Tyr

180 185 190
Lys Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ala Lys
195 200 205
Asn Thr lle Tyr Leu GIn Met Asn Arg Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala
210 215 220

Val Tyr Tyr Cys Ala Ala Ser lle Leu Pro Leu Ser Asp Asp Pro Gly
225 230 235 240
Trp Asn Thr Tyr Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser

245 250 255
<210> 73
<211> 260
<212> PRT
<213> Artificial
<220> -
<223> constructo de nanocuerpo
<400> 73
GlIn Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

Trp Met Tyr Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Glu lle Asn Thr Asn Gly Leu lle Thr Lys Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Ser Pro Ser Gly Phe Asn Arg Gly Gin Gly Thr GIn Val Thr
100 105 _ 110

Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
115 120 125

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
130 135 140

Ser Gln Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly
145 150 155 160

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp
165 170 175

Tyr Trp Met Tyr Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
180 185 190

Val Ser Glu lle Asn Thr Asn Gly Leu lle Thr Lys Tyr Pro Asp Ser
195 200 205

[



Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu

210 215 220
Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr
225 230 - 235 240
Cys Ala Arg Ser Pro Ser Gly Phe Asn Arg Gly Gin Gly Thr Gin Val
245 250 255
Thr Val Ser Ser
260
<210> 74
<211> 288
<212> PRT

<213> Atificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 74

Gln Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Glu Pro
20 25 30

Ser Gly Tyr Thr Tyr Thr lle Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40 45

Glu Arg Glu Phe Val Ala Arg lle Tyr Trp Ser Ser Gly Leu Thr Tyr
50 55 60

Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp lle Ala
65 70 75 , 80

Lys Asn Thr Val Asp Leu Leu Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr
85 , 90 95

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala Arg Asp Gly lle Pro Thr Ser Arg Ser
100 105 110

Val Gly Ser Tyr Asn Tyr Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser
115 120 125

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
130 135 140

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser GIn
145 150 155 . 160

Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly Ser
165 170 175

Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Glu Pro Ser
180 185 190

Gly Tyr Thr Tyr Thr lle Gly Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys Glu
195 200 205



Arg Glu Phe Val Ala Arg lie Tyr Trp Ser Ser Gly Leu Thr Tyr Tyr
210 215 220

Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp lle Ala Lys
225 230 235 240

Asn Thr Val Asp Leu Leu Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala
245 250 255

Val Tyr Tyr Cys Ala Ala Arg Asp Gly lle Pro Thr Ser Arg Ser Val
260 265 270

Gly Ser Tyr Asn Tyr Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
275 280 285

<210> 75
<211> 276
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 75

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Ser Leu Ser Cys Ser Ala Ser Gly Arg Ser Leu Ser Asn Tyr
20 25 30

Tyr Met Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Leu Leu
35 40 45

Gly Asn lle Ser Trp Arg Gly Tyr Asn lie Tyr Tyr Lys Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ala Lys Asn Thr lle Tyr
65 70 75 80

Leu Gin Met Asn Arg Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

- Ala Ala Ser lle Leu Pro Leu Ser Asp Asp Pro Gly Trp Asn Thr Tyr
100 105 110

Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser
115 120 125

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
130 135 140

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Val Gin Leu Val Glu Ser
145 150 155 160

Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly Ser Leu Ser Leu Ser Cys Ser
165 170 175

Ala Ser Gly Arg Ser Leu Ser Asn Tyr Tyr Met Gly Trp Phe Arg Gin
180 185 190



Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Leu Leu Gly Asn lle Ser Trp Arg Gly

195 200 205
Tyr Asn lle Tyr Tyr Lys Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser
210 215 - 220
Arg Asp Asp Ala Lys Asn Thr lle Tyr Leu GIn Met Asn Arg Leu Lys
225 230 235 240
Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala Ser lle Leu Pro Leu
245 250 255
Ser Asp Asp Pro Gly Trp Asn Thr Tyr Trp Gly Gin Gly Thr GIn Val
260 265 270
Thr Val Ser Ser
275
<210> 76
<211> 115
<212> PRT
<213> Attificial
<220>
<223> constructo de nanocuerpo
<400> 76
Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 ' 25 30
Trp Met Tyr Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Glu lle Asn Thr Asn Gly Leu lle Thr Lys Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Ser Pro Ser Gly Phe Asn Arg Gly Gin Gly Thr GIn Val Thr
100 - 105 110
Val Ser Ser
115
<210> 77
<211> 115
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 77



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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

Trp Met Tyr Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Glu lle Asn Thr Asn Gly Leu lle Thr Lys Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60 '

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Ser Pro Ser Gly Phe Asn Arg Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr
100 _ 105 110

Val Ser Ser
115

<210> 78
<211> 129
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 78

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Glu Pro
20 25 30

Ser Gly Tyr Thr Tyr Thr lle Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40 45

Gly Arg Glu Phe Val Ala Arg lle Tyr Trp Ser Ser Gly Leu Thr Tyr
50 55 60

Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp lie Ala
- 65 70 75 80

Lys Asn Thr Val Asp Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr
85 90 95

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala Arg Asp Gly lle Pro Thr Ser Arg Ser
100 105 110

Val Gly Ser Tyr Asn Tyr Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser
15 120 125

Ser

<210> 79
<211> 129

S



<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> constructo de nanocuerpo
<400> 79
Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Glu Pro
20 25 30
Ser Gly Tyr Thr Tyr Thr lle Gly Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys
35 40 45
Gly Arg GIU Phe Val Ala Arg lle Tyr Trp Ser Ser Gly Leu Thr Tyr
50 55 60
Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp lle Ala
65 ' 70 75 80
Lys Asn Thr Val Asp Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr
85 90 95
Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala Arg Asp Gly lle Pro Thr Ser Arg Ser
100 105 110
Val Gly Ser Tyr Asn Tyr Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser
115 120 125
Ser
<210> 80
<211> 129
<212> PRT

<213> Attificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 80

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Glu Pro
20 25 30

~ Ser Gly Tyr Thr Tyr Thr lle Gly Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys’
35 40 45

Gly Arg Glu Phe Val Ala Arg lle Tyr Trp Ser Ser Gly Leu Thr Tyr
50 55 60

Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala
65 70 75 80

Lys Asn Thr Val Asp Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr
85 90 95



Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala Arg Asp Gly lle Pro Thr Ser Arg Ser

100 105 110
Val Gly Ser Tyr Asn Tyr Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser
115 120 125
Ser
<210> 81
<211> 129
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 81

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Glu Pro
20 : 25 30

Ser Gly Tyr Thr Tyr Thr lle Gly Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys
35 40 45

Gly Arg Glu Phe Val Ala Arg ile Tyr Trp Ser Ser Gly Leu Thr Tyr
50 55 60

Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp lle Ala

65 70 75 80

Lys Asn Thr Val Asp Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr
85 90 95

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala Arg Asp Gly lle Pro Thr Ser Arg Ser

100 105 110
Val Gly Ser Tyr Asn Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Gln Val Thr Val Ser
115 120 125

Ser

<210> 82

<211> 129

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> constructo de nanocuerpo
<400> 82

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Glu Pro
20 25 30

Ser Gly Tyr Thr Tyr Thr lle Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40 45

S



Gly Arg Glu Phe Val Ala Arg lle Tyr Trp Ser Ser Gly Leu Thr Tyr

50 55 60
Tyr Alé Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp lle Ala
65 70 75 80
Lys Asn Thr Val Asp Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr
85 90 95
Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala Arg Asp Gly lle Pro Thr Ser Arg Ser
100 105 110
Val Gly Ser Tyr Asn Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
115 120 125
Ser
<210> 83
<211> 123
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> constructo de nanocuerpo _
<400> 83 | |
Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Ser Leu Ser Asn Tyr
20 25 30
Tyr Met Gly Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Arg Glu Leu Leu
35 40 45
Gly Asn lle Ser Trp Arg Gly Tyr Asn lle Tyr Tyr Lys Asp Ser Val
50 : 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr lle Tyr
65 70 75 80
Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Ala Ser lle Leu Pro Leu Ser Asp Asp Pro Gly Trp Asn Thr Tyr
100 105 110
Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
115 120 '
<210> 84
<211> 123
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 84



Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly

1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30
Tyr Met Gly Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Arg Glu Leu Leu
35 40 45
Gly Asn lle Ser Tfp Arg Gly Tyr Asn lle Tyr Tyr Lys Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr lle Tyr

65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Ala Ser lle Leu Pro Leu Ser Asp Asp Pro Gly Trp Asn Thr Tyr

100 105 110
Trp Gly GIn Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 85

<211> 123

<212> PRT

- <213> Adtificial

<220>

<223> constructo de nanocuerpo

<400> 85

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly

1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Ser Leu Ser Asn Tyr

20 25 30
Tyr Met Gly Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Arg Glu Leu Le>u
35 40 45
Gly Asn lle Ser Trp Arg Gly Tyr Asn lle Tyr Tyr Lys Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr lle Tyr

65 70 7% 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Ala Ser lle Leu Pro Leu Ser Asp Asp Pro Gly Trp Asn Thr Tyr

100 105 110
Trp Gly GIn Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 86

<211> 123

<212> PRT

<213> Aftificial

ST



<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 86

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Ser Leu Ser Asn Tyr
20 25 30

Tyr Met Gly Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Arg Glu Leu Leu

35 40 45

Gly Asn lle Ser Trp Arg Gly Tyr Asn lle Tyr Tyr Lys Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr lle Tyr
65 70 7% 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 ' 90 95

Ala Ala Ser lle Leu Pro Leu Ser Asp Asp Pro Gly Trp Asn Thr Tyr
100 105 110

Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
15 120

<210> 87
<211> 115
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo
<400> 87

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Ser Phe
20 25 30

Gly Met Ser Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Glu Pro Glu Trp Val
35 40 45

-Ser Ser lle Ser Gly Ser Gly Ser Asp Thr Leu Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Thr Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Thr lle Gly Gly Ser Leu Ser Arg Ser Ser Gin Gly Thr GIn Val Thr
100 105 110

Val Ser Ser
115



<210> 88
<211> 115
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 88

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe
20 25 30

Gly Met Ser Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Glu Pro Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ser lle Ser Gly Ser Gly Ser Asp Thr Leu Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Thr Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Thr lle Gly Gly Ser Leu Ser Arg Ser Ser GIn Gly Thr Gin Val Thr
100 105 110

Val Ser Ser
115

<210> 89
<211> 115
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo
<400> 89

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Ser Phe
20 25 30

Gly Met Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ser lle Ser Gly Ser Gly Ser Asp Thr Leu Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Thr Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95



Thr lle Gly Gly Ser Leu Ser Arg Ser Ser GIn Gly Thr GIn Val Thr
100 105 110

Val Ser Ser
115

<210> 90
<211> 363
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 90

Gin Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

Trp Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Glu lle Asn Thr Asn Gly Leu lle Thr Lys Tyr Pro Asp Ser Val
50 - 55 .60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
85 : 90 95

Ala Arg Ser Pro Ser Gly Phe Asn Arg Gly Gin Gly Thr GIn Val Thr
100 105 110

Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Glu Val GIn Leu
115 120 125

Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Asn Ser Leu Arg Leu
130 135 140

Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Ser Phe Gly Met Ser Trp
145 150 155 160

Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Glu Pro Glu Trp Val Ser Ser lle Ser
165 170 175

Gly Ser Gly Ser Asp Thr Leu Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe
180 185 190

Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Thr Thr Leu Tyr Leu Gin Met Asn
195 200 205

Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Thr lle Gly Gly'
. 210 215 220 _

Ser Leu Ser Arg Ser Ser GIn Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser Gly
225 230 235 240



Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly
245 250 255

Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
260 265 270

Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Trp Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala
275 280 285

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Glu lle Asn Thr Asn Gly Leu
290 295 300

lle Thr Lys Tyr Pro Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg
305 310 315 320

Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro
325 330 335

Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Pro Ser Gly Phe Asn
340 345 350

Arg Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
355 360

<210> 91
<211> 3N
<212> PRT
<213> Aificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 91

Gin Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Glu Pro
20 25 30

Ser Gly Tyr Thr Tyr Thr lle Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40 45

Glu Arg Glu Phe Val Ala Arg lle Tyr Trp Ser Ser Gly Leu Thr Tyr
50 55 60

Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp lle Ala
65 70 75 80

Lys Asn Thr Val Asp Leu Leu Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr
85 90 95

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala Arg Asp Gly lle Pro Thr Ser Arg Ser
100 105 110

Val Gly Ser Tyr Asn Tyr Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser
115 120 125

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Glu Val GIn Leu Val Glu
130 135 140

S



Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys
145 150 155 160

Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Glu Pro Ser Gly Tyr Thr Tyr Thr
165 170 175

lle Gly Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val Ala
180 185 190

Arg lle Tyr Trp Ser Ser Gly Leu Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
195 200 205

Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp lle Ala Lys Asn Thr Val Asp Leu
210 215 220

Leu Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
225 230 235 240

Ala Arg Asp Gly lle Pro Thr Ser Arg Ser Val Gly Ser Tyr Asn Tyr
245 250 255

Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser
260 265 270

Gly Gly Gly Ser Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val
275 280 285

GlIn Pro Gly Asn Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr
290 295 300

Phe Arg Ser Phe Gly Met Ser Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Glu
305 310 315 320

Pro Glu Trp Val Ser Ser lle Ser Gly Ser Gly Ser Asp Thr Leu Tyr
325 330 335

Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys
340 345 350

Thr Thr Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala
355 360 365

Val Tyr Tyr Cys Thr lle Gly Gly Ser Leu Ser Arg Ser Ser GIn Gly
370 375 380 »

Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
385 390

<210> 92
<211> 379
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 92

Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly
1 5 10 15



Ser Leu Ser Leu Ser Cys Ser Ala Ser Gly Arg Ser Leu Ser Asn Tyr
20 25 30

Tyr Met Gly Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Leu Leu
35 40 45

Gly Asn lle Ser Trp Arg Gly Tyr Asn lle Tyr Tyr Lys Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ala Lys Asn Thr lle Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Arg Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Ala Ser lle Leu Pro Leu Ser Asp Asp Pro Gly Trp Asn Thr Tyr
100 105 110

Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser
115 120 125

Gly Gly Gly Ser Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val
130 135 ' 140

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

Phe Arg Ser Phe Gly Met Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Glu
165 170 175

Pro Glu Trp Val Ser Ser lle Ser Gly Ser Gly Ser Asp Thr Leu Tyr
180 185 190

Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys
195 200 205

Thr Thr Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala
210 215 220

Val Tyr Tyr Cys Thr lle Gly Gly Ser Leu Ser Arg Ser Ser GIn Gly
225 230 235 240

Thr GIn Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser
245 250 255

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly
260 265 270

Ser Leu Ser Leu Ser Cys Ser Ala Ser Gly Arg Ser Leu Ser Asn Tyr
275 280 285

Tyr Met Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Leu Leu
290 295 300

Gly Asn lle Ser Trp Arg Gly Tyr Asn lle Tyr Tyr Lys Asp Ser Val
305 310 315 320

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ala Lys Asn Thr lle Tyr
325 330 335

Leu GIn Met Asn Arg Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
340 345 350

&1



Ala Ala Ser lle Leu Pro Leu Ser Asp Asp Pro Gly Trp Asn Thr Tyr

355 360 1365
Trp Gly Gin Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
370 375
<210> 93
<211> 384
<212> PRT

<213> Attificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 93

Gln Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

Trp Met Tyr Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Glu lle Asn Thr Asn Gly Leu lle Thr Lys Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Ser Pro Ser Gly Phe Asn Arg Gly Gln Gly Thr GIn Val Thr
100 105 110

Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
115 : 120 125

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
130 135 140

Ser Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly
145 150 155 160

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp
165 170 175

Tyr Trp Met Tyr Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
180 185 190

Val Ser Glu lle Asn Thr Asn Gly Leu lle Thr Lys Tyr Pro Asp Ser
195 200 205

Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu
210 215 220

Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr
225 230 235 240



Cys Ala Arg Ser Pro Ser Gly Phe Asn Arg Gly GIn Gly Thr GIn Val
- 245 250 255

Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Glu Val GIh
260 265 270

Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Asn Ser Leu Arg
275 280 - 285

Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Ser Phe Gly Met Ser
290 295 300

Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Glu Pro Glu Trp Val Ser Ser lle
305 310 315 320

Ser Gly Ser Gly Ser Asp Thr Leu Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg
325 330 335

Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Thr Thr Leu Tyr Leu GIn Met
340 345 350

Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Thr lle Gly
355 360 365

Gly Ser Leu Ser Arg Ser Ser GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
370 375 380

<210> 94
<211> 400
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 94
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Ala Gly Gly.
1 5 10 15

Ser Leu Ser Leu Ser Cys Ser Ala Ser Gly Arg Ser Leu Ser Asn Tyr
20 25 30

Tyr Met Gly Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Leu Leu
35 40 45

Gly Asn lle Ser Trp Arg Gly Tyr Asn lle Tyr Tyr Lys Asp Ser Val
50 - b5 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ala Lys Asn Thr lle Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Arg Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Ala Ser lle Leu Pro Leu Ser Asp Asp Pro Gly Trp Asn Thr Tyr
100 105 110

Trp Gly GIn Gly Thr Gin Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser
15 120 125

<Y



Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
130 135 140

Gly Gly Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Val GIn Val Val Glu Ser
145 150 155 160

Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly Ser Leu Ser Leu Ser Cys Ser
165 170 175

Ala Ser Gly Arg Ser Leu Ser Asn Tyr Tyr Met Gly Trp Phe Arg Gin
180 185 190

Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Leu Leu Gly Asn lle Ser Trp Arg Gly
195 200 205

Tyr Asn lle Tyr Tyr Lys Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser
210 215 220

Arg Asp Asp Ala Lys Asn Thr lle Tyr Leu Gln Met Asn Arg Leu Lys
225 . 230 235 240

Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala Ser lle Leu Pro Leu
245 250 255

Ser Asp Asp Pro Gly Trp Asn Thr Tyr Trp Gly Gin Gly Thr GIn Val
260 265 270

Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Glu Val GIn
275 280 285

Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Asn Ser Leu Arg
290 295 300

Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Ser Phe Gly Met Ser
305 310 315 320

Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Glu Pro Glu Trp Val Ser Ser lle
325 330 335

Ser Gly Ser Gly Ser Asp Thr Leu Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg
340 345 350

Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Thr Thr Leu Tyr Leu GIn Met
355 360 365

Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Thr lle Gly
370 375 380

Gly Ser Leu Ser Arg Ser Ser GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
385 390 395 400

<210> 95
<211> 115
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 95

<)



Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

Trp Met Tyr Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Glu lle Asn Thr Asn Gly Leu lle Thr Lys Tyr Pro Asp Ser Val

50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 : 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Ser Pro Ser Gly Phe Asn Arg Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110

Val Ser Ser

115
<210> 96
<211> 115
<212> PRT

<213> Attificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 96

Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

Trp Met Tyr Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Glu lle Asn Thr Asn Gly Leu lle Thr Lys Tyr Pro Asp Ser Val

50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Ser Pro Ser Gly Phe Asn Arg Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110

Val Ser Ser

115
<210> 97
<211> 129
<212> PRT

<213> Artificial



<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 97

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Glu Pro
20 25 30

Ser Gly Tyr Thr Tyr Thr lle Gly Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys
35 40 45

- Gly Arg Glu Phe Val Ala Arg lle Tyr Trp Ser Ser Gly Leu Thr Tyr
50 55 60

Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp lle Ala

65 70 75 80

Lys Asn Thr Val Asp Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr
85 90 95

Ala Val Tyr Tyr'Cys Ala Ala Arg Asp Gly lle Pro Thr Ser Arg Ser

100 105 110
Val Gly Ser Tyr Asn Tyr Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser
115 120 125

Ser

<210> 98

<211> 129

<212> PRT

<213> Attificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 98

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Glu Pro
20 25 30

Ser Gly Tyr Thr Tyr Thr lle Gly Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys
35 40 45

Gly Arg Glu Phe Val Ala Arg lle Tyr Trp Ser Ser Gly Leu Thr Tyr
50 55 60

Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp lle Ala
65 70 75 80

Lys Asn Thr Val Asp Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr
85 90 95

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala Arg Asp Gly lle Pro Thr Ser Arg Ser
100 105 110



Val Gly Ser Tyr Asn Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser

115 120 125
Ser
<210> 99
<211> 123
<212> PRT
<213> Attificial
<220>
<223> constructo de nanocuerpo
<400> 99
Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Ser Leu Ser Asn Tyr
20 25 30
Tyr Met Gly Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Arg Glu Leu Leu
35 40 45
Gly Asn lle Ser Trp Arg Gly Tyr Asn lle Tyr Tyr Lys Asp Ser Val
50 . 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr lle Tyr
65 70 75 80
Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Ala Ser lle Leu Pro Leu Ser Asp Asp Pro Gly Trp Asn Thr Tyr
100 105 110
Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 100
<211> 115
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 100

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Asn
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Ser Phe
20 25 30

Gly Met Ser Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ser lle Ser Gly Ser Gly Ser Asp Thr Leu Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60



Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Thr Thr Leu Tyr

65 70 75 80
Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 » 95
Thr lle Gly Gly Ser Leu Ser Arg Ser Ser Gin Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110
Val Ser Ser
115

<210> 101

<211> 115

<212> PRT
-<213> Attificial

<220>

<223> constructo de nanocuerpo

<400> 101

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Asn
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Ser Phe

20 25 30
Gly Met Ser Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val .
35 40 45
Ser Ser lle Ser Gly Ser Gly Ser Asp Thr Leu Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Thr Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Thr lle Gly Gly Ser Leu Ser Arg Ser Ser GIn Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110
Val Ser Ser
115

<210> 102

<211> 115

<212> PRT

<213> Atificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 102

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Asn |
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe
20 25 30



Gly Met Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ser lle Ser Gly Ser Gly Ser Asp Thr Leu Tyr Ala Asp Ser Val
50 95 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Thr Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Thr lle Gly Gly Ser Leu Ser Arg Ser Ser Gin Gly Thr Leu Val Thr
100 - 105 110

Val Ser Ser
115

<210> 103
<211> 115
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 103

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Asn
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe
' 20 25 30

Gly Met Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ser lle Ser Gly Ser Gly Ser Asp Thr Leu Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 . 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Afa Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Thr lle Gly Gly Ser Leu Ser Arg Ser Ser GIn Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110

Val Ser Ser
115

<210> 104 .
<211> 115
<212> PRT
<213> Arificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo
<400> 104

S99



Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Asn
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe
20 . 25 30

Gly Met Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ser lle Ser Gly Ser Gly Ser Asp Thr Leu Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Thr lle Gly Gly Ser Leu Ser Arg Ser Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110

Val Ser Ser
115

<210> 105
<211> 130
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> nanocuerpo

<400> 105

Glu Val GIn Leu VaIi Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Asp
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gin lie lie Phe Gly Ser His
20 25 30

Val Ala Ala Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Arg Glu Arg Glu Phe Val
35 40 45

Ala Glu lle Arg Pro Ser Gly Asp Phe Gly Pro Glu Gly Glu Phe Glu
50 55 60

His Val Thr Ala Ser Leu Lys Gly Arg Phe Thr lle Ala Lys Asn Ser
65 70 75 80

Val Asp Asn Thr Val Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp
85 90 95

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala Ala Pro Tyr Arg Gly Gly Arg Asp
100 105 110

Tyr Arg Trp Glu Tyr Glu Tyr Glu Tyr Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val
115 120 125

Thr Val
130

<210> 106

SCKD



<211> 122
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> nanocuerpo
<400> 106
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Lys Asn Ala Gly Ser Thr Ser Asn Ala Tyr
20 25 30
Ala Thr'Gly Trp Phe Arg Arg Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val
35 40 45
Ala Gly lle GIn Trp Ser Gly Gly Asp Ala Phe Tyr Arg Asn Ser Val
50 95 60
Lys Gly Arg Phe Arg lte Thr Arg Asp Pro Asp Asn Thr Val Tyr Leu
65 70 75 80
Gln Met Asn Asp Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala lle Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95
GlIn Lys Leu Ser Pro Tyr Tyr Asn Asp Phe Asp Ser Ser Asn Tyr Glu
100 105 110
Tyr Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val
115 120
<210> 107
<211> 119
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> nanocuerpo

<400> 107

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Val Ser Gly GIn Leu Phe Ser Thr Asn
20 25 30

Asp Val Gly Trp Tyr Arg Arg Ala Pro Gly Lys Gln Arg Glu Leu Val
35 40 . 45

Ala Thr lle Thr Asp Asp Gly Thr Thr Asp Tyr Gly Asp Asp Val Lys
50 55 60

Gly Arg Phe Val lie Ser Arg Glu Gly Glu Met Val Tyr Leu Glu Met
65 70 75 80

Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Asn lle Asn
85 , 90 95

St



Arg Leu Arg Ser Thr Trp Gly lle Arg Tyr Asp Val Trp Gly GIn Gly

100 105 110
Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 108
<211> 115
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> nanocuerpo
<400> 108
~ - Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Val Ser Gly Phe Thr Phe Ser Thr Thr
20 25 30
" Ser Met Thr Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Phe Glu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Phe lle Asn Ser Asp Gly Ser SerrThr Thr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 . 80
Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95
Gly Arg Arg Gly Tyr Gly Arg Asp Arg Ser Lys Gly lle Gin Val Thr
100 105 110
Val Ala Ser
115
<210> 109
<211> 121
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> nanocuerpo

<400> 109

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Thr Val GIn Ala Gly Asp
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Ser Phe Ser Ser Val
20 - 25 30

Ala Met Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gln Arg Glu Phe Leu
35 40 45

Ala Gly Val Gly Tyr Asp Gly Ser Ser lle Arg Tyr Ala Glu Ser Val
50 55 60



Lys Gly Arg Phe Thr lle Ala Arg Gly Asn Arg Glu Ser Thr Val Phe

65 70 75 80
Leu GIn Met Glu Asn Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys
- 85 90 - 95
Thr Ala Glu Pro lle Gly Ala Tyr Glu Gly Leu Trp Thr Tyr Trp Gly
100 105 110
GIn Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 110
<211> 124
<212> PRT

<213> Arificial

<220>
<223> nanocuerpo

<2205 , ,
<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS
<222> (1)..(4)

<223> resiudos de aminoacidos desconocidos, probablemente EVQL, QVQL o una secuencia

similar
<400> 110

Xaa Xaa Xaa Xaa Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Met GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu.Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Met Phe Ser Asp Ser
20 25 30

Ala Met Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val
‘ 35 40 45

Ala Thr lle Ser Trp Asn Gly Gly Ser Ser Ser Tyr Ala Asp Phe Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Val Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Gly Leu Thr Pro Gin Asp Thr Ala lle Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Gly Ser Tyr Ser Asn Gly Asn Pro His Arg Phe Ser Gin Tyr GIn
100 105 110

Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 111
<211> 120
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> nanocuerpo



<220>

<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS
<222> (77).(77)

<223> Residuo de aminoacido desconocido

<400> 111

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Gly Thr Tyr
20 25 30

Ala Met Gly Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val
35 40 45

Ala Ala lle Ser Trp Gly Gly Gly Ser lle Val Tyr Ala Glu Ser Ala
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Xaa Thr Met Tyr
65 70 : 75 80

Leu GIn Met Asp Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Ala Ala Asn Asn lle Ala Thr Leu Arg Gin Gly Ser Trp Gly GIn
100 105 110

Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 112

<211> 127

<212> PRT
<213> Attificial
<220>

<223> nanocuerpo

<400> 112
Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Glu Leu Val GIn Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Arg Asn Phe Val Thr Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Phe Arg Arg Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val
35 40 45

Ala Ser lle Ser Trp Ser Gly Asp Thr Thr Tyr Tyr Ser Asn Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Val Ser Arg Asp Asn Gly Lys Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Arg Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Asp Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Val Val GIn Val lle Asp Pro Ser Trp Ser Gly Val Asn Leu Asp
100 105 110

SA>



Asp Tyr Asp Tyr Leu Gly Ser Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 113
<211> 124
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> nanocuerpo

<400> 113

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Arg Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 - 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Lys Asn Ala Gly Ser Thr Ser Asn Ala Tyr
20 -

25 30

Ala Thr Gly Trp Phe Arg Arg Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val

35 40 45
Ala Gly lle GIn Trp Ser Gly Gly Asp Ala Phe Tyr Arg Asn Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Arg lle Thr Arg Asp Pro Asp Asn Thr Val Tyr Leu
65 70 75 80
GIn Met Asn Asp Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala lle Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95
Glin Lys Leu Ser Pro Tyr Tyr Asn Asp Phe Asp Ser Ser Asn Tyr Glu
100 105 110
Tyr Trp Gly Gln Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 114
<211> 115
<212> PRT

<213> Attificial

<220>
<223> nanocuerpo

<400> 114

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Ala Thr lle Ser Ser lle Val
20 25 30

Met Leu Gly Trp Tyr Arg GIn Ala Pro Gly Lys GIn Arg Glu Trp Val
35 40 45

Ala Ser lle Thr lle Gly Ser Arg Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val Lys
50 - 55 60

Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Val Tyr Leu
65 70 75 80



GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Asn

85 90 95
Ala Val Pro Pro Arg Asp Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Gln Val Thr
100 105 110

Val Ser Ser

15
<210> 115
<211> 121
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> nanocuerpo
<400> 115
Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly GIn Thr Ser Ser Ser Tyr

20 25 30
Asp Met Gly Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Glu Gly Arg Glu Phe Val
35 40 45
Ala Arg lle Ser Gly Ser Asp Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Arg Ala
50 55 60
Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Thr Lys Asn Met Val Tyr
65 70 75 80
Leu GIn Met Asp Arg Leu Lys Pro Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Arg Val Pro Arg Tyr Glu Asn GIn Trp Ser Ser Tyr Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

Gin Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser

115 120
<210> 116
<211> 127
<212> PRT

<213> Attificial

<220>
<223> nanocuerpo

<400> 116

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Ser Thr Phe Ser Thr Tyr
20 25 30

-



Asp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Gly lie Asp Ser Gly Gly Gly Ser Pro Met Tyr Val Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Val Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Lys Phe Ser Thr Gly Ala Asp Gly Gly Ser Trp Tyr Trp Ser Tyr
100 105 110

Gly Met Asp Ser Trp Gly Lys Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 117
211> 121
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> nanocuerpo

<400> 117

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Asp
1 ) 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Glu Ala Ser Glu Arg Ser Ser Asn Arg Tyr
20 25 30

Asn Met Ala Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Leu
35 40 45

Ala Arg Val Asp Val Ser Gly Gly Asn Thr Leu Tyr Gly Asp Ser Val
50 55 60

Lys Asp Arg Phe Thr Val Ser Arg lle Asn Gly Lys Asn Ala Met Tyr
65 - 70 75 80

Leu GIn Met Asn Asn Leu Lys'Pro Glu Asp Thr Ala lle Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Ala Gly Gly Trp Gly Thr Thr Gin Tyr Asp Tyr Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 118
211> 117
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> nanocuerpo

<400> 118



Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Cys Val Ser Ser Gly Cys Thr Phe Ser
20 25 30

Ala Tyr Ser Met Thr Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Ala Glu Glu
35 40 45

Trp Val Ser Phe lle Asn Ser Asp Gly Ser Ser Thr Thr Tyr Ala Asp
50 55 60

Ser Val Asn Gly Arg Phe Lys lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Lys Thr
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Gly Pro Glu Asp Thr Ala Met Tyr
85 90 95

Tyr Cys Gln Arg Arg Gly Tyr Afa Leu Asp Arg Gly GIn Gly Thr GIn
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 119
<211> 129
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> nanocuerpo

<400> 119

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Asp
1 5 10 15

Ser Leu Thr Leu Ser Cys Ala Ser Ser Gly Arg Gly Phe Tyr Lys Asn
20 25 30

Ala Met Gly Trp Phe Arg Gin Pro Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val
35 40 45

Ala Ser lle Lys Trp Asn Gly Asn Asn Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Arg Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Gly Asn Ala Lys Asn Thr Glu Asn
65 70 75 80

Thr Val Ser Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Asp
85 90 95

Tyr Tyr Cys Ala Ala Asp Ser Ser His Tyr Ser Tyr Val Tyr Ser Lys
100 105 110

Ala Tyr Glu Tyr Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser
115 120 125

Ser

<210> 120



<211> 115
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> nanocuerpo
<400> 120
Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Phe Ser Gly Phe Ala Phe Ser Ala Ser
20 25 30
Ser Met Ala Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Tyr Glu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Phe lle Asn Ser Asp Gly Ser Ser Thr Thr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
GIn Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu GlIn Met Asn Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95
Gly Arg Arg Gly Tyr Gly Arg Asp Arg Ser Gln Gly lle GIn Val Thr
100 105 110
Val Ser Ser
115
<210> 121
<211> 127
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> nanocuerpo

<220> )

<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS
<222> (119)..(119)

<223> Residuo de aminoacido desconocido

<400> 121

.GIu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Ala Met Gly Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val
35 - 40 45

Ala Ala lle Ser Trp Ser Gly Thr lle Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60



Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Ash Gly Lys Asn Thr Val His

65 70 75 80
Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr His Cys
85 90 95
Ala Val Val Gin Pro Tyr Ser Gly Gly Asp Tyr Tyr Thr Gly Val Glu
100 105 110

Glu Tyr Asp Tyr Trp Gly Xaa Gly Thr Gin Val Thr Val Ser Ser

115 120 125
<210> 122
<211> 115
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> nanocuerpo
<400> 122
Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Val Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ala Thr

20 25 30
Ser Met Thr Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Ala Glu Glu Trp Val
35 40 45 '
Ser Phe lle Asn Ser Asp Gly Ser Ser Thr Thr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu GIn Met Asp Asp Leu GIn Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95
Gly Arg Arg Gly Tyr Gly Arg Asp Arg Ser Arg Gly lle Gin Val Thr
100 105 110

Val Ser Ser

115
<210> 123
<211> 121
<212> PRT

<213> Atificial

<220>
<223> nanocuerpo

<400> 123

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Gly Ala Phe Ser Asn Tyr
20 25 30



Asp Val Gly Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Glu Gly Arg Glu lle Val

35 40 45
Ala Arg lle Ser Gly Ser Gly Asp Ser Thr Tyr Ser Ser Asn Arg Ala
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Val Tyr
65 70 75 80
Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Arg Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Arg Ala Ala Arg Tyr Asn Gly Thr Trp Ser Ser Asn Asp Tyr Trp Gly
100 105 110
GIn Gly Thr Gin Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 124
<211> 117
<212> PRT
<213> Atificial
<220>
<223> nanocuerpo
<400> 124
Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Glu Cys Val Ser Ser Gly Cys Thr Phe Ser
20 25 30
Ala Tyr Ser Met Thr Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Ala Glu Glu
35 40 45
Phe Val Ser Phe lle Asn Ser Asp Gly Ser Ser Thr Thr Tyr Ala Asn
50 55 60
Ser Val Asn Gly Arg Phe Lys lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Lys Thr
65 70 75 80
Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Gly Pro Glu Asp Thr Ala Met Tyr
85 90 95

Tyr Cys GIn Arg Arg Gly Tyr Ala Leu Asp Arg Gly Gin Gly Thr GIn

100 105 110
Val Thr Val Ser Ser

115

<210> 125
<211> 121
<212> PRT

<213> Attificial

<220>
<223> nanocuerpo

<400> 125



Gln Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly G'Iy Leu Val GlIn Ala Gly Gly

1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly GIn Thr Ser Ser Thr Ala
20 25 30
Asp Met Gly Trp Phe Arg GIn Pro Pro Gly Lys Gly Arg Glu Phe Val
35 40 45
Ala Arg lle Ser Gly lle Asp Gly Thr Thr Tyr Tyr Asp Glu Pro Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Lys Ala GIn Asn Thr Val Tyr
- 65 70 75 80
Leu GIn Met Asp Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Arg Ser Pro Arg Tyr Ala Asp Gin Trp Ser Ala Tyr Asp Tyr Trp Gly
100 105 110
GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 126
<211> 115
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> nanocuerpo
<400> 126
Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Val Ser Gly Phe Thr Phe Ser Thr Thr
20 25 30
Ser Met Thr Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Phe Glu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Phe lie Asn Ser Asp Gly Ser Ser Thr Thr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95
Gly Arg Arg Gly Tyr Gly Arg Asp Arg Ser Lys Gly lle GIn Val Thr
100 105 110
Val Ser Ser
115
<210> 127
<211> 118
<212> PRT

<213> Artificial



<220>
<223> nanocuerpo
<400> 127
Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Ala Ser Ala Ser Gly Val Lys Val Asn
20 25 30
Asp Met Gly Trp Tyr Arg Gin Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Leu Val
35 40 45
Ala Thr lie Thr Asp Asp Gly Arg Thr Asn Tyr Glu Asp Phe Ala Lys
50 55 60
Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Val Tyr Leu
65 70 75 80
Gln Met Asn Ser Leu Leu Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Asn
85 90 95
Ala Arg Thr Tyr Trp Ala His Leu Pro Thr Tyr Trp Gly GIn Gly Thr
100 105 110
Gln Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 128
211> 121
<212> PRT

<213> Attificial

<220>
<223> nanocuerpo

<400> 128

Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Ser Phe Gly Ser Val
20 25 30

Ala Met Gly Trp Phe Arg GIn Afa Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Vali
35 40 45

Ala Ala lle Gly Tyr Asp Gly Asn Ser lle Arg Tyr Gly Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn lle Lys Asn Thr Met Tyr
65 70 75 80

Leu Glu Met Glu Asn Leu Asn Ala Asp Asp Thr Ala Arg Tyr Leu Cys

85 90 95

Ala Ala Glu Pro Leu Ala Arg Tyr Glu Gly Leu Trp Thr Tyr Trp Gly
100 105 110

Gin Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
115 120



w

<210> 129
<211> 121
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> nanocuerpo

<400> 129

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Ala
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Thr Ser Thr Arg Thr Asn Asp Arg Phe
20 . 25 30

Asn Met Ala Trp Phe His Gin Ala Pro Gly Lys Asp Arg Glu Phe Val
35 40 45

Ser Arg lle Asp Val Ala Gly Tyr Asn Thr Ala Tyr Gly Asp Phe Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Val Ser Arg Asp Ser Ala Glu Asn Thr Val Val
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Gly Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Ala Gly Gly Trp Gly lle Ser GIn Ser Asp Tyr Asp Leu Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 130
<211> 30
<212> PRT
<213> Aificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 130

Gln Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
20 25 30

<210> 131
<211> 30
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 131

Gln Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Gly Gly Met Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15



- Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asp Phe Gly
- 20 25 30

<210> 132

<211> 30

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Elemento FR1

<400> 132

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 _ 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Phe Asp Phe Ser
20 25 30

<210> 133
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 133

GlIn Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser
20 25 30

<210> 134
<211> 30
<212> PRT
<213> Adtificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 134

Gin Val Lys Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Asp
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser
20 25 30

<210> 135
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 135



Ala Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Asp
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser
20 25 30

<210> 136
<211> 30.
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 136

Ala Val GIn Leu Val Asp Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser
20 25 30

<210> 137
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR1 -

<400> 137

Gln Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Ser Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Ser Phe Thr
20 . 25 30

<210> 138
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 138

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Ser Leu Ser Cys Ser Ala Ser Gly Arg Ser Leu Ser
20 25 30

<210> 139
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR1

Lor



<400> 139

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Asp
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gin lie lle Phe Gly
20 25 30

<210> 140
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 140

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Lys Asn Ala Gly Ser Thr Ser Asn
20 25 30

<210> 141
<211> 30
<212> PRT
<213> Aificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 141

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Val Ser Gly GIn Leu Phe Ser
20 25 30

<210> 142
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 142

Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Val Ser Gly Phe Thr Phe Ser
20 25 30

<210> 143
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

53



<223> Elemento FR1

<400> 143
Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Thr Val GIn Ala Gly Asp
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Ser Phe Ser
20 25 30

<210> 144
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR1

<220> '

<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS

<222> (1)..(4)

<223> Resiudos de aminodcidos desconocidos, probablemente EVQL, QVQL o ura secuencia
similar

<400> 144

Xaa Xaa Xaa Xaa Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Met GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Met Phe Ser
20 25 , 30

<210> 145
<211> 30
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 145

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe GIyA
20 25 30

<210> 146
<211> 30
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 146

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Glu Leu Val GIn Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Arg Asn Phe Val
20 25 30



<210> 147
<211> 30
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 147

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Arg Leu Val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Lys Asn Ala Gly Ser Thr Ser Asn
20 25 30

<210> 148
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 148

Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

<210> 149
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 149

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly
1 5 , 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly GIn Thr Ser Ser
20 25 30

<210> 150
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR1

. <400> 150

Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

e



Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Ser Thr Phe Ser
20 25 30

<210> 151
<211> 30
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 151

Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Asp
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Glu Ala Ser Glu Arg Ser Ser Asn
20 25 30

<210> 152

<211> 30

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Elemento FR1

<400> 152

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Cys Val Ser Ser Gly Cys Thr
20 25 30

<210> 153
<211> 30
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 153

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Asp
1 5 10 15

Ser Leu Thr Leu Ser Cys Ala Ser Ser Gly Arg Gly Phe Tyr
20 25 30

<210> 154
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 154
Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15



Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Phe Ser Gly Phe Ala Phe Ser
20 25 30

<210> 155
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 155

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser
20 25 30

<210> 156
<211> 30
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 156

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Val Ser Gly Phe Thr Phe Ser
20 25 30

<210> 157
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 157

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Gly Ala Phe Ser
20 25 30

<210> 158
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 158

B\



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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Glu Cys Val Ser Ser Gly Cys Thr
20 25 30

<210> 159
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 159

Gln Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Gin Thr Ser Ser
20 25 30

<210> 160
<211> 30
<212> PRT
<213> Adificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 160

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Val Ser Gly Phe Thr Phe Ser
20 25 30

<210> 161
<211> 30
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 161

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Ala Ser Ala Ser Gly Val Lys
20 25 30

<210> 162
<211> 30
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento FR1
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<400> 162

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Ser Phe Gly
20 25 30

<210> 163
<211> 29
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 163

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Ala Gly Ala
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Thr Ser Thr Arg Thr Asn
20 25

<210> 164
211> 5
<212> PRT
<213> Arificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 164

Asp Tyr Trp Met Tyr
1 5

<210> 165
<211> 5
<212> PRT
<213> Avtificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 165

Val Ser Trp Met Tyr
1 5

<210> 166
211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 166

Val Ser Trp Met Tyr
1 5



<210> 167
<211> 10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 167

Glu Pro Ser Gly Tyr Thr Tyr Thr lle Gly
1 5 10

<210> 168

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Elemento CDR1

<400> 168

Asp Tyr Ser Gly Tyr Thr Tyr Thr Val Gly
1 5 10

<210> 169
211> 10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 169

Asp Tyr Ser Gly Tyr Thr Tyr Thr Val Gly
1 5 10

<210> 170
<211> 8
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 170

Ala His Ser Val Tyr Thr Met Gly
1 5

<210> 171
<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 171



Gly Tyr Tyr Met Gly
1 5

<210> 172
<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 172

Asn Tyr Tyr Met Gly
1 5

<210> 173
<211> 5
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 173

Ser His Val Ala Ala
1 5

<210> 174
<211> 5
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 174

Ala Tyr Ala Thr Gly
1 5

<210> 175
211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 175

Thr Asn Asp Val Gly
1 5

<210> 176
211> 5
<212> PRT
<213> Adificial

<220>
<223> Elemento CDR1



<400> 176

Thr Thr Ser Met Thr
1 5

<210> 177
<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 177

Ser Val Ala Met Gly
1 5

<210> 178
211> 5
<212> PRT
<213> Arificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 178

Asp Ser Ala Met Gly
1 5

<210> 179
<211> 5
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 179

Thr Tyr Ala Met Gly
1 5

<210> 180
<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 180

Thr Tyr Ala Met Ser
1 5

<210> 181
<211> 5
<212> PRT
<213> Aificial

el



<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 181

Ala Tyr Ala Thr Gly
1 5

<210> 182
<211> 5
<212> PRT
<213> ' Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 182

lle Val Met Leu Gly
1 5

<210> 183
<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 183

Ser Tyr Asp Met Gly
1 5

<210> 184
211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 184

Thr Tyr Asp Met Ser
1 5

<210> 185
<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 185

Arg Tyr Asn Met Ala
1 5

<210> 186



<211> 7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 186

Phe Ser Ala Tyr Ser Met Thr
1 5

<210> 187
C<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 187

Lys Asn Ala Met Gly
1 5

<210> 188
211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 188

Ala Ser Ser Met Ala
1 5

<210> 189
<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 189

Ser Tyr Ala Met Gly
1 5

<210> 190
211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 190



Ala Thr Ser Met Thr
1 5

<210> 191
<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 191
Asn Tyr Asp Val Gly
1 5

<210> 192
21> 7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 192

Phe Ser Ala Tyr Ser Met Thr
1 5

<210> 193
211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 193

Thr Ala Asp Met Gly
1 5

<210> 194
211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

 <400> 194

Thr Thr Ser Met Thr
1 5

<210> 195
<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1



<400> 195

Val Asn Asp Met Gly
1 )

<210> 196
<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 196

Ser Val Ala Met Gly
1 5

<210> 197
211> 6
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 197

Asp Arg Phe Asn Met Ala
1 5
<210> 198

<211> 14

<212> PRT

<213> Atificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 198

Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser
1 5 10

<210> 199
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR2
<400> 199

Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser
1 5 10

<210> 200
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR2



<400> 200

Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser
1 5 10

<210> 201
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 201

Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val Ala
1 5 10

<210> 202
<211> 14
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 202

Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val Ala
1 5 10

<210> 203
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 203

Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val Ala
1 5 10

<210> 204
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 204

Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val Ala
1 ) 10

<210> 205
<211> 14
<212> PRT

6L



<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 205

Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys Glu Arg GIn Leu Leu Ala
1 5 10

<210> 206
<211> 14
<212> PRT
<213> Aificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 206

Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Leu Leu Gly
1 _ 5 10

<210> 207

<211> 14

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Elemento FR2

<400> 207

Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Arg Glu Arg Glu Phe Val Ala
1 5 10

<210> 208
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 208

Trp Phe Arg Arg Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val Ala
1 5 10

<210> 209
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 209

Trp Tyr Arg Arg Ala Pro Gly Lys GIn Arg Glu Leu Val Ala
1 5 10

<210> 210



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

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 210

Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Phe Glu Glu Trp Val Ser
1 5 10

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

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 211

Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gin Arg Glu Phe Leu Ala
1 5 10

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

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 212

Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val Ala
1 5 10

<210> 213
<211> 14
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 213

Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val Ala
1 5 10

<210> 214
<211> 14
<212> PRT
<213> Adtificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 214



Trp Phe Arg Arg Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val Ala
1 5 10

<210> 215
<211> 14
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 215

Trp Phe Arg Arg Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val Ala
1 5 10

<210> 216
<211> 14
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 216

Trp Tyr Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gln Arg Glu Trp Val Ala
1 5 10

<210> 217
<211> 14
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 217

Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Glu Gly Arg Glu Phe Val Ala
1 5 10

<210> 218
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 218

Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser
1 5 10

<210> 219
<211> 14
<212> PRT
<213> Adificial

<220>
<223> Elemento FR2



<400> 219

Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Leu Ala
1 5 10

<210> 220
<211> 14
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 220

Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Ala Glu Glu Trp Val Ser
1 5 10

<210> 221
211> 14
<212> PRT
<213> Arificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 221

Trp Phe Arg GIn Pro Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val Ala
1 5 10

<210> 222
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 222

Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Tyr Glu Glu Trp Val Ser
1 5 10

<210> 223
<211> 14
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 223

Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val Ala
1 5 10

<210> 224
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

yle



<220>
<223> Elemento FR2

<400> 224

Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Ala Glu Glu Trp Val Ser
1 5 10

<210> 225
<211> 14
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 225

Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Glu Gly Arg Glu lle Val Ala
1 5 10

<210> 226
<211> 14
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 226

Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Ala Glu Glu Phe Val Ser
1 5 10

<210> 227
211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 227

| Trp Phe Arg GIn Pro Pro Gly Lys Gly Arg Glu Phe Val Ala
1 5 10 .

<210> 228
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 228

Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Phe Glu Glu Trp Val Ser
1 5 10

<210> 229
<211> 14

LLY



<212> PRT
<213> Arificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 229

Trp Tyr Arg GIn Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Leu Val Ala
1 5 10

<210> 230
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 230

Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val Ala
1 5 10

<210> 231
<211> 14
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 231

Trp Phe His Gin Ala Pro Gly Lys Asp Arg Glu Phe Val Ser
1 5 10

<210> 232
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 232

Glu lle Asn Thr Asn Gly Leu lle Thr Lys Tyr Pro Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 233
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 233



Glu lle Asn Thr Asn Gly Leu lle Thr Lys Tyr Pro Asp Ser Val Lys
1 5 ' 10 15

Gly

<210> 234
211> 17
<212> PRT
<213> Attificial

<220> (
<223> Elemento CDR2

<400> 234

Glu lle Asn Thr Asn Gly Leu lie Thr Lys Tyr Vél Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 235
<211> 17
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 235

Arg lie Tyr Trp Ser Ser Gly Leu Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 236
<211> 17
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 236

Arg lle Tyr Trp Ser Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 237
<211> 17
<212> PRT
<213> Arificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 237

=



Arg lle Tyr Trp Ser Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

- <210> 238

<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDRZ

<400> 238

Arg lle Tyr Trp Ser Ser Ala Asn Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 239
<211> 17
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 239

Ser lle Ser Trp Arg Gly Asp Asn Thr Tyr Tyr Lys Glu Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 240

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 240

Asn lle Ser Trp Arg Gly Tyr Asn lle Tyr Tyr Lys Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 241
<211> 23
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 241
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Glu lle Arg Pro Ser Gly Asp Phe Gly Pro Glu Gly Glu Phe Glu His
1 5 10 15

Val Thr Ala Ser Leu Lys Gly
20

<210> 242
<211> 17
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 242

Gly lle GIn Trp Ser Gly Gly Asp Ala Phe Tyr Arg Asn Ser Val Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 243
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 243

Thr lle Thr Asp Asp Gly Thr Thr Asp Tyr Gly Asp Asp Val Lys Gly
1 5 10 15

<210> 244
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 244

Phe lle Asn Ser Asp Gly Ser Ser Thr Thr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 245
<211> 17
<212> PRT
<213> Arificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 245

Gly Val Gly Tyr Asp Gly Ser Ser lle Arg Tyr Ala Glu Ser Val Lys
1 5 10 15

63\



Gly

<210> 246
<211> 17
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 246

Thr lle Ser Trp Asn Gly Gly Ser Ser Ser Tyr Ala Asp Phe Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 247
211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 247

Ala lle Ser Trp Gly Gly Gly Ser lle Val Tyr Ala Glu Ser Ala Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 248

<<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 248

Ser lle Ser Trp Ser Gly Asp Thr Thr Tyr Tyr Ser Asn Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 249
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 249

Gly lle GIn Trp Ser Gly Gly Asp Ala Phe Tyr Arg Asn Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 250



<211> 16
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 250

Ser lie Thrlle Gly Ser Arg Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
1 5 10 15

<210> 251
<211> 17
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 251

Arg lle Ser Gly Ser Asp Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Arg Ala Lys
1 5 10 15

Asp

<210> 252
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 252

Gly lle Asp Ser Gly Gly Gly Ser Pro Met Tyr Val Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 253
211> 17
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 253

Arg Val Asp Val Ser Gly Gly Asn Thr Leu Tyr Gly Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Asp

<210> 254
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

655



<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 254

Phe lle Asn Ser Asp Gly Ser Ser Thr Thr Tyr Ala Asp Ser Val Asn
1 5 10 15

Gly

<210> 255
<211> 17
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR?2

<400> 255

Ser lle Lys Trp Asn Gly Asn Asn Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Arg
1 5 10 15

Gly

<210> 256
211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 256

Phe lle Asn Ser Asp Gly Ser Ser Thr Thr Tyr Ala Asp Ser Val Gin
1 5 10 15

Gly

<210> 257
<211> 17
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 257

Ala lie Ser Trp Ser Gly Thr lle Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 258
<211> 17
<212> PRT
<213> Arificial

<220>
<223> Elemento CDR2



<400> 258 .

Phe lle Asn Ser Asp Gly Ser Ser Thr Thr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 259
<211> 17
<212> PRT
<213> Arificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 259

Arg lle Ser Gly Ser Gly Asp Ser Thr Tyr Ser Ser Asn Arg Ala Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 260
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR?2

<400> 260

Phe lle Asn Ser Asp Gly Ser Ser Thr Thr Tyr Ala Asn Ser Val Asn
1 5 10 15

Gly

<210> 261
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 261

Arg lle Ser Gly lle Asp Gly Thr Thr Tyr Tyr Asp Glu Pro Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 262
211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 262

L3S



Phe lle Asn Ser Asp Gly Ser Ser Thr Thr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 263
<211> 16
<212> PRT
<213> Avrtificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 263

Thr lle Thr Asp Asp Gly Arg Thr Asn Tyr Glu Asp Phe Ala Lys Gly
1 5 10 15

<210> 264
<211> 17
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 264

Ala lle Gly Tyr Asp Gly Asn Ser lle Arg Tyr Gly Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 265
211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 265

Arg lle Asp Val Ala Gly Tyr Asn Thr Ala Tyr Gly Asp Phe Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 266
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 266

Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr Leu GIn
1 5 10 15



Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys Ala Arg
20 25 30

<210> 267
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 267

Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Thr Thr Leu Tyr Leu GIn
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys Ala Arg
20 25 30

<210> 268
<211> 32
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 268

Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr Leu GIn
1 5 10 15

Met Asp Ser Leu lie Pro Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys Ala Arg
20 25 30

<210> 269
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 269

Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp lle Ala Lys Asn Thr Val Asp Leu Leu
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala
20 25 30

<210> 270
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 270



Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp lle Ala Lys Asn Thr Val Asp Leu Leu
1 5 10 15

Met Asn Asn Leu Glu Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala
20 25 30

<210> 271
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 271

Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp lle Ala Lys Asn Thr Val Asp Leu Leu
1 5 10 15

Met Asn Asn Leu Glu Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala
20 25 30

<210> 272
<211> 32
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 272

Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Val Asp Leu Leu
1 5 10 15

Met Asn Cys Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala
20 25 30

<210> 273
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 273

Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ala Lys Asn Thr lle Tyr Leu Gin
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala
20 25 30

<210> 274
211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR3



<400> 274

Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ala Lys Asn Thr lle Tyr Leu Gin
1 5 10 15

Met Asn Arg Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala
20 25 30

<210> 275
<211> 32
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 275

Arg Phe Thr lle Ala Lys Asn Ser Val Asp Asn Thr Val Tyr Leu Gin
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala
20 25 30

<210> 276
<211> 31
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 276

Arg Phe Arg lle Thr Arg Asp Pro Asp Asn Thr Val Tyr Leu Gin Met
1 5 10 15

Asn Asp Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala lle Tyr Tyr Cys Ala Gin
20 25 30

<210> 277
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 277

Arg Phe Val lle Ser Arg Glu Gly Glu Met Val Tyr Leu Glu Met Asn
1 5 10 15

Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Asn lle
20 25 30

<210> 278
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>



<223> Elemento FR3
<400> 278

Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr Leu GIn
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys Gly Arg
20 25 30

<210> 279
<211> 32
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 279

Arg Phe Thr lle Ala Arg Gly Asn Arg Glu Ser Thr Val Phe Leu Gin
1 5 10 15

Met Glu Asn Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Thr Ala
20 25 30

<210> 280
211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 280

Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Val Tyr Leu GIn
1 5 10 15

Met Asn Gly Leu Thr Pro GIn Asp Thr Ala lle Tyr Tyr Cys Ala Gly
20 25 30

<210> 281
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR3

<220> )
<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS
<222> (11)..(11)

<223> residuo de aminoacido desconocido

<400> 281

Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Xaa Thr Met Tyr Leu GIn
1 5 10 15



Met Asp Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala
20 25 30

<210> 282
<211> 32
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 282

Arg Phe Thr Val Ser Arg Asp Asn Gly Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Arg
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Val
20 25 30

<210> 283
211> 31
<212> PRT
<213> Arificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 283

Arg Phe Arg lle Thr Arg Asp Pro Asp Asn Thr Val Tyr Leu GIn Met
1 5 10 15

Asn Asp Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala lie Tyr Tyr Cys Ala Gin
20 25 30

<210> 284
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 284

Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Val Tyr Leu Gln
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Asn Ala
20 25 30

<210> 285
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 285

£4)



Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Thr Lys Asn Met Val Tyr Leu GIn
1 : 5 10 15

Met Asp Arg Leu Lys Pro Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Arg Val
20 25 30

<210> 286
<211> 32
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 286

Arg Phe Thr Val Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr Leu GIn
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Lys
20 25 30

<210> 287
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 287

Arg Phe Thr Val Ser Arg lle Asn Gly Lys Asn Ala Met Tyr Leu GIn
1 5 10 15

Met Asn Asn Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala lle Tyr Tyr Cys Ala Ala
20 25 30

<210> 288

<211> 32

<212> PRT

<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 288

Arg Phe Lys lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Lys Thr Leu Tyr Leu GIn
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Gly Pro Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys Gin Arg
20 25 30

<210> 289
<211> 35
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR3



<400> 289

Arg Phe Thr lle Ser Arg Gly Asn Ala Lys Asn Thr Glu Asn Thr Val
1 5 10 15

Ser Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Asp Tyr Tyr
20 25 30 -

Cys Ala Ala
35

<210> 290
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 290

Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gin
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys Gly Arg
20 25 30

<210> 291

<211> 32

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Elemento FR3

<400> 291

Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Gly Lys Asn Thr Val His Leu Gin
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr His Cys Ala Val
20 : 25 30

<210> 292
<211> 32
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 292

Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr Leu GIn
1 5 10 15

Met Asp Asp Leu GIn Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys Gly Arg
20 25 30

<210> 293
211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

b



<220>
<223> Elemento FR3

<400> 293

Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Val Tyr Leu GIn
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Lys Arg Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Arg Ala
20 25 30

<210> 294
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 294

Arg Phe Lys lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Lys Thr Leu Tyr Leu Gin
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Gly Pro Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys Gin Arg
20 25 30

<210> 295
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 295

Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Lys Ala GIn Asn Thr Val Tyr Leu GIn
1 5 10 15

Met Asp Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Arg Ser
20 25 30

<210> 296
<211> 32
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 296

Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gin
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys Gly Arg
20 25 30

<210> 297
<211> 32

o



<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 297

Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Val Tyr Leu GIn
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Leu Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Asn Ala
20 25 30

<210> 298
211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 298

Arg Phe Thr lte Ser Arg Asp Asn lle Lys Asn Thr Met Tyr Leu Glu
1 5 10 15

Met Glu Asn Leu Asn Ala Asp Asp Thr Ala Arg Tyr Leu Cys Ala Ala
20 25 30

<210> 299
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 299

Arg Phe Thr Val Ser Arg Asp Ser Ala Glu Asn Thr Val Val Leu GIn
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Gly Val Tyr Tyr Cys Ala Ala
20 25 30

<210> 300
<211> 6
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 300

Ser Pro Ser Gly Phe Asn
1. 5

<210> 301
<211> 6
- <212> PRT



<213> Arificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 301

Ser Pro Ser Gly Ser Phe
1 5

<210> 302
<211> 6
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 302

Ser Pro Ser Gly Ser Phe
1 5

<210> 303
<211> 15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 303

Arg Asp Gly lle Pro Thr Ser Arg Ser Val Gly Ser Tyr Asn Tyr
1 5 10 15

<210> 304
<211> 15
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 304

Arg Asp Gly lle Pro Thr Ser Arg Ser Val Glu Ser Tyr Asn Tyr
1 5 10 15

<210> 305
211> 15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 305

Arg Asp Gly lle Pro Thr Ser Arg Ser Val Glu Ser Tyr Asn Tyr
1 5 10 15

e



<210> 306
<211> 15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 306

Arg Asp Gly lle Pro Thr Ser Arg Ser Val Glu Ala Tyr Asn Tyr
1 5 10 15

<210> 307
<211> 14
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 307

Ser lle Leu Pro Leu Ser Asp Asp Pro Gly Trp Asn Thr Asn
1 5 10

<210> 308
<211> 14
<212> PRT
<213> Avrtificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 308

Ser lle Leu Pro Leu Ser Asp Asp Pro Gly Trp Asn Thr Tyr
1 5 10

<210> 309
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 309

Ala Pro Tyr Arg Gly Gly Arg Asp Tyr Arg Trp Glu Tyr Glu Tyr Glu
1 5 10 15

Tyr

<210> 310
<211> 16
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR3

(s



o

<400> 310

Lys Leu Ser Pro Tyr Tyr Asn Asp Phe Asp Ser Ser Asn Tyr Glu Tyr
1 5 10 15

<210> 311
<211> 13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 311

Asn Arg Leu Arg Ser Thr Trp Gly lle Arg Tyr Asp Val
1 5 10

<210> 312
<211> 6
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 312

Arg Gly Tyr Gly Arg Asp
1 5

<210> 313
211> 12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 313

Glu Pro lle Gly Ala Tyr Glu Gly Leu Trp Thr Tyr
1 5 10

<210> 314
<211> 15
<212> PRT
<213> Artificial

- <220>

<223> Elemento CDR3
<400> 314

Ser Tyr Ser Asn Gly Asn Pro His Arg Phe Ser GIn Tyr GIn Tyr
1 5 10 15

<210> 315
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial



<220>
<223> Elemento COR3

<400> 315

Ala Asn Asn lle Ala Thr Leu Arg Gin Gly Ser
1 5 10

<210> 316
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 316

Val GIn Val lle Asp Pro Ser Trp Ser Gly Val Asn Leu Asp Asp Tyr
1 5 10 15

Asp Tyr

<210> 317
<211> 16
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 317

Lys Leu Ser Pro Tyr Tyr Asn Asp Phe Asp Ser Ser Asn Tyr Glu Tyr
1 5 10 15

<210> 318
<211> 7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 318

Val Pro Pro Arg Asp Asp Tyr
1 5

<210> 319
<211> 12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 319

Pro Arg Tyr Glu Asn Gin Trp Ser Ser Tyr Asp Tyr
1 5 10

LR



<210> 320
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

+<400> 320

Phe Ser Thr Gly Ala Asp Gly Gly Ser Trp Tyr Trp Ser Tyr Gly Met
1 5 10 15

Asp Ser

<210> 321
<211> 12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 321

Gly Gly Trp Gly Thr Thr GIn Tyr Asp Tyr Asp Tyr
1 5 10

<210> 322
<211> 6
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 322

Arg Gly Tyr Ala Leu Asp
1 5
<210> 323

211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 323

Asp Ser Ser His Tyr Ser Tyr Val Tyr Ser Lys Ala Tyr Glu Tyr Asp
1 5 10 15

Tyr-

<210> 324
<211> 6
<212> PRT
<213> Arificial

<220>



<223> Elemento CDR3
<400> 324

Arg Gly Tyr Gly Arg Asp
1 5
<210> 325

<211> 18

<212> PRT

<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 325

Val Gin Pro Tyr Ser Gly Gly Asp Tyr Tyr Thr Gly Val Glu Glu Tyr
1 5 10 15

Asp Tyr
<210> 326
<211> 6
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 326

Arg Gly Tyr Gly Arg Asp
1 5
<210> 327

<211> 12

<212> PRT

<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 327

Ala Arg Tyr Asn Gly Thr Trp Ser Ser Asn Asp Tyr
1 5 10

<210> 328
<211> 6
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento COR3

<400> 328

Arg Gly Tyr Ala Leu Asp
1 5

<210> 329



<211> 12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 329

Pro Arg Tyr Ala Asp GIn Trp Ser Ala Tyr Asp Tyr
1 5 10

<210> 330
<211> 6
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 330

Arg Gly Tyr Gly Arg Asp
1 5

<210> 331
<211> 10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 331

Arg Thr Tyr Trp Ala His Leu Pro Thr Tyr
1 5 ' 10

<210> 332
<211> 12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 332

Glu Pro Leu Ala Arg Tyr Glu Gly Leu Trp Thr Tyr
1 5 10

<210> 333
<211> 12
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 333



Gly Gly Trp Gly lle Ser GIn Ser Asp Tyr Asp Leu
1 5 10

<210> 334
<211> 11
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 334

Arg Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 335
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 335

Arg Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10
<210> 336

<211> 11

<212> PRT

<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 336

Arg Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 337
<211> 11
<212> PRT
<213> Arificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 337

Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 338
<211> 11
<212> PRT
<213> Arificial

<220>
<223> Elemento FR4



<400> 338

Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 339
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 339

Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 340
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 340

Trp Gly GIn Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 341
<211> 11
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 341

Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 342
<211> 11
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 342

Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 343
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

&5



<220>
<223> Elemento FR4

<400> 343

Trp Gly GIn Gly Thr Gin Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 344
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 344

Trp Gly GIn Gly Thr Gin Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 345
<211> 11
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 345

Trp Gly Gin Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 346
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 346

Arg Ser Lys Gly lle GIn Val Thr Val Ala Ser
1 5 10

<210> 347
<211> 1
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 347

Trp Gly Gin Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 348
<211> 11



<212> PRT
<213> Artificial

<220> .
<223> Elemento FR4

<400> 348

Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 349
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 349

Trp Gly GIn Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 350
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 350

Leu Gly Ser Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 351
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 351

Trp Gly GIn Gly Thr Gin Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 352
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 352

Trp Gly GIn Gly Thr Gin Val Thr Val Ser Ser
1 5 10



4\

<210> 353
<211> 11
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 353

Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 354
<211> 11
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 354

Trp Gly Lys Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 355
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 355

Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 356
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

_ <223> Elemento FR4

<400> 356

Arg Gly GlIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 357
<211> 11
<212> PRT
<213> Arfificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 357



Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 358
<211> 11
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 358

Arg Ser GIn Gly lle GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 359
211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR4

<220>

<221> CARACTERISTICAS_MISCELANEAS

<222> (3).(3)
<223> Residuo de aminoacido desconocido

<400> 359

Trp Gly Xaa Gly Thr Gin Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 360
211> 11
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 360

Arg Ser Arg Gly lie GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 361
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 361

Trp Gly GIn Gly Thr Gin Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

J——



<210> 362
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 362

Arg Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 363
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 363

Trp Gly GIn Gly Thr Gin Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 364
<211> 11
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 364

Arg Ser Lys Gly lle GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 365

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Elemento FR4

<400> 365

Trp Gly GIn Gly Thr Gin Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 366
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 366



Trp Gly GIn Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 367
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 367

Trp Gly GIn Gly Thr Gin Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 368
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 368

Ala Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Gly Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ala Cys Ala Ala Ser Glu Arg lle Phe Asp
20 25 30

<210> 369
<211> 30
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 369

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Glu Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ala Cys Ala Ala Ser Glu Arg lie Trp Asp
20 25 30

<210> 370
<211> 30
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 370

Ala Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Asn
1 5 10 15



Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg
20 25 30

<210> 371
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 371

Ala Val GIn Leu Val Asp Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ser Phe Gly
20 25 30

<210> 372
<211> 30
<212> PRT
<213> Aftificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 372

Ala Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Thr Cys Thr Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg
20 25 30

<210> 373
<211> 30
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 373

GIn Val Gin Leu Ala Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15 -

Ser Leu Arg Leu Thr Cys Thr Ala Ser Gly Phe Thr Phe Gly
20 25 30

<210> 374
<211> 30
<212> PRT
<213> Avrtificial

<220>
<223> Elemento FR1

<400> 374

SN



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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
20 25 30

<210> 375
<211> 5
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 375

Leu Asn Leu Met Gly
1 5

<210> 376
211> 5
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 376

lle Asn Léu Leu Gly
1 5

<210> 377
<211> 5
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 377

Ser Phe Gly Met Ser
1 5

<210> 378
<211> 5
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 378

Ser Phe Gly Met Ser
1 5

<210> 379
<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial



<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 379

Ser Phe Gly Met Ser
1 5

<210> 380
<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 380

Ser Phe Gly Met Ser
1 5

<210> 381
<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR1

<400> 381

Asn Tyr Trp Met Tyr
1 5

<210> 382
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

- <220>
<223> Elemento FR2

<400> 382

Trp Tyr Arg GIn Gly Pro Gly Asn Glu Arg Glu Leu Val Ala
1 5 10

<210> 383
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 383

Trp Tyr Arg GIn Gly Pro Gly Asn Glu Arg Glu Leu Val Ala
1 5 10

<210> 384
<211> 14

R



<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 384

Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Glu Pro Glu Trp Val Ser
1 5 10

<210> 385
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 385

Trp Val Arg Gin Tyr Pro Gly Lys Glu Pro Glu Trp Val Ser
1 5 10

<210> 386
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 386

Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Asp Gin Glu Trp Val Ser
1 5 10

<210> 387
<211> 14
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 387

Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Glu Gly Leu Glu Trp Val Ser
1 5 10

<210> 388
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR2

<400> 388

Trp Val Arg Val Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Arg lle Ser
1 5 10

et



<210> 389
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 389

Thr Cys lle Thr Val Gly Asp Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 390
<211> 16
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 390

Thrlle Thr Val Gly Asp Ser Thr Ser Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
1 5 10 15

<210> 391
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 391

Ser lle Ser Gly Ser Gly Ser Asp Thr Leu Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 392
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 392

Ser lle Asn Gly Arg Gly Asp Asp Thr Arg Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 393
<211> 17

4eS



<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 393

Ala lle Ser Ala Asp Ser Ser Thr Lys Asn Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 394
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 394

Ala lle Ser Ala Asp Ser Ser Asp Lys Arg Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 395
<211> 18
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento CDR2

<400> 395

Arg Asp lle Ser Thr Gly Gly Gly Tyr Ser Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
1 5 10 15

Lys Gly

<210> 396
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 396

Arg Phe Thr lle Ser Met Asp Tyr Thr Lys GIn Thr Val Tyr Leu His
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Gly Leu Tyr Tyr Cys Lys lle
20 25 30

<210> 397
<211> 32
<212> PRT



<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 397

Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Tyr Asp Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gin
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Gly Leu Tyr Tyr Cys Lys lie
20 25 30

<210> 398
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 398

Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Thr Thr Leu Tyr Leu GIn
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Thr lle
20 25 30

<210> 399
<211> 32
<212> PRT
<213> Aificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 399

Arg Phe Ser lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr Leu GIn
1 5 10 o 15

Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Glu Tyr Tyr Cys Thr lle
20 25 30

<210> 400
<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 400

Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Lys Met Leu Tyr Leu Glu
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Val lle
20 25 30

<210> 401

T



<211> 32
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 401

Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Lys Met Leu Tyr Leu Glu
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Val lie
20 25 30

<210> 402
<211> 32
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento FR3

<400> 402

Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr Leu GIn
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys Ala Lys
20 25 30

<210> 403
<211> 8
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 403

Arg Arg Thr Trp His Ser Glu Leu
1 5

<210> 404
<211> 8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 404

Arg.Arg Thr Trp His Ser Glu Leu
1 5

<210> 405
<211> 6
<212> PRT
<213> Artificial
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<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 405

Gly Gly Ser Leu Ser Arg
1 5

<210> 406
21> 7
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 406

Gly Arg Ser Val Ser Arg Ser
1 5

<210> 407
<211> 5
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 407

Gly Arg Gly Ser Pro
1 5

<210> 408
<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 408

Gly Arg Gly Ser Pro
1 5

<210> 409
<211> 13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 409

Asp Arg Glu Ala GIn Val Asp Thr Leu Asp Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 410
<211> 11



<212> PRT
<213> Aificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 410

Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 411
<211> 11
<212> PRT
<213> Aificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 411

Trp Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 412
<211> 11
<212> PRT .
<213> Attificial

<220> ,
<223> Elemento FR4

<400> 412

Ser Ser GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 413
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 413

Arg Thr Gln Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 414
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 414

Ser Ser Pro Gly Thr Gin Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

0



<210> 415
<211> 11
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 415

Ala Ser GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 416
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento FR4

<400> 416

Arg Gly GIn Gly Thr GIn Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 417
<211> 363
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 417

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

Trp Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Glu lle Asn Thr Asn Gly Leu lle Thr Lys Tyr Pro Asp Ser Val
50 - 5% 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Ser Pro Ser Gly Phe Asn Arg Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110

Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Glu Val GIn Leu
115 120 125

Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Asn Ser Leu Arg Leu
130 135 140



Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe Gly Met Ser Trp
145 150 155 160

Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Ser lle Ser
165 170 175

Gly Ser Gly Ser Asp Thr Leu Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe
180 185 190

Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Thr Thr Leu Tyr Leu GIn Met Asn
195 200 205

Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Thr lle Gly Gly
210 215 220

Ser Leu Ser Arg Ser Ser GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly
225 230 235 240

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly
245 250 255

Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
260 265 270

Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Trp Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala
275 280 285

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Glu lle Asn Thr Asn Gly Leu
290 295 300

lle Thr Lys Tyr Pro Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg
305 310 315 320

Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Pro
325 330 335

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Pro Ser Gly Phe Asn
340 345 350

Arg Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
355 360

<210> 418
<211> 379
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 418

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Ser Leu Ser Asn Tyr
20 25 30

Tyr Met Gly Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Arg Glu Leu Leu
35 40 . 45

s



Gly Asn lle Ser Trp Arg Gly Tyr Asn lle Tyr Tyr Lys Asp SerVal
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr lle Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Ala Ser lle Leu Pro Leu Ser Asp Asp Pro Gly Trp Asn Thr Tyr
100 105 110

Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser
115 120 125

Gly Gly Gly Ser Glu Val GIn Leu Val Giu Ser Gly Gly Gly Leu Val
130 135 - 140

Gin Pro Gly Asn Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr
145 150 155 160

Phe Ser Ser Phe Gly Met Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly
165 - 170 175

Leu Glu Trp Val Ser Ser lle Ser Gly Ser Gly Ser Asp Thr Leu Tyr
180 185 190

Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys
195 200 205

Thr Thr Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Ala
210 215 220

Val Tyr Tyr Cys Thr lle Gly Gly Ser Leu Ser Arg Ser Ser GIn Gly
225 230 235 240

Thr Leu Vat Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser
245 250 255

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
260 265 270

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Ser Leu Ser Asn Tyr
275 280 285

Tyr Met Gly Trp Phe Arg GIn Ala Pro Gly 'Lys Gly Arg Glu Leu Leu
290 295 300

Gly Asn lle Ser Trp Arg Gly Tyr Asn lle Tyr Tyr Lys Asp Ser Val
305 310 315 320

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr lie Tyr
325 330 335

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
' 340 : 345 350

Ala Ala Ser lie Leu Pro Leu Ser Asp Asp Pro Gly Trp Asn Thr Tyr
355 360 365

s



Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
370 375

<210> 419
<211> 260
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 419

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr

20 25 30
Trp Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Glu lle Asn Thr Asn Gly Leu lle Thr Lys Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Ser Pro Ser Gly Phe Asn Arg Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110

Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
115 120 125

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
130 135 140

Ser Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly
145 150 155 160

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp
165 170 175

Tyr Trp Met Tyr Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
180 185 190

Val Ser Glu lle Asn Thr Asn Gly Leu lie Thr Lys Tyr Pro Asp Ser
195 200 205

Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu
210 215 220

Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr

225 230 235 240

Cys Ala Arg Ser Pro Ser Gly Phe Asn Arg Gly GIn Gly Thr Leu Val
245 250 255

oM



Thr Val Ser Cys
260

<210> 420
<211> 264
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> constructo de nanocuerpo

<400> 420

Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

Trp Met Tyr Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Glu lle Asn Thr Asn Gly Leu lle Thr Lys Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Ser Pro Ser Gly Phe Asn Arg Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110

Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
115 120 125

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
130 135 140

Ser Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly
145 150 155 160

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp
165 170 175

Tyr Trp Met Tyr Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
180 185 190

Val Ser Glu lle Asn Thr Ash Gly Leu lle Thr Lys Tyr Pro Asp Ser
195 200 205

Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu
210 215 220

Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
225 230 235 240

Cys Ala Arg Ser Pro Ser Gly Phe Asn Arg Gly Gin Gly Thr Leu Val
245 250 255

6T



Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Cys
260

<210> 421
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleétido

<400> 421
ggataacaat ttcacacagg 20

<210> 422
<211> 55
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleotido

<400> 422
tcagtaacct ggatccgeca cegetgecte caccgectga ggagacggtg accag 55

<210> 423
<211> 39
<212> DNA
<213> Aificial

<220>
<223> cebador de ofigonucledtido

<400> 423
aggttactga ggatccgagg tgcagetggt ggagtetgg 39

<210> 424
<211> 46
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleétido

<400> 424
tcagtaacct tccggaaccg ccaccgectg aggagacggt gacaag 46

<210> 425
<211> 48
<212> DNA
<213> Arificial

<220>
<223> cebador de oligonucleétido

<400> 425
aggttactga tccggaggeg gtagegaggt gcagetgatg gagtetgg 48

<210> 426
<211> 19
<212> DNA
<213> Artificial

670



At

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 426
cacgacgttg taaaacgac 19

<210> 427
<211> 43
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 427
atggtggtgt gcggecgcct attatgagga gacggtgace agg 43

<210> 428
<211> 45
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleotido

<400> 428
aggggtatcet ctcgagaaaa gagaggtgca getggtggag tetgg 45

<210> 429
<211> 56
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonuclettido

<400> 429
gctaaagaag aaggggtate tctcgagaaa agagaggtge agetggtgga gtetgg 56

<210> 430
<211> 88
<212> DNA
<213> Atificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 430 .
tcagtaacct ggateceeeg ccaccgetge ctecaccgee getacceeeg cecacegetge 60

ctccaccgec tgaggagacg gtgacaag 88

<210> 431
<211> 69
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleétido

<400> 431
aggttactga ggatceggeg gtggaggcag cggtggeggg ggtagegagg tgcagetggt 60



ggagtctgg 69

<210> 432
<211> 41
<212> DNA
<213> Atificial

<220>
<223> cebador de oligonucleétido

<400> 432
atggtggtgt gaattcttat tagcaggaga cggtgacaag g

<210> 433
<211> 53
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 433

41

atggtggtat gaattcttat tagcaaccte cacctgagga gacggtgaca agg 53

<210> 434
211> 21
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleétido

<400> 434
gactggttcc aattgacaag ¢

<210> 435
<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de oligonucledtido

<400> 435
gcaaatggca ftctgacatc ¢

<210> 436
211> 13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Elemento CDR3

<400> 436

lle Leu Pro Leu Ser Asp Asp Pro Gly Trp Asn Thr Tyr

1 9 10

<210> 437
<211> 4
<212> PRT

21

21
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<213> Artificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 437

Lys Glu Arg Glu
1

<210> 438
211> 4
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 438

Lys GIn Arg Glu
1

<210> 439
<211> 4
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 439

Gly Leu Glu Trp
1

<210> 440
<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 440

Lys Glu Arg Glu Leu
1 5

<210> 441

211> 5

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> elemento de nanocuerpo

<400> 441

Lys Glu Arg Glu Phe
1 5
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<210> 442
<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 442

Lys GIn Arg Glu Leu
1 5

<210> 443
211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 443

Lys GIn Arg Glu Phe
1 5

<210> 444
<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 444

Lys Glu Arg Glu Gly
1 5

<210> 445
211> 4
<212> PRT
<213> Attificial

<220>

<223> elemento de nanocuerpo

<400> 445

Thr Glu Arg Glu
1

<210> 446
<211> 5
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 446
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Thr Glu Arg Glu Leu
1 5

<210> 447
<211> 4.
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 447

Lys Glu Cys Glu
1

<210> 448
<211> 5
<212> PRT
<213> Avrtificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 448

Lys Glu Cys Glu Leu
1 5

<210> 449
211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 449

Lys Glu Cys Glu Arg
1 5

<210> 450
<211> 4
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 450

Arg Glu Arg Glu
1

<210> 451
<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo
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<400> 451

Arg Glu Arg Glu Gly
1 5

<210> 452
<211> 4
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 452

Gln Glu Arg Glu
1

<210> 453
<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 453

Gln Glu Arg Glu Gly
1 5

<210> 454
<211> 4
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 454
Lys Gly Arg Glu
1

<210> 455
<211> 5
<212> PRT
<213> Attificial

<220>

<223> elemento de nanocuerpo-

<400> 455

Lys Gly Arg Glu Gly
1 5

<210> 456
211> 4
<212> PRT
<213> Artificial



<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 456

Lys Asp Arg Glu
1

<210> 457
<211> 5
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 457

Lys Asp Arg Glu Val
1 5
<210> 458

<211> 5

<212> PRT

<213> Attificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 458

Asp Glu Cys Lys Leu
1 5

<210> 459
<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 459

Asn Val Cys Glu Leu
1 5

<210> 460
<211> 4
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 460

Gly Val Glu Trp
1

<210> 461
<211> 4
<212> PRT
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<213> Attificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 461

Glu Pro Glu Trp
1

<210> 462
<211> 4
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 462

Gly Leu Glu Arg
1

<210> 463
<211> 4
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 463

Asp GIn Glu Trp
1

<210> 464
<211> 4
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 464

Asp Leu Glu Trp
1

<210> 465
<211> 4
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 465

Gly lle Glu Trp
1



<210> 466
<211> 4
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 466

Glu Leu Glu Trp
1

<210> 467
<211> 4
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 467

Gly Pro Glu Trp
1

<210> 468
<211> 4
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 468

Glu Trp Leu Pro
%

<210> 469
<211> 4
<212> PRT
<213> Aftificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 469

Gly Pro Glu Arg
1

<210> 470
<211> 4
<212> PRT
<213> Atificial

<220>
<223> elemento de nanocuerpo

<400> 470



Gly Leu Glu Arg
1

<210> 471
<211> 4
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> espaciador

<400> 471

Gly Gly Gly Cys
1 _

<210> 472
<211> 109
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> constructo de inmunoglobulina

<400> 472 .

Glu Val Gin Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 _ 25 30

Ser Met Asn Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Tyr lle Ser Ser Ser Ser Ser Thr lle Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Asp Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
100 105

<210> 473
<211> 109
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> constructo de inmunoglobulina

<400> 473

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30



Trp Met His Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Val Trp Val
35 40 45

Ser Arg lle Asn Ser Asp Gly Ser Ser Thr Ser Tyr Ala Asp Ser Val

50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 - 80
Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
100 105
<210> 474
<211> 109
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> constructo de inmunoglobulina

<400> 474

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Trp Met Ser Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Asn lle Lys GIn Asp Gly Ser Glu Lys Tyr Tyr Val Asp Ser Val

50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80
Leu GlIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
100 105
<210> 475
<211> 111
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> constructo de inmunoglobulina

<400> 475

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp His
20 25 30

497



Tyr Met Asp Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Gly Arg Thr Arg Asn Lys Ala Asn Ser Tyr Thr Thr Glu Tyr Ala Ala
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser
65 70 75 80

Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Tyr Cys Ala Arg Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
100 v 105 110

<210> 476
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> enlazador

<400> 476

Ala Ala Ala Glu GIn Lys Leu lle Ser Glu Glu Asp Leu Asn Gly Ala
1 5 10 15

Ala
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