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DESCRIPCION
Proteinas y péptidos modificados

La presente invencion se refiere a proteinas y péptidos modificados que tienen una capacidad reducida para unirse a
anticuerpos preexistentes. Dichas moléculas de proteina/péptido modificadas comprende extensiones en el extremo
C terminal. Dichas moléculas modificadas (incluidas fusiones y conjugados de las mismas) comprenden moléculas
de unién a antigeno, que son dominios variables Unicos de inmunoglobulina humana (anticuerpo). La invencion
también se refiere a usos, formulaciones, composiciones que comprenden tales moléculas modificadas extendidas
en su extremo C terminal.

Antecedentes de la invencion

En los seres humanos existen autoanticuerpos naturales que pueden unirse a proteinas, por ejemplo, a
inmunoglobulinas o fragmentos de inmunoglobulinas huéspedes, por ejemplo el factor reumatoide (que se unen a
epitopos en la region Fc de anticuerpos), autoanticuerpos antiidiotipo (que se unen a regiones variables/CDR de
anticuerpos) y autoanticuerpos antibisagra (que se unen a la regién bisagra del dominio constante de Ig en
fragmentos Fab).

Estos autoanticuerpos pueden ser parte de un repertorio policlonal de autoanticuerpos antiinmunoglobulina (Ig) con
especificidad hacia epitopos a lo largo de la molécula de Ig que estan presentes tanto en seres humanos como en
primates no humanos. Ademas de los autoanticuerpos anti-IgG que se unen a epitopos dentro del dominio Fc intacto
(es decir, los factores reumatoides (FR)), se ha observado también la presencia de autoanticuerpos anti-idiotipicos
que se unen a regiones CDR variables de IgG y de anticuerpos anti-bisagra que reaccionan con epitopos cripticos
en las regiones bisagra C terminales de fragmentos de Fab o F(‘Ab’),. El papel funcional de estos autoanticuerpos
anti-lgG diferentes permanece indeterminado. El factor reumatoide y los autoanticuerpos antibisagra se han
asociado con determinadas afecciones patologicas tales como autoinmunidad y determinadas infecciones, mientras
que los anticuerpos antiidiotipicos pueden conferir proteccion frente a autoanticuerpos en determinadas
enfermedades autoinmunitarias. Ademas, se ha propuesto un papel inmunorregulador para autoanticuerpos anti-lgG
en el que estos autoanticuerpos controlan la estimulacién de linfocitos B autorreactivos y regulan respuestas
inmunitarias a antigenos extrafnos. Los anticuerpos antibisagra son autoanticuerpos anti-lgG que reacciona con IgG
escindida pero no intacta. Su alta prevalencia en la poblacién humana normal implica una exposiciéon previa a
fragmentos de 1gG, posiblemente como resultado de la escision de IgG por proteasas bacterianas o endégenas.

Ademas de unirse a proteinas endogenas (presentes en sujetos sin tratamiento previo), los autoanticuerpos también
pueden unirse a proteinas o péptidos que se administran al sujeto para el tratamiento. Los anticuerpos preexistentes
que se unen a moléculas tales como proteinas y péptidos terapéuticos administrados a un sujeto pueden afectar a
su eficacia y podrian dar como resultado reacciones de administracion, hipersensibilidad, respuesta clinica alterada
en pacientes tratados asi como biodisponibilidad alterada manteniendo, eliminando o neutralizando la molécula. No
obstante, en algunos casos, la existencia de estos anticuerpos puede ser menos significativa durante el tratamiento
farmacoldgico que en otros casos.

Los autoanticuerpos y anticuerpos que se unen a proteinas terapéuticas de formacion reciente en respuesta al
tratamiento farmacoldgico (como administracion de una proteina o péptido terapéutico) se denominan
colectivamente anticuerpos antifarmaco (ADA). Cuando los ADA se describen a lo largo del presente documento nos
referimos a ADA preexistentes, a menos que se indique especificamente lo contrario.

Los anticuerpos de dominio VH y VL estan derivados de secuencias estructurales totalmente humanas y aunque las
predicciones in silico describen una incidencia marcadamente baja de péptidos potencialmente inmunogénicos, es
posible que estos anticuerpos de dominio puedan ser inmunogénicos en seres humanos, es decir, podrian producir
ADA y podrian unirse a ADA preexistentes dependiendo de factores dependientes de la secuencia e independientes
de la secuencia.

De forma similar, una serie de dAb Unicos derivados de cadena pesada de camélido (VHH) esta en investigacion
clinica y aunque no se ha informado de hipersensibilidad u otros acontecimientos adversos mediados
inmunitariamente, la unién a ADA preexistentes permanece siendo una posibilidad.

El documento WO 2008/149143 y el documento WO 2008/149148 describen ambos ciertos dAb de TNFR1 que
incluyen el disefiado Dom 1h-131-206 y también las propiedades y usos de tales dAb. Estos dAb tienen un extremo
C-terminal que no esta modificado y, por lo tanto, termina en la secuencia VTVSS.

Por lo tanto, podria ser ventajoso proporcionar moléculas para terapia que comprendan proteinas o péptidos, por
ejemplo moléculas de unién a antigeno que tengan una capacidad reducida para unirse a ADA preexistentes cuando
se administran a un sujeto, en particular a un sujeto humano)

Sumario de la invencién

Hemos demostrado, tal como se describe en el presente documento, que en sueros de algunos sujetos humanos
sanos sin tratamiento previo estan presentes autoanticuerpos anti-VH preexistentes que pueden unirse tanto a
anticuerpos de dominio VH como a moléculas VHH, asi como autoanticuerpos anti-VL (por ejemplo V kappa (VK))
que pueden unirse a moléculas VL. Los ADA preexistentes que se unen a dAb VH son similares a anticuerpos
antibisagra en que se unen a fragmentos de IgG pero no a esas mismas secuencias encontradas in situ en IgG
intacta.

Se desarrollé un inmunoensayo especifico tal como se describe en el presente documento y se validé para detectar

anticuerpos antifarmaco al dAb VH DOM1H-131-206 (secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 1) en seres
humanos. Se analizé un panel de muestras de suero de 60 donantes humanos sanos para determinar la reactividad
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de fondo en el ensayo. Se determind que aproximadamente el 45 % de las muestras de suero de estos sujetos tenia
anticuerpos detectables que eran capaces de unirse a DOM1H-131-206. Esta reactividad parece especifica para un
epitopo, o epitopos, neo dentro de la secuencia estructural de dAb VH, ya que la respuesta tuvo reactividad cruzada
con los marcos estructurales de VH de dAb que se unen a diversos antigenos diana, pero no con IgG totalmente
humana. También se observd ADA preexistente a dAb VL en muestras de suero de donantes humanos sanos pero
en una medida mas baja que VH.

Tomando un enfoque de mutagénesis determinamos si las modificaciones en el marco estructural VH podrian
reducir la uniéon de estos ADA preexistentes. Usando este enfoque cartografiamos un epitopo al extremo C terminal
del marco estructural de dAb VH y ejemplificamos una serie de enfoques que pueden usarse para reducir o eliminar
la unién de los anticuerpos preexistentes a moléculas VL, VH y VHH. En particular, hemos demostrado que las
modificaciones que alteran la conformacion tridimensional del extremo C terminal de dAb, en particular el resto
serina C terminal (es decir, en la posicion de Kabat 113) en dAb VH y VHH son importantes. Ademas, la
conformacioén tridimensional del extremo C terminal de dAb puede alterarse mediante la adicion de restos de
aminoacidos adicionales (extension C terminal) y/o sustituyendo los restos de aminoacidos presentes en una o
varias de las posiciones 14, 41, 108, 110 y 112 en dAb VH.

La presente invencién proporciona, por lo tanto, moléculas modificadas que tienen capacidad reducida para unirse a
ADA (preexistentes) en comparacion con la molécula no modificada y que son adecuados para su administracion a
un sujeto, por ejemplo un sujeto humano, para terapia o prevencion. Por capacidad reducida para unirse se pretende
decir que la molécula se une con afinidad reducida o avidez reducida a un ADA preexistente.

Adicionalmente, las moléculas modificadas descritas en el presente documento y las composiciones farmacéuticas
que comprenden estas moléculas modificadas pueden tener un perfil de seguridad potenciado y menos efectos
secundarios que las moléculas no modificadas, por ejemplo dAb no modificados, que no comprenden una extension,
adicién, delecion o etiqueta C terminal y/u otras modificaciones estructurales, para reducir la union a ADA
preexistente. De forma similar, la administracion de las moléculas modificadas descrita en el presentes documento o
de composiciones farmacéuticas que comprenden estas moléculas modificadas (que tienen capacidad reducida para
unirse a ADA preexistente) puede causar una inmunogenicidad modificada y dar como resultado, también, una
eficacia mejorada y un perfil de seguridad mejorado y, por ejemplo, puede usarse ventajosamente para repetir la
dosificacion a pacientes que podrian desarrollar autoanticuerpos frente a las moléculas no modificadas, por ejemplo
dAb.

Por lo tanto, en un primer aspecto de la invencién se proporciona:

un dominio variable de inmunoglobulina unico (dAb) que se une a TNFR1 y que se selecciona de cualquiera de las
siguientes secuencias de aminoacidos: (a) DOM1h-131-206 caracterizada por la SEQ ID NO:16; y (b) una secuencia
de aminoacidos que es el 98 %, el 99 % o el 99,5 % idémtica a la secuencia DOM1h-131-206 mostrada en la SEQ
ID NO: 1y a la que se le ha afiadido una extensiéon de una Unica alanina en el extremo C-terminal y que tiene una
union de ADA reducida en comparacién con la SEQ ID NO: 1 no modificada.

En un aspecto de la divulgacion, la extension C terminal puede ser una extension de 1-15 aminoacidos, por ejemplo
de 1 a 8 aminoacidos o 1, 1-2, 1-3, 1-4, 1-5, 1-6, 1-7 aminoacidos. En particular, una extension de 1 a 8
aminoacidos, o 1, 1-2, 1-3, 1-4, 1-5, 1-6, 1-7 aminoacidos que comprende un resto de alanina, por ejemplo una
extension de solo una alanina, o una extension de AS, AST, ASTK, ASTKG, ASTKGP. En particular se proporciona
un extension de 1-5 aminoacidos o una extension de 1-4 aminoacidos. El dominio variables de inmunoglobulina
Unico modificado también puede comprender una delecion de aminoacidos. El dominio variable de inmunoglobulina
unico (dAb) puede estar seleccionado de un VH humano o dAb VL humano o un VHH de camélido. La extensién C
terminal puede estar presente como una fusion directa o un conjugado con el extremo C terminal del dAb.

En un aspecto, los dAb modificados para reducir la uniéon a ADA tal como se describe en el presente documento
tienen una KD de unién a ADA que es el 150 % o mas (por ejemplo, el 200 %, 250 %, 300 %, 350 %, 400 %, 450 %,
500 %, 550 %, 600 %, 650 % o mas) de la KD de un equivalente de una secuencia de dominio variable de
inmunoglobulina tnico (dAb) pero no modificada. La divulgacion también proporciona un dAb modificado tal como se
describe en el presente documento que tiene unién reducida a ADA y que tiene union reducida a ADA tal como se
determina usando un ensayo de confirmacién tal como se describe en el ejemplo 2 y en el que dicho dAb tiene un %
medio de inhibicion de la sefial que es menos del 90 %, por ejemplo menos del 80 %, por ejemplo menos del 70 %,
por ejemplo menos del 60 %, por ejemplo menos del 50 %, por ejemplo menos del 40 %, por ejemplo menos del 30
%, por ejemplo menos del 20 %, por ejemplo menos del 10 %, en comparacion con el dAb control que tiene
aproximadamente el 98 %-100 % de inhibicion del sefal, teniendo dicho dAb control (no modificado) la misma
secuencia o una similar pero no esta modificado para reducir la uniéon a ADA.

La presente invencion también proporciona un dominio variable de inmunoglobulina tinico (dAb) de la invencién para
su uso en terapia, por ejemplo, para su uso en la prevencion de efectos secundarios. EI dAb modificado tal como se
describe en el presente documento de tal modo que tiene una unién reducida a ADA es para su uso en un régimen
de tratamiento que implica dosificacion repetida.

La divulgacion proporciona un dominio variable de inmunoglobulina tnico (dAb) en el que la diana es TNFR1 y que
es un dAb seleccionado entre cualquiera de la secuencias de aminoacidos siguientes identificadas como: (a) dAb
DOM1h-131-206 con una extension de solo una alanina en el extremo C terminal (SEC ID N° 16) (b) dAb DOM1h-
131-206 con una extension de solo una alanina en el extremo C terminal y una mutacioén estructural P14A (SEC ID
N° 17) (c) dAb DOM1h-131-206 con una sustitucion estructural P14A (SEC ID N° 18) (d) dAb DOM1h-131-206 con
una extension ASTKG C terminal (SEC ID N° 19) (e) dAb DOM1h-131-206 con una extension ASTKG C terminal y
una mutacion estructural P14A (SEC ID N° 20). La divulgacion también proporciona un dAb (no modificado) que esta
seleccionado de una secuencia que es el 100 %, 99,5 %, 99 %, 98 %, 97 %, 96 %, 95 %, 90 %, 85 % o 80 %
idéntica a una cualquiera de las secuencias de aminoacidos identificadas como: DOM 1h-131-511 (SEC ID N° 2),
DOM 1h-131-202 (SEC ID N° 3) y que ademas comprende algunas, incluida por ejemplo cualquiera, de las
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modificaciones descritas en el presente documento que reducen la unién a ADA, por ejemplo una extension C
terminal de solo una alanina.

La divulgacién también proporciona una secuencia de VHH con una cualquiera de las modificaciones descritas en el
presente documento para reducir la uniéon a ADA, por ejemplo un VHH con una secuencia de aminoacidos que sea
el 100 %, 99,5 %, 99 %, 98 %, 97 %, 96 %, 95 %, 90 %, 85 % u 80 % idéntica a las secuencias de aminodacidos
identificada como SEC ID N° 7-9.

La invencion también proporciona acidos nucleicos que codifican los dAb de la invencion, por ejemplo el acido
nucleico que tiene la secuencia de la SEC ID N° 22 que codifica el JAB DOM1h-131-206 con una extensién de solo
una alanina en el extremo C terminal, un vector que comprende el acido nucleico (SEC ID N° 22) y proporciona
también una célula huésped, por ejemplo una célula huésped de E.coli, que expresa el acido nucleico (SEC ID N°
22), o un vector tal como el Pave011 (de Fujifilm Diosynth) que expresa SEC ID N° 22. También se proporciona
mediante la divulgacion un procedimiento de produccion del dAb DOM1h-131-206 con una extension de solo una
alanina en el extremo C terminal que comprende retener una célula huésped tal como E.coli que comprende un
vector tal como Pave011 (o acido nucleico) que codifica acidos nucleicos (SEC ID N° 22) en condiciones adecuadas
para la expresion del dAb extendido produciendo por lo tanto el polipéptido.

Los dAb de la invencion también pueden estar presentes como fusiones o conjugados con otras moléculas.

También se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden dAb segun cualquier aspecto o realizacion
de la invencién, por ejemplo en combinacién con vehiculo(s), excipiente(s) o diluyente(s) farmacéutica o
fisioldgicamente aceptable(s).

La invencion también proporciona usos de los dAb de la invencion para terapia o medicina y usos para tratar o
prevenir enfermedades o trastornos.

En un aspecto la invencién proporciona el uso del dAb DOM1h-131-206 con una extensién de alanina C terminal
(SEC ID N° 16) para su uso en terapia o medicina o como medicamento, por ejemplo para tratar o prevenir una
enfermedad o trastorno inflamatorio o una enfermedad o trastorno respiratorio o pulmonar tal como lesién pulmonar
aguda (LPA) y sindrome de insuficiencia respiratoria aguda (SIRA) y complicaciones de los mismos.

En otro aspecto la divulgacion proporciona formulaciones que comprenden los dAb de la invencén con union a ADA
reducida, por ejemplo formulaciones nebulizables para administracion pulmonar. También se proporcionan
dispositivos nebulizadores o inhaladores que comprenden los dAb de la invencion, por ejemplo uno cualquiera de los
dAb anti-TNFR1, por ejemplo aquellos con secuencias de aminoacidos que se muestran en la figura 8a-8e: SEC ID
N° 16-20, por ejemplo el dAb DOM1h-131-206 con una alanina en el extremo C terminal (SEC ID N° 16).

En otro aspecto la invencion proporciona el dAb DOM1h-131-206 con una extension de solo una alanina en el
extremo C (SEC ID N° 16), para tratar psoriasis.

Otro aspecto de la divulgacion es un procedimiento para tratar psoriasis en un ser humano que comprende las
etapas de a) identificar un ser humano con psoriasis; y b) administrar una cantidad terapéuticamente eficaz del dAb
DOM1h-131-206 modificado de cualquiera de las maneras descritas en el presente documento para reducir la union
a ADA, por ejemplo el dAb DOM1h-131-206 con una extension de solo una alanina en el extremo C (SEC ID N° 16)
a una placa psoriatica de un ser humano con psoriasis; con lo que se trata la psoriasis.

Otro aspecto de la divulgacion es un anticuerpo de dominio para su uso en el tratamiento de psoriasis y también un
régimen de dosificacion para usar un anticuerpo de dominio para su uso en el tratamiento de psoriasis. El anticuerpo
de dominio puede ser el dAb DOM1h-131-206 (SEC ID N° 1) no modificado o el dAb DOM1h-131-206 modificado de
cualquiera de las maneras descritas en el presente documento para reducir la uniéon a ADA, por ejemplo el dAb
DOM1h-131-206 con una extension de solo una alanina en el extremo C terminal (SEC ID N° 16).

En otro aspecto la divulgaciéon también proporciona un mAb tool (por ejemplo el mAb tool tal como se describe en el
ejemplo 19 y con la secuencia de aminoacidos dada en la figura 6: SEC ID N° 14 y 15). El mAb tool se generd
usando tecnologia de anticuerpos monoclonales de ratéon estandar, es decir, los ratones se inmunizaron con DOM
1H-131-206 (SEC ID N° 1), se recogieron bazos y se generaron lineas celulares de hibridoma, después los
hibridomas que expresan anticuerpos se clonaron y el anticuerpo resultante se aislé y se secuencié usando técnidas
estandar. EI mAb tool es uno que se une al marco estructural dAb VH y por lo tanto reduce la unién de los dAb VH a
ADA. Por lo tanto, el mAb tool parece que se une a un epitopo similar en el marco estructural VH al ADA anti-VH
humano. Por lo tanto, el mAb tool puede ser util, por ejemplo puede usarse para analizar dAb (VH, VHH)
modificados, y para determinar que modificaciones del dAb previenen o reducen la union del dAb al mAb tool. Las
modificaciones de los dAb VH que previenen la unién al mAb tool también prevendran o reduciran la unién de dAb
VH a los ADA. Por lo tanto, la divulgacion proporciona cualquier dAb que estan modificado (por ejemplo con
cualquiera de las modificaciones descritas en el presente documento) para prevenir o reducir la uniéon al mAb tool.
La divulgacién también proporciona un procedimiento de uso de un mAb tool (por ejemplo el mAb tool descrito en el
ejemplo 19 y con la secuencia de aminoacidos dada en el ejemplo 19 y también en la figura 6: SEC ID N° 14 y 15)
en un ensayo para analizar dAb, por ejemplo dAb (por ejemplo (VH, VHH) modificados, por ejemplo cualquiera de
los descritos en el presente documento, por ejemplo dAb TNFR1 tales como los descritos en el presente documento)
y para determinar aquellos con uniéon reducida a ADA, por ejemplo. En un aspecto los dAb (por ejemplo (VH, VHH)
estan modificados para reducir su union al mAb tool tal como se describe en el presente documento y tienen una KD
de union al mAb tool que es el 150 % o mas (por ejemplo, el 200 %, 250 %, 300 %, 350 %, 400 %, 450 %, 500 %,
550 %, 600 %, 650 % o mas) de la KD de una secuencia de dAb equivalente que no ha sido modificada. La
invencion también proporciona cualquier dAb identificado mediante este ensayo de analisis.

En otro aspecto la divulgacion también proporciona el uso de un mAb tool (por ejemplo el mAb tool tal como se
describe en el ejemplo 19 y con la secuencia de aminoacidos dada en la figura 6: SEC ID N° 14 y 15) en un
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procedimiento de ensayo para cuantificar cuanto dAb (por ejemplo VH, VHH) esta presente en una muestra de tejido
0 en una muestra de plasma.
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Figura 1: muestra la frecuencia de anticuerpo antifarmaco preexistentes en sueros de un panel de sujetos
humanos sanos

Figura 2: muestra secuencias de aminoacidos de dAb anti-TNFR1 no modificados identificadas como (a) (no
modificada) DOM 1H-131-206 (SEC ID N° 1) (b) (no modificada) DOM 1H-131-511 (SEC ID N° 2) (c) (no
modificada) DOM 1H-131-202 (SEC ID N° 3; y secuencias VHH identificadas como (d) que es un formato
biespecifico que tiene un médulo de unién a IL6R enlazado por GGGGSGGGS a un médulo de unién a albumina
de suero humano tal como se describe en el documento W02010100135 (SEC ID N° 4), (e) es un formato
biespecifico que tiene un médulo de unién a TNF enlazado a un médulo de unién a albumina de suero enlazado
a su vez a un moédulo de unién a TNF, usando GGGGSGGGS como enlazador tal como se describe en el
documento W0O2010077422 (SEC ID N° 5), (f) es un formato monoespecifico bivalente que comprende dos
modulos idénticos enlazados por medio de un enlazador Ala-Ala-Ala, siendo cada médulo un dAb que puede
unirse al dominio A1 del factor de Von-Willebrand, tal como se muestra en el documento W0O2009115614A2
(SEC ID N° 6), (g) El clon de VHH2(d) es un formato biespecifico que tiene un médulo de unién a IL6R enlazado
por medio de GGGGSGGGS a un modulo de albumina de suero humano tal como se describe en el documento
WO02010100135 con una extension de alanina (SEC ID N° 7) (h) formato bispecifico que tiene un modulo de
union a TNF enlazado a un médulo de albumina de suero enlazado a su vez a un modulo de unién a TNF,
usando GGGGSGGGS como enlazador tal como se describe en el documento WO02010077422 con una
extension de alanina (SEC ID N° 8) (i) un formato monoespecifico bivalente que comprende dos mddulos
idénticos enlazados por un enalazador Ala-Ala-Ala, siendo cada médulo un dAb que puede unire al dominio A1
del factor de Von-Willebrand tal como se muestra en el documento W02009115614A2 con una extension de
alanina (SEC ID N° 9) (j) DOM 1H-574-208 (SEC ID N° 10) (k) fusion DOM 1H-574-208 — VL (SEC ID N° 11) (1)
DT04-H-033 (SEC ID N° 12); (m) Dom10h-53-567 (SEC ID N° 13) .

Figura 3: muestra un modelo de estructura cristalina de DOM1H-131-206 con restos destacados que producen
un efecto sobre la unién a ADA cuando estan mutados. Se elabor6 la modelizacion de restos superficiales y los
mutantes resultantes se analizaron en el ensayo de ADA para evaluar su uniéon a ADA preexistente (por ejemplo,
tal como se describe en el ejemplo 2). Los restos indicados como 14 y “C term” se encontré que tenian un efecto
fuerte sobre la unién a ADA cuando estaban mutados, los restos indicados como 112, 110, 108 y 41 se encontrd
que tenian un efecto moderado sobre la uniéon a ADA cuando estaban mutados y los restos 13, 11, 91, 43, 44, 83
y 84 se encontro que tenian un efecto leve sobre la union a ADA cuando estaban mutados . Figura 4: muestra la
eliminaciéon de la unién a ADA provocada por la adicion de una extensién de un Unico resto de aminoacido
alanina a clones de VHH 2(d), 2(e) y 2(f).

Figura 5: muestra niveles de union a ADA y de dAb Vi 0 dAb V. o moléculas que comprenden estos dAb.

Figura 6a y 6b: muestra las secuencias de aminoacidos de mAb tool a (M2.3G10.1G06), la figura 6a muestra la
secuencia de la cadena ligera (SEc ID N° 14); y la figura 6b muestra la secuencia de la cadena pesada. Las CDR
se muestran subrayadas en la figura (SEC ID N° 15) .

Figura 7: muestra de la sefial de ensayo de competencia (eje x) en presencia de muestras de suero de sujetos
con un intervalo de sefial de ADA anti-VH preexistente. El suero de un intervalo de donantes humanos con ADA
anti-VH preexistente compite con mAb anti-VH M2.3G10.1G06 por la unién a DOM 1H-131-206 dando como
resultado la inhibicion de la sefial de ensayo de competencia.

Figura 8: muestra las secuencias de aminoacidos de dAb TNFR1 identificados como: (a) dAb DOM1h-131-206
con una extension de solo una alanina (SEC ID N° 16) (b) dAb DOM1h-131-206 con una extension de solo una
alanina y una mutacion estructural P14A (SEC ID N° 17) (c) dAb DOM1h-131-206 con una sustitucion estructural
P14A (SEC ID N° 18) (d) dAb DOM1h-131-206 con una extensiéon ASTKG C terminal (SEC ID N° 19) (e) dAb
DOM1h-131-206 con una extension ASTKG C terminal y una mutacién estructural P14A (SEC ID N° 20).

Figura 9: muestra las secuencias de acidos nucleicos de dAb TNFR1 (a) dAb DOM1h-131-206 (SEC ID N° 21)
(b) dAb DOM1h-131-206 con una extension de solo una alanina C terminal (SEC ID N° 22) (c) dAb DOM1h-131-
206 con una extension de ASTKG C terminal (SEC ID N° 23) .

Figura 10: muestra las secuencias de acidos nucleicos que codifican (a) secuencia VHH que tiene una secuencia
de aminoacidos tal como se muestra en la figura 2d (SEC ID N° 24) (b) secuencia VHH que tiene una secuencia
de aminoacidos tal como se muestra en la figura 2e (SEC ID N° 25); (c) secuencia VHH que tiene una secuencia
de aminoacidos tal como se muestra en la figura 2f (SEC ID N° 26), (d) secuencia VHH que es un formato
biespecifico que tiene un médulo de unién a ILER enlazado por GGGGSGGGS a un médulo de unién a albumina
de suero humano con una extension de solo una alanina (SEC ID N° 27), (e) secuencia VHH con la secuencia de
aminoacidos mostrada en 2e que ademas comprende una extension de solo una alanina (SEC ID N° 28), (f)
secuencia VHH con la secuencia de aminoacidos mostrada en 2f que ademas comprende una extension de solo
una alanina (SEC ID N° 29) .

Figura 11: muestra secuencias de aminoacidos de mAb:dAb VL (moléculas mAb IL-13: dAb IL-4Vkappa): (a)
molécula ‘735 mAb-VL (dAb IL-13mAb: IL-4Vkappa) (SEC ID N° 30 y 31), (b) 150154 mAb-VL (SEC ID N° 32 y
3((3)), (c) 15())19 mADb-VL (SEC ID N° 34 y 35), (d) 15020 mAb-VL (SEC ID N° 36 y 37), (e) 15021 mAb-VL (SEC ID
N° 38y 39).

Figura 12: muestra secuencias de aminoacidos de (a) DMS30045: dAb DOM15-26-597 N-(enlazador
VEPKSSDK) y dAb K-044-085 C terminal ((TGLDSP)x4) (SEC ID N° 40), (b) DMS30046: dAb DMS1576 con K-
044-085 C-terminal ((TGLDSP)x4) (SEC ID N° 41), (c) DMS30047 (contiene extremo C terminal modificado): dAb
DOM15-26-597 N-(enlazador VEPKSSDK) y dAb K-044-085 C terminal menos R en el extremo C terminal
((TGLDSP)x4) (SEC ID N° 42), (d) DMS30048 (contiene extremo C terminal modificado): dAb DOM15-26-597 N-
(enlazador VEPKSSDK) y dAb K-044-085 C-terminal + A ((TGLDSP)x4) (SEC ID N° 43), (¢) DMS30049 (contiene
extremo C terminal modificado): dAb DOM15-26-597 N-(enlazador VEPKSSDK) y dAb K-044-085 C-terminal +
AAA ((TGLDSP)x4) (SEC ID N° 44), (f) DMS30050 (contiene extremo C terminal modificado): dAb DOM15-26-
597 N-(enlazador VEPKSSDK) y dAb K-044-085 C-terminal + T ((TGLDSP)x4) (SEC ID N° 45), (g) DMS30051
(contiene extremo C terminal modificado): dAb DMS1576 con K-044-085 C-terminal menos R C-terminal
((TGLDSP)x4), (SEC ID N° 46), (h) DMS30052 (contiene extremo C terminal modificado): dAb DMS1576 con K-
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044-085 C-terminal + A ((TGLDSP)x4) (SEC ID N° 47), (i) DMS30053 (contiene extremo C terminal modificado):
dAb DMS1576 con K-044-085 C-terminal + AAA ((TGLDSP)x4) (SEC ID N° 48), (j) DMS30053 (contiene extremo
C terminal modificado): dAb DMS1576 con K-044-085 C-terminal + T ((TGLDSP)x4) (SEC ID N° 49):

Descripcién detallada de la invenciéon

En la presente memoria descriptiva, la invencion se ha descrito, con referencia a las realizaciones, de un modo que
permite que se escriba una memoria clara y concisa. Se pretende y deberia apreciarse que las realizaciones pueden
combinarse o separarse de forma variada sin apartarse de la invencion.

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que entiende normalmente un experto en la técnica (por ejemplo en cultivo celular,
genética molecular, quimica de acidos nucleicos, técnicas de hibridacién y bioquimica). Se usan técnicas estandar
para procedimientos moléculares, genéticos y bioquimicos (véase, en general, Sambrook y col., Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, 22 ed. (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. y Ausubel y col.,
Short Protocols in Molecular Biology (1999) 42 ed., John Wiley & Sons, Inc.) y procedimientos quimicos.

La afinidad es la fuerza de unién de una molécula, por ejemplo una proteina de unién a antigeno de la invencion, a
otra, por ejemplo su antigeno diana, en un sitio de union unico. La afinidad de uniéon de una proteina de union a
antigeno a su diana puede determinarse mediante procedimientos estandar en equilibrio (por ejemplo ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) o radioinmunoensayo (RIA)) o cinética (por ejemplo, analisis
BIACORE™).

El término "epitopo", tal como se usa en el presente documento, se refiere a esa porcion del antigeno que entra en
contacto con un dominio de unién particular de una proteina de unién a antigeno, por ejemplo dAb. Un epitopo
puede ser lineal o conformacional/discontinuo. Un epitopo conformacional o discontinuo comprende restos de
aminoacidos que estan separados por otras secuencias, es decir no estan en una secuencia continua de la
secuencia primaria del antigeno. Aunque los restos pueden ser de regiones diferentes de la cadena peptidica, estan
en proximidad estrecha en la estructura tridimensional del antigeno. En el caso de antigenos multiméricos, un
epitopo conformacional o discontinuo puede incluir restos de diferentes cadenas peptidicas. Los restos particulares
comprendidos dentro de un epitopo pueden determinarse mediante programas informaticos de modelos o mediante
estructuras tridimensionales obtenidas mediante procedimientos conocidos en la técnica tales como cristalografia de
rayos X.

Un conjugado de dAb se refiere a una composicion que comprende un dAb al que esta conjugada quimicamente
otra molécula por medio de un enlace covalente o no covalente, preferentemente un enlace covalente. Dicho enlace
covalente podria ser mediante un enlace peptidico o por otro medio tal como mediante una cadena lateral
modificada. El enlace no covalente puede ser directo (por ejemplo, interaccion electrostatica, interaccion hidréfoba) o
indirecto (por ejemplo, mediante unién no covalente o asociados de union complementarios (por ejemplo, biotina y
avidina), en el que un asociado esta unido covalentemente al farmaco y el asociado de unién complementario esta
unido covalentemente al dAb™). Cuando se usan asociados de unién complementarios, uno de los asociados de
union puede estar unido covalentemente al farmaco directamente o a través de un resto enlazante adecuado y el
asociado de uniéon complementario puede estar unido covalentemente al dAb™ directamente o a través de un resto
enlazador adecuado.

Tal como se usa en el presente documento, una fusiéon de dAb se refiere a una proteina de fusién que comprende un
dAb y un farmaco polipeptidico. EI dAb y el farmaco polipeptidico estan presentes en forma de partes discretas
(restos) de una cadena polipeptidica continua sencilla.

Tal como se usa en el presente documento, "fragmento”, cuando se usa con referencia a un polipéptido, es un
polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos que es la misma como parte, pero no totalmente, de la
secuencia de aminoacidos del polipéptido natural completo. Los fragmentos pueden ser "independientes" o
comprendidos dentro de un polipeptido mayor del que forma una parte o regidon como regioén continua Unica en un
polipéptido mayor unico.

Tal como se usa en el presente documento, el término mAbdAb se refiere a un anticuerpo monoclonal unido a otro
dominio de unién, en particular un dominio variable Unico tal como un anticuerpo de dominio. Un mAbdAb tiene al
menos dos sitios de unién a antigeno, al menos uno de los cuales es de un anticuerpo de dominio, y al menos uno
es de un dominio VH/VL emparejado. Dichos mAbdAb se describen, por ejemplo, en el documento WO
2009/068649.

Tal como se usa en el presente documento, “péptido” se refiere a de aproximadamente dos a aproximadamente 50
aminoacidos que estan unidos conjuntamente mediante enlaces peptidicos. Tal como se usa en el presente
documento, “polipéptido” o “proteina” se refiere a al menos aproximadamente 50 aminoacidos que estan unidos
conjuntamente mediente enlaces peptidicos. Los polipéptidos y las proteinas generalmente comprenden estructura
terciaria y estan plegadas formando dominios funcionales.

Tal como se usa en el presente documento, el término® regién Fc de cadena sencilla de un anticuerpo” se refiere a
una region Fc de cadena pesada de una IgG, tal como una IgG1, 1gG2, 1gG3, iGG4 o IgG4PE, o un anticuerpo de
IgA. Una region Fc de cadena pesada sencilla puede comprender uno o varios de los dominios de anticuerpos de
regiones constantes CH1, CH2 y CH3, por ejemplo las tres dominios de anticuerpos de regiones constantes o solo
los dominios CH2 y CH3. Ademas de comprender uno o varios dominios de anticuerpos de regiones constantes
CH1, CH2 y CHB3, la region Fc de cadena pesada sencilla de un anticuerpo puede comprender también una region
bisagra de un anticuerpo (dicha regién normalmente se encuentra entre los dominios CH1 y CH2).

Tal como se usa en el presente documento, “funcional” describe un polipéptido o péptido que tiene actividad
bioldgica tal como actividad de unién especifica. Por ejemplo, el término “polipéptido funcional” incluye un anticuerpo
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un fragmente de unién a antigeno del mismo que se une a un antigeno diana a través de su sitio de union a
antigeno.

Tal como se usa en el presente documento, “ligando diana” se refiere a un ligando que esta unido especifica o
selectivamente mediante un polipéptido o péptido. Por ejemplo, cuando un polipéptido es un anticuerpo, un
fragmento de union a antigeno del mismo, o un dominio variable Unico de inmunoglobulina, el ligando diana puede
ser cualquier antigeno o epitopo deseado. La unién al antigeno diana depende de que el polipéptido o péptido sea
funcional.

Tal como se usa en el presente documento, un anticuerpo se refiere a IgG, IgM, IgA, IgD o IgE o un fragmento (tal
como un Fab, F(ab’),, Fv, Fv enlazado a disulfuro, scFv, anticuerpo multiespecifico de conformacion cerrada, scFv
enlazado a disulfuro, diacuerpo) bien derivado de cualquier especie que produce de forma natural un anticuerpo, o
bien creado por tecnologia de ADN recombinante; aislandolo bien de suero, linfocitos B, hibridomas, transfectomas,
levadura o bien bacterias.

La expresion “dominio variable unico de inmunoglobulina” se refiere a un dominio variable de anticuerpo (VH, VHH,
VL) que se une especificamente a un antigeno o epitopo independientemente de otras regiones V o dominios. Un
dominio variable Unico de inmunoglobulina puede estar presente en un formato (por ejemplo, homo- o hetero-
multimero) con otras regiones variables o dominios variables en los que las regiones o dominios no son necesarios
para la unién a antigeno mediante el dominio variable de inmunoglobulina Unico (es decir, en los que el dominio
variable Unico de inmunoglobulina se une al antigeno independientemente de los dominios variables adicionales). Un
“anticuerpo de dominio” o “dAb” es lo mismo que un “dominio variable Unico de inmunoglobulina” tal como se usa la
expresion en el presente documento. Un “dominio variable de inmunoglobulina Unico” es lo mismo que un “dominio
variable Unico de inmunoglobulina” tal como se usa la expresion en el presente documento. Un “dominio variable de
anticuerpo Unico” es lo mismo que un “dominio variable Unico de inmunoglobulina” tal como se usa la expresion en el
presente documento. Un dominio variable unico de inmunoglobulina es en una realizacion un dominio variable de
anticuerpo humano, pero también incluye dominios variables de anticuerpo unicos de otras especies tales como
roedores (por ejemplo, tal como se divulga en el documento WO 00/29004), tiburén nodriza y dAb de VHH de
camélido. El VHH de camélidos son polipéptidos en el dominio variable Unico de inmunoglobulina que se derivan de
especies que incluyen camellos, llamas, alpacas, dromedarios y guanacos, que producen anticuerpos de cadena
pesada desprovistos de forma natural de cadenas ligeras. El VHH puede estar humanizado. También dentro del
alcance de la presente invencién estan dAb humanos que han sido modificados de tal modo que no son totalmente
humanos, por ejemplos modificaciones que se han realizado para reducir la agregacion, incluidas mutacion de los
mismos restos que son motivos de camélido.

Un dominio variable Unico de inmunoglobulina no modificado (es decir, dAb no modificado), por ejemplo un dAb que
se une a una diana, comprende tres regiones determinantes de complementarieda (CDR) dentro de una estructura
de marco. Mientras que en la genética de cadenas de inmunoglobulina naturales la regién V termina al comienzo de
CDR3, estando el resto de CDR3 proporcionado por las regiones D y J (dando como resultado una fusion V-D-J);
para los fines de la presente invencion un dAb incluye todo el CDR3 y termina en el resto 4 del marco estructural en
su extremo C terminal. Un dAb VH termina en los restos LVTVSS en su extremo C terminal. Un dAb VHH termina en
los restos VTVSS en su extremo C terminal. Un dAb VL termina en VEIKR en su extremo C terminal.

Un “dAb modificado” es un dAb tal como se describe en el presente documento que adicionalmente tiene una
modificacion que altera la conformacion tridimensional del extremo C terminal del dAb. Un dAb modificado incluye un
dAb que comprende adiciones, extensiones o etiquetas C terminales y/o determinadas sustituciones de aminoacidos
como se divulgan en el presente documento.

La divulgacion también proporciona un dAb modificado tal como se describe en el presente documento que tiene
union reducida a ADA y que tiene unién reducida a ADA tal como se determina usando un ensayo de confirmacion
tal como se describe en el ejemplo 2 y en el que dicho dAb tiene un % medio de inhibicion de la sefial que es menos
del 90 %, por ejemplo menos del 80 %, por ejemplo menos del 70 %, por ejemplo menos del 60 %, por ejemplo
menos del 50 %, por ejemplo menos del 40 %, por ejemplo menos del 30 %, por ejemplo menos del 20 %, por
ejemplo menos del 10 %, en comparacion con el dAb control que tiene aproximadamente el 98 %-100 % de
inhibicion del sefal, teniendo dicho dAb control (no modificado) la misma o similar secuencia pero no esta
modificado para reducir la unién a ADA.

Un ADA preexistente es un ADA ya presente en el sujeto al que se va a administrar el farmaco. Un ADA preexistente
puede estar presente en un sujeto sin tratamiento previo (es decir, un sujeto al que nunca se le ha administrado el
farmaco antes).

Un “dominio” es una estructura proteica plegada que tiene estructura terciaria independiente del resto de la proteina.
Generalmente, los dominios son responsables de las propiedades funcionales discretas de las proteinas y, en
muchos casos, se pueden afadir, eliminar o transferir a otras proteinas sin que se pierda la funcion del resto de la
proteina y/o del dominio. Un “dominio variable de anticuerpo uUnico” es un dominio polipeptidico plegado que
comprende secuencias caracteristicas de los dominios variables del anticuerpo. Por lo tanto, incluye dominios
variables completos del anticuerpo y dominios variables modificados en los que, por ejemplo, uno o mas bucles han
sido reemplazados por secuencias que no son caracteristicas de los dominios variables del anticuerpo, o dominios
variables del anticuerpo que se han truncado o que comprenden extensiones en los extremos N o C terminales, asi
como fragmentos plegados de los dominios variables que conservan al menos la actividad de union y la
especificidad del dominio de longitud completa.

Tal como se usa en el presente documento, el término “dosis” se refiere a la cantidad de fusién o conjugado
administrada a un sujeto toda a la vez (dosis unidad) o en dos o mas administraciones durante un intervalo de
tiempo definido. Por ejemplo, dosis puede referirse a la cantidad de fusion o conjugado administrada a un sujeto
durante el curso de un dia (24 horas) (dosis diaria), dos dias, una semana, dos semanas, tres semanas o uno o
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varios meses (por ejemplo, mediante una administracion Unica o mediante dos o mas administracion). El intervalo
entre dosis puede ser cualquier periodo de tiempo deseado.

“Monovalente” significa unién a un epitopo.

La expresion “semivida” se refiere al tiempo que precisa la concentracién en plasma o suero de la fusién o
conjugado para reducirse al 50 %, in vivo, por ejemplo debido a la degradacion y/o eliminacion o secuestro mediante
mecanismos naturales. Las composiciones de la invencion se estabilizan in vivo y su semivida aumenta mediante la
union a moléculas de albumina en suero, por ejemplo albumina de suero humano (HSA) que resiste la degradacion
y/o eliminaciéon o secuestro. Estas moléculas de albumina de suero son proteinas naturales que tienen por si
mismas una semivida larga in vivo. La semivida de una molécula aumenta si persiste su actividad funcional in vivo
durante un periodo mas largo que una molécula similar que no es especifica para la molécula que aumenta su
semivida.

Tal como se usa en el presente documento, “tamafio hidrodinamico” se refiere al tamafo aparente de una molécula
(por ejemplo una molécula de proteina, ligando) basado en la difusién de la molécula a través de una solucion
acuosa. La difusién o movimiento de una proteina a través de una solucién puede procesarse pra derivar un tamario
aparente de la proteina, en el que el tamafio se da mediante el "radio de Stoke" o "radio hidrodinamico" de la
particula proteica. El “tamafio hidrodinamico” de una proteina depende de la masa y de la forma (conformacion), de
tal modo que dos proteinas que tienen la misma masa molecular pueden tener diferentes tamafos hidrodinamicos
sobre la base de la conformacion total de la proteina.

Los calculos de "homologia" o de "identidad” “o similaridad" entre dos secuencias (los términos se usan en el
presente documento intercambiablemente) se llevan a cabo como sigue. Las secuencias estan alineadas con
propésitos de comparacion 6ptima (por ejemplo, se pueden introducir espacios en una o ambas de una primera y
una segunda secuencia de aminoacidos o de acidos nucleicos para un alineamiento 6ptimo y secuencias no
homologas pueden no tomarse en cuenta para propoésitos de comparacion). En una realizacion, la longitud de una
secuencia de referencia alineada con propésitos de comparacion es al menos el 30 %, o al menos el 40 %, o al
menos el 50 %, o al menos el 60 %, o al menos el 70 %, 80 %, 90 %, 100 % de la longitud de la secuencia de
referencia. Los restos de aminoacidos o los nucleétidos en las posiciones de aminoacidos correspondientes o en las
posiciones de nucleétidos correspondientes se comparan entonces. Cuando una posiciéon en la primera secuencia
esta ocupada por el mismo resto de aminoacido o por el mismo nucleétido segun la posicion correspondiente en la
segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicién (tal como se usa en el presente
documento “homologia” de aminoacidos o de acidos nucleicos es equivalente a “identidad” de aminoacidos o de
acidos nucleicos). El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcion del nimero de posiciones
idénticas compartidas por las secuencias, tomando en cuenta el nimero de espacios, y la longitud de cada espacio,
que necesita introducirse para un alineamiento éptimo de las dos secuencias. Los alineamientos de secuencias de
aminoacidos y acidos nucleicos y la homologia, similaridad o identidad, tal como se definen en el presente
documento pueden prepararse y determinarse usando el algoritmo BLAST 2 Sequences, usando parametros por
defecto (Tatusova, T. A. 'y col FEMS Microbiol Lett, 174:187-188 (1999).

La invencion se refiere a acidos nucleicos aislados y/o recombinantes que codifican las composiciones de la
invencion que se describen en el presente documento.

Los acidos nucleicos denominados en el presente documento como “aislados” son acidos nucleicos que se han
separado de otro material (por ejemplo, otros acidos nucleicos tales como ADN gendémico, ADNc y/o ARN) en su
ambiente original (por ejemplo, en celulas o en una mezcla de acidos nucleicos tal como una biblioteca). Un acido
nucleico aislado puede estar aislado como parte de un vector (por ejemplo, un plasmido).

Los acidos nucleicos que se denominan en el presente documento "recombinantes” son acidos nucleicos que se han
producido mediante metodologia de ADN recombinante, incluidos procedimientos que se basan en recombinacion
artificial, tales como clonacion en un vector o cromosoma usando, por ejemplo, enzimas de restriccion,
recombinacion homoéloga, virus y similares, y acidos nucleicos preparados usando la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR).

La invencién también se refiere a una célula huésped recombinante, por ejemplo de mamifero o microbiana, que
comprende un (uno o varios) acido nucleico recombinante o constructo de expresion que comprende acido(s)
nucleico(s) que codifican una composicion de la invencioén tal como se describe en el presente documento. También
se proporciona mediante la divulgacion un procedimiento de preparacion de una composiciéon de la invencion tal
como se describe en el presente documento, que comprende retener una célula recombinante, por ejemplo una
célula de mamifero o microbiana, de la invencion en condiciones apropiadas para la expresion del polipéptido de
fusion. El procedimiento puede comprender ademas la etapa de aislar o recuperar la fusion, si se desea.

Por ejemplo, una molécula de acido nucleico (es decir, una o varias moléculas de acidos nucleicos) que codifican
una molécula de la invencién pueden introducirse en una célula huésped adecuada para crear una célula huésped
recombinante usando cualquier procedimiento apropiado para la célula huésped seleccionada (por ejemplo,
transformacion, transfeccion, electroporacion, infeccion), de tal modo que la(s) molécula(s) de acido nucleico se
enlazan operativamente a uno o mas elementos de control de la expresion (por ejemplo, en un vector, en un
constructo creado por procedimientos en la célula, integrado en el genoma de la célula huésped). La célula huésped
recombinante resultante puede mantenerse en condiciones adecuadas para la expresion (por ejemplo en presencia
de un inductor, en un animal adecuado, en medios de cultivo adecuados suplementados con sales apropiadas,
factores de crecimiento, antibioticos, suplementos nutricionales, etc.), por lo que se produce el péptido o polipéptido
codificado. Si se desea, el péptido o polipéptido codificado puede aislarse o recuperarse (por ejemplo, a partir de un
animal, la célula huésped, un medio, leche). El proceso abarca la expresion en una célula huésped de un animal
transgénico (véase, por ejemplo, el documento WO 92/03918, GenPharm International).
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Las moléculas de la invencién tal como se describen en el presente documento también pueden producirse en un
sistema de expresion in vitro, por ejemplo mediante sintesis quimica o mediante cualquier otro procedimiento
adecuado.

Tal como se describe y se ejemplifica en el presente documento, las moléculas de la invencidon se unen
generalmente a sus ligandos diana con una afinidad alta.

Las moléculas de la invencion pueden expresarse en E. coli o en especies de Pichia (por ejemplo, P. pastoris). En
una realizacion, el dAb se segrega en E. coli o en especies de Pichia (por ejemplo, P. pastoris); o en cultivo celular
de mamifero (por ejemplo CHO o células HEK 293). Aunque las moléculas descritas en el presente documento
pueden ser secretables cuando se expresan en E. coli o en especies de Pichia o células de mamifero, pueden
producirse usando cualquier procedimiento adecuado tal como procedimientos quimicos de sintesis o
procedimientos de produccion bioldégicos que no usan E. coli o especies de Pichia. En una realizacion, el acido
nucleico que codifica los dAb de la invencion, por ejemplo los dAb TNFR1 descritos en el presente documento,
pueden clonarse dando un vector de expresion adecuado, por ejemplo. Pave011 (de Fuijifilm Diosynth) y después
expresarse en un vector microbiano tal como E.coli.

En una realizacion, la divulgacion también proporciona una molécula, por ejemplo, dAb (tal como un VH o VL o un
VHH) que comprende un marco estructural modificado que reduce la unidon a ADA preexistente, por ejemplo un dAb
(tal como un VHH, VH o VL) que comprende una sustitucién de aminoacidos en una cualquiera de las posiciones 14,
41, 108, 110 6 112. Por ejemplo, estas sustituciones pueden seleccionarse entre: P14A, P14K, P14Q, P14T, P41A,
L108A, L108 Q, T110A y S112A.

En un aspecto de esta realizaciéon el dAb (por ejemplo el VHH, VH o VL) comprende una o varias modificaciones
seleccionadas entre: P14A, P14K, P14Q, P14T, P41A, L108A, T110A y S112A; y pueden comprender
adicionalmente cualquiera de las extensiones, adiciones, deleciones o etiquetas en el extremo C terminal tal como
se han descrito anteriormente.

En una realizacién el dAb (por ejemplo el VHH, VH o VL) comprende una o varias modificaciones seleccionadas
entre: P14A, P14K, P14Q, P14T P41A, L108A, T110A y S112A y también comprende una extension de aminoacidso
en el extremo C terminal del dAb que se selecciona entre: (a) alanina o (b) una secuencia de aminoacidos que
comprende o consta de una extension selecciona entre: AS, AST, ASTK, ASTKG o ASTKGP. Adicionalmente, las
moléculas de dAb descritas en el presente documento y las composiciones farmacéuticas que comprenden estas
moléculas pueden ser Utiles en la prevencion o reduccion de efectos secundarios. La unién de anticuerpos anti-
farmaco por un dAb puede dar como resultado que dos dAb se pongan en contacto. En algunas circunstancias, esto
puede dar como resultado preocupaciones en la seguridad. Por ejemplo, si la diana de un dAb es un receptor o una
diana polimérica, con la puesta en contacto de dos dAb pueden obtenerse dos dianas juntas. Esto puede provocar
efectos farmacolégicos no esperados, por ejemplo agonismo mas que antagonismo, por ejemplo mediante la
dimerizacion del receptor. Por lo tanto, la presente divulgacion proporciona el uso de las moléculas de la invencion
en la prevencion de efectos secundarios. Por prevencion se pretende decir que el uso de las moléculas de la
invencioén invalida a un nivel total o parcial la union de anticuerpo anti-farmaco preexistentes en comparacién con la
molécula equivalente que no ha sido modificada. La reduccion en la unién de ADA provoca una reduccion en el nivel
de efectos farmacoldgicos no deseados. Por lo tanto, las moléculas de la invencidon pueden tener un perfil de
seguridad potenciado y menos efectos efectos secundarios que las moléculas no modificadas, por ejemplo dAb no
modificados, que no comprenden una extension de C terminal para reducir la unién a ADA preexistente. De forma
similar, la administracion de las moléculas modificadas descritas en el presente documento o de composiciones
farmacéuticas que comprenden estas moléculas modificadas (que tienen capacidad reducida para unirse a ADA
preexistente) puede dar como resultado inmunogenicidad modificada; esto es debido a que cuando las moléculas no
modificadas se unen a ADA forman complejos inmunitarios y dichos complejos inmunitarios podrian generar
después una respuesta inmunitaria. Ademas, la administracion de las moléculas modificadas descritas en el
presente documento o de composiciones farmacéuticas que comprende estas moléculas modificadas puede dar
como resultado también una eficacia mejorada y un perfil de seguridad mejorado y, por ejemplo, puede usarse
ventajosamente para la dosificacion repetida a pacientes que podrian desarrollar autoanticuerpos a las moléculas
modificadas. Ademas, las moléculas de dAb de la invencién se pueden administrar a una poblacién de pacientes sin
la necesidad de realizar analisis previos de valoracion de ADA para eliminar sujetos con riesgo de una reaccion
adversa.

La presente divulgacion también proporciona un procedimiento para prevenir o reducir efectos secundarios en un
régimen de tratamiento mediante la administracién de las moléculas de la invencion. También se proporciona
mediante la divulgacion un procedimiento para modificar una molécula tal como se ha descrito en el presente
documento para reducir su unién a ADA y para reducir efectos secundarios.

La invencién también proporciona composiciones que comprende las moléculas modificadas. Dichas composiciones
pueden comprender las moléculas modificadas presentes en forma de fusién o conjugado con otras moléculas, por
ejemplo otras proteinas, moléculas de anticuerpos o fragmentos de anticuerpos. Por ejemplo, un dAb puede estar
presente en forma de un dAb al que se ha dado formato (por ejemplo, el dAb puede estar presente en forma de una
fusién o conjugado dAb-Fc tal como se describe, por ejemplo, en el documento WO 2008/149148) o puede estar
presente en forma de un mAbdAb (tal como se describe en el documento WO 2009/068649) o el dAb esta presente
en forma de una fusién o conjugado con proteinas o polipéptidos que prolongan la semivida, por ejemplo otro dAb,
por ejemplo, un dAb que se une a albumina de suero (AlbudAb™) o, por ejemplo, con polietilenglicol PEG u otras
moléculas terapéuticas o activas. En esta realizacion la(s) molécula(s) terapéutica(s) cuando estan presentes en
forma de una fusién o conjugado con un dAb pueden unirse tanto a la extension C terminal del dAb o al extremo N
terminal del dAb. En una realizacién una o varias moléculas terapéuticas estan presentes en forma de una fusién (o
conjugado) en el extremo N terminal del dAb.

En una realizacion de la divulgacion, los dAb (y también moléculas que comprenden dAb tales como mAbdAb) que
tienen capacidad reducida para unirse a ADA se unen a un ligando diana con afinidad alta, por ejemplo pueden tener
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una KD medida por resonancia de plasmon superficial usando Biacore ™ en la region de 5 micromolar a
aproximadamente 1 pM, por ejemplo de 500 nM a aproximadamente 10 pM, por ejemplo de aproximadamente 200
nM a aproximadamente 10 pM, por ejemplo de 50 nM a aproximadamente 10 pM, por ejemplo de aproximadamente
10 nm a aproximadamente 10 pM. En una realizacion la molécula puede tener una KD de aproximadamente 10 nM a
aproximadamente 10-30 pM, por ejemplo puede ser un dAb TNFR1 con unién reducida a ADA y que tienen una KD
de aproximadamente 10-30 pM, por ejemplo de aproximadamente 20 pM.

En una realizacion los dAb de la divulgacion (y también moléculas que comprenden dAb tales como mAbdAb) que
tienen capacidad de union reducida a ADA pueden tener niveles de expresion que son al menos el 3 %, por ejemplo
el 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 % de los mostrados por un dAb de la misma
secuencia o una similar de aminoacidos que no esta modificado tal como se ha descrito en el presente documento
para reducir su unién a ADA. En otra realizacion las moléculas de la invencion (por ejemplo, dAb y moléculas que
comprende dAb tales como mAbdAb) que tienen capacidad reducida para unirse a ADA pueden tener niveles de
expresion de al menos 0,1 g/litro.

En una realizacion, los dAb de la divulgacion (y también moléculas que comprenden dAb tales como mAbdAb que
también son parte de la invencion) que tienen una capacidad reducida de union a ADA tienen una KD de union a su
antigeno diana que es aproximadamente 50 veces superior (0 mas) (es decir, los dAb son 50 veces menos
potentes), por ejemplo 40 veces superior, aproximadamente 30 veces superior, aproximadamente 20 veces superior,
aproximadamente 10 veces superior, aproximadamente 5 veces superior, aproximadamente 4 veces superior que la
KD de un dAb de la misma secuencia o una similar de aminoacidos que no esta modificado tal como se describe en
el presente documento para reducir su unién a ADA. En una realizacion los dAb de la divulgacion (y también
moléculas que comprenden dAb tales como mAbdAb) que tienen una capacidad reducida para unirse a ADA tienen
una KD para su antigeno diana que es esencialmente la misma ( es decir, alrededor de 2 veces superior a 2 veces
inferior) o mas de 2 veces inferior que la KD de un dAB de la misma secuencia o una similar de aminoacidos que no
esta modifica tal como se describe en el presente documento para reducir su unién a ADA.

La invencion también se refiere a usos, formulaciones, composiciones que comprenden tales moléculas extendidas
y/o modificadas en su extremo C y también a procedimientos de produccion y expresion de estas moléculas.

En otra realizacion la divulgacion proporciona un dAb modificado que se describe o divulga en uno cualquiera de los
documentos WO 2007/049017, WO 2008/149144 y WO 2008/149148 (por ejemplo una cualquiera de las secuencias
de dAb descritos anteriormente), y que el dAb se modifica después para comprender una o varias modificaciones
estructurales, por ejemplo seleccionadas entre: mutaciones estructurales P14A, P14K, P14Q, P14T P41A, L108A,
T110A y S112A y que también, adicionalmente, puede comprender opcionalmente cualquiera de las modificaciones
C terminales descritas en el presente documento. En un ejemplo el dAb no modificado puede ser una cualquiera de
las secuencias de dAb anti-TNFR1 descritas o divulgadas en uno cualquiera de los documentos WO 2007/049017,
WO 2008/149144 y WO 2008/149148. En una realizacion la secuencia de dAb anti-TNFR1 puede ser una que sea al
menos el 80 % (por ejemplo el 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 100 %) idéntica a la secuencia de dAb
identificada como DOM1h-131-206 (divulgada en el documento WO 2008/149148), DOM 1h-131-511 (divulgada en
los documentos WO 2007/049017 y 2008/149144) y DOM 1h-131-202 (divulgada en el documento WO
2008/149144) .

Las secuencias de aminoacidos de dAb no modificado son como sigue:
(a) DOM 1H-131-206

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEWVSHIPPDGQDPFYADSVKGR
FTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYHCALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSS

(SEC ID N° 1)
(b) DOM 1H-131-511
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEWVSHIPPDGQDPFYADSVKGRFTI
SRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYHCALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSS

(SEC ID N° 2)

(c) DOM 1H-131-202
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEWVSHIPPDGQDPFYADSVKGRFTI
SRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYHCALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSS

(SEC ID N° 3)

(d) Clon de VHH 2(d):
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSVFKINVMAWYRQAPGKGRELVAGIISGGSTSYADSVKGRFTISR
DNAKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCAFITTESDYDLGRRYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGL
VQPGNSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNAKTTLYLQ
MNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS

(SEC ID N° 4)

(e) Clon de VHH 2(e):

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTI
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SRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGLVQPG
NSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNAKTTLYLQMNSL
RPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDY
WMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCARSPSGF
NRGQGTLVTVSS

(SEC ID N° 5)
() Clon de VHH 2(f):

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSYNPMGWFRQAPGKGRELVAAISRTGGSTYYPDSVEGRFTI
SRDNAKRMVYLQMNSLRAEDTAVYYCAAAGVRAEDGRVRTLPSEYTFWGQGTQVTVSSAAAEVQLVESG
GGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSYNPMGWFRQAPGKGRELVAAISRTGGSTYYPDSVEGRFTISRDNAKRM
VYLQMNSLRAEDTAVYYCAAAGVRAEDGRVRTLPSEYTFWGQGTQVTVSS

(SEC ID N° 6)
La divulgacion proporciona un dAb VHH seleccionado de las secuencias siguientes:
(a) Clon de VHH 2(d) + A:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSVFKINVMAWYRQAPGKGRELVAGIISGGSTSYADSVKGRFTISR
DNAKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCAFITTESDYDLGRRYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGL
VQPGNSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNAKTTLYLQ
MNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSA

(SECIDN°7)
(b) Clon de VHH 2(e) + A:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTI
SRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGLVQPG
NSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNAKTTLYLQMNSL
RPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDY
WMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCARSPSGF
NRGQGTLVTVSSA

(SEC ID N° 8)
(c) Clon de VHH 2(f) + A:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSYNPMGWFRQAPGKGRELVAAISRTGGSTYYPDSVEGRFTI
SRDNAKRMVYLQMNSLRAEDTAVYYCAAAGVRAEDGRVRTLPSEYTFWGQGTQVTVSSAAAEVQLVESG
GGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSYNPMGWFRQAPGKGRELVAAISRTGGSTYYPDSVEGRFTISRDNAKRM
VYLQMNSLRAEDTAVYYCAAAGVRAEDGRVRTLPSEYTFWGQGTQVTVSSA

(SEC ID N° 9)

La invencion proporciona un dAb DOM1h-131-206 modificado que se une a TNFR1 y que esta seleccionado de la
secuencia de aminoacidos siguiente:

(a) dAb DOM1h-131-206 con una extension de solo una alanina en el extremo C terminal:

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEWVSHIPPDGQDPFYADSVKGRFTI
SRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYHCALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSSA

(SEC ID N° 16)

La invencién también proporciona acidos nucleicos que codifican las moléculas de la invencion descritas en el
presente documento, por ejemplo acidos nucleicos que codifican los dAb anti-TNFR1 descritos anteriormente.
También se proporciona celulas huésped, por ejemplo células huésped no embrionarias, por ejemplo células
huésped procariotas o eucariotas tales como células huésped de E. coli o de levadura que comprenden estos acidos
nucleicos.

El experto apreciara que, después de la produccion de una molécula tal como se ha descrito en el presente
documento, por ejemplo un dAb, en particular dependiendo de la linea celular usada y en particular de la secuencia
de aminoacidos particular de la molécula, por ejemplo dAb, pueden tener lugar modificaciones postraduccionales.
Por ejemplo, esto puede incluir la escisiéon de determinadas secuencias lider, la adicion de diversos restos de azucar
en diversos patrones de glucosilacion y fosforilacién, desamidacién, oxidacion, mezclado de enlace disulfuro,
isomerizacion, eliminacion de lisina del extremo C, y ciclacion de glutamina en el extremo N terminal. La presente
invencion abarca el uso de las moléculas, por ejemplo dAb, que se han sometido a, o han experimentado, una o
varias modificaciones postraduccionales. De este modo un dAb de la invencién incluye un dAb que ha
experimentado una modificacion postraduccional tal como se describe a continuacion: Se sabe que la glucosilacion
de anticuerpos en posiciones conservadas de sus regiones constantes tiene un efecto profundo sobre la funcion del
anticuerpo, en particular el funcionamiento efector; véase, por ejemplo, Boyd y col. (1996) Mol. Immunol. 32: 1311-
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1318. Se contemplan variantes de glucosilacion de las proteinas de unién a antigeno de la invencion en las que se
afiaden, se sustituyen, se eliminan o se modifican uno o varios restos carbohidrato. La introduccion de un motivo de
asparagina-X-serina o asparagina-X-treonina crea un posible sitio de union enzimatica de los restos carbohidratos vy,
por tanto, pueden usarse para manipular la glucosilacién de un anticuerpo. En Raju y col. (2001) Biochemistry 40:
8868-8876 la sialilacion terminal de una inmunoadhesina TNFR-IgG se incrementd mediante un procedimiento de
regalactosilacion y/o resialilacién usando beta-1,4-galactosiltransferasa y/o alfa-2,3 sialiltransferasa. Se cree que el
incremento de la sialilacion terminal aumenta la semivida de la inmunoglobulina. Los anticuerpos, en comun con la
mayoria de las glucoproteinas, normalmente se producen como una mezcla de glucoformas. Esta mezcla es
particularmente evidente cuando los anticuerpos se producen en células eucariotas, particularmente de mamifero.
Se han desarrollado diversos procedimientos para fabricar glucoformas definidas, véase Zhang y col. (2004) Science
303: 371: Sears y col. (2001) Science 291: 2344; Wacker y col. (2002) Science 298: 1790; Davis y col. (2002) Chem.
Rev. 102: 579; Hang y col. (2001) Acc. Chem. Res 34: 727. Los anticuerpos (por ejemplo de los isotipos de IgG, por
ejemplo IgG1) tal como se describen en el presente documento pueden comprender un numero definido (por
ejemplo 7 o menos, por ejemplo 5 0 menos, tal como dos o solo uno) de glucoforma(s). las desamidacion es una
reaccion enzimatica que convierte primeramente asparagina (N) en acido isoaspartico y acido aspartico (D) en una
relacion de aproximadamente 3:1. En un grado muy inferior, la desamindacion puede tener lugar con restos de
glutamina de un modo similar. La desaminacién en una CDR da como resultado un cambio en la carga de la
molécula, pero tipicamente no da como resultado un cambio en la unién a antigeno, ni afecta sobre PK/PD; la
oxidacion puede tener lugar durante la produccion y almacenamiento ( es decir, en presencia de condiciones
oxidantes) y da como resultado una modificacion covalente de una proteina, inducida bien directamente mediante
especies de oxigeno reactivas o bien indirectamente mediante reaccion con subproductos secundarios de estrés
oxidativo. La oxidacion sucede primeramente con restos de metionina, pero ocasionalmente puede tener lugar en
restos de tripotofano y cisteina libre; la introduccion de enlaces disulfuro puede tener lugar durante la produccion y
condiciones de almacenamiento basicas. En determinadas circunstancias, los enlaces disulfuro pueden romperse o
formarse incorrectamente, dando como resultado restos de cisteina desparejados (-SH). Estos sulfhidrilos (-SH)
libres (desparejados) pueden promover un reordenamiento; la isomerizacion tiene lugar tipicamente durante la
produccion, purificacion y almacenamiento (a pH acido) y generalmente tiene lugar cuando se convierte acido
aspartico e acido isoaspartico mediante un proceso quimico; la glutamina N terminal de la cadena pesada y/o de la
cadena ligera es probable que forme piroglutamina (pGlu). La mayor parte de la formacion de pGlu sucede en el
biorreactor de produccion, pero puede formarse de forma no enzimatica, dependiendo del pH y la temperatura del
procesamiento y las condiciones de almacenamiento. La formacién de pGlu se considera como una de las rutas de
detragacion principales para mAb recombinantes; la eliminaciéon de la lisina del extremo C es una reaccion
enzimatica catalizada por carbopeptidasas y se observa cominmente en mAb recombinantes. Las variantes de este
proceso incluyen la eliminacion de lisina de una o ambas cadenas pesadas. La eliminacion de lisina no parece que
afecte a la bioactividad y no tiene efecto sobre la funcion efectora del dAb.

La divulgacion también proporciona un procedimiento para producir una molécula de la presente invencion que
comprende una extension de aminoacidos presente como una fusion directa, comprendiendo el procedimiento
mantener una célula huésped tal como las descritas anteriormente que comprende un acido nucleico y/o constructo
recombinante que codifica una fusiéon de la invenciéon en condiciones adecuadas para la expresion de dicho acido
nucleico recombinante, con lo que se produce una fusion.

La invencién también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden las moléculas modificadas de la
invencion. La invencion proporciona también una composicion farmacéutica de la invencion para su uso en terapia,
por ejemplo para su uso en el tratamiento o la prevencion de, por ejemplo, una enfermedad o afeccion o trastorno y
que comprende administrar a dicho individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion
farmacéutica de la invencion. Generalmente, las moléculas de la invencion se usaran en forma purificada junto con
vehiculos farmacolégica o fisiolégicamente apropiados. Tipicamente, estos vehiculos pueden incluir soluciones
acuosas o alcoholicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, incluyendo cualquier solucion salina y/o medios
tamponados. Los vehiculos parenterales pueden incluir solucion de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y
cloruro de sodio y Ringer lactato. Los coadyuvantes adecuados fisioldgicamente aceptables, si es necesario para
mantener un complejo polipeptidico en suspension, pueden seleccionarse de espesantes tales como
carboximetilcelulosa, polivinilpirrolidona, gelatina y alginatos. Los vehiculos intravenosos incluyen reforzadores
fluidos y nutrientes y reforzadores electroliticos tales como los basados en dextrosa de Ringer. También pueden
estar presentes conservantes y otros aditivos, tales como agentes antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes
y gases inertes (Mack (1982) Remington's Pharmaceutical Sciences, 162 edicion). Puede usarse una diversidad de
formulaciones adecuadas, incluidas las formulaciones de liberacion prolongada.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden administrarse solas o en combinacién con otras moléculas
o restos, por ejemplo polipéptidos, proteinas y/o moléculas terapéuticas (por ejeplo, otras proteinas (incluidos
anticuerpos), péptidos o farmacos de molécula pequena.

La invencion también proporciona composiciones farmacéuticas de la invencion que comprenden dAb VH para su
uso en el tratamiento de enfermedades o trastornos inflamatorios, por ejemplo psoriasis, artritis, esclerosis multiple,
enfermedad inflamatoria del intestino (por ejemplo) enfermedad de Crohn y colitis ulcerante; o por ejemplo
enfermedades o trastornos respiratorios o pulmonares, por ejemplo seleccionados entre: enfermedad pulmonar
obstructiva cronica, bronquitis crénica, bronquitis obstructiva cronica y enfisema, inflamacion pulmonar, enfermedad
pulmonar obstructiva cronica, asma, neumonia, neumonitis hipersensitiva, infiltrado pulmonar con eosinofilia,
enfermedade pulmonar ambiental, neumonia, bronquiectasis, fibrosis cistica, enfermedad pulmonar intersticial,
hipertensién pulmonar primaria, tromboembolismo pulmonar, trastornos de la pleura, trastornos del mediaestinio,
trastornos del diafragma, hipoventilacion, hiperventilacion, apnea del suefio, sindrome de dificultad respiratoria
aguda, mesotelioma, sarcoma, rechazo de injerto, enfermedad de injerto frente a huésped, cancer de pulmon, rinitis
alérgica, alergia, asbestosis, aspergiloma, aspergilosis, bronquiectasis, bronquitis crénico, enfisema, neumonia
eosindfila, fibrosis pulmonar idiopatica, enfermedad de neumococos invasiva, gripe, micobacterias no tuberculosas,
efusion pleural, neumoconiosis, neumocitosis, neumonia, actinomicosis pulmonar, proteinosis pulmonar alveolar,
carbunco pulmonar, edema pulmonar, embolia pulmonar, inflamacién pulmonar, hictiocitosis pulmonar X,
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hipertensiéon pulmonar, nocardiosis pulmonar, tuberculosis pulmonar, enfermedad venooclusiva pulmonar,
enfermedad pulmonar reumatoide, sarcoidosis y granulomatosis de Wegener y lesién pulmonar aguda (LPA) y
también sindrome de insuficiencia respiratorio aguda (SIRA) y complicaciones de los mismos tales como lesion renal
aguda.

La invencién también se refiere al uso de cualquiera de las composiciones descritas en el presente documento para
su uso en terapia o profilaxis de cualquiera de las enfermedades o trastornos inflamatorios o enfermedades o
trastornos respiratorios o pulmonares tal como se han descrito anteriormente.

Las composiciones que contienen los dAb anti-TNFR1 tal como se describen en el presente documento, por ejemplo
DOM 1H-131-206 con una extensiéon de alanina C terminal, pueden administrarse para tratamientos profilacticos o
terapéuticos y se administran en forma de una "dosis terapéuticamente eficaz". Las cantidades necesarias para
lograr esta dosificacion dependeran de la gravedad de la enfermedad y del estado general del sistema inmunitario
propio del paciente, pero generalmente variaran de 0,005 a 5,0 mg de dAb por kilogramo de peso corporal del
paciente, siendo mas comunmente usadas dosis de 0,05 a 2,0 mg/kg/dosis. Para aplicaciones profilacticas, se
pueden usar dosificaciones similares o ligeramente inferiores para prevenir, inhibir o retardar la aparicion de la
enfermedad (por ejemplo, para mantener la remisién o quiescencia, o para prevenir una fase aguda). El médico
experto sera capaz de determinar el intervalo de dosificacidon apropiado para tratar, suprimir o prevenir la
enfermedad. Cuando se administra un dAb anti- TNFR1 tal como se ha descrito en el presente documento para
tratar, suprimir o prevenir una enfermedad inflamatoria crénica, puede administrarse hsta cuatro veces al dia, dos
veces por semana, una vez por semana, una vez cada dos semanas, una vez al mes o una vez cada dos meses, a
una dosis de, por ejemplo, aproximadamente 10 ug/kg a aproximadamente 80 mg/kg, aproximadamente 100 ug/kg a
aproximadamente 80 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 80 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg a
aproximadamente 70 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 60 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg a
aproximadamente 50 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 40 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg a
aproximadamente 30 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg a
aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 10 ug/kg a aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 10 ug/kg
a aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 10 pg/kg a aproximadamente 2,5 mg/kg, aproximadamente 1 mg/kg,
aproximadamente 2 mg/kg, aproximadamente 3 mg/kg, aproximadamente 4 mg/kg, aproximadamente 5 mg/kg,
aproximadamente 6 mg/kg, aproximadamente 7 mg/kg, aproximadamente 8 mg/kg, aproximadamente 9 mg/kg o
aproximadamente 10 mg/kg. En realizaciones particulares, el dAb anti-TNFR1 puede administrarse para tratar,
suprimir o prevenir una enfermedad inflamatoria crénica una vez cada dos semanas o una vez al mes a una dosis de
aproximadamente 10 pg/kg a aproximadamente 10 mg/kg (por ejemplo, aproximadamente 10 pg/kg,
aproximadamente 100 pg/kg, aproximadamente 1 mg/kg, aproximadamente 2 mg/kg, aproximadamente 3 mg/kg,
aproximadamente 4 mg/kg, aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 6 mg/kg, aproximadamente 7 mg/kg,
aproximadamente 8 mg/kg, aproximadamente 9 mg/kg o aproximadamente 10 mg/kg.)

El tratamiento o terapia realizada usando las composiciones descritas en el presente documento se considera
“eficaz” si se reducen o alivian uno o varios sintomas o signos (por ejemplo, en al menos el 10 % o al menos un
punto en la escala de valoracion clinica), con relacion a dichos sintomas presentes antes del tratamiento o con
relacion a dichos sintomas en un individuo (ser humano o modelo animal) no tratado con dicha composicion u otro
control adecuado. Los sintomas dependeran, obviamente, de la naturaleza precisa de la enfermedad o trastorno
diana, pero pueden ser medidos por un médico o técnico experto.

De forma similar, la profilaxis realizada usando una composicion tal como se describe en el presente documento es
“eficaz” si la aparicion o la gravedad de uno o varios sintomas o signos se retarda, se reduce o se abole con
respecto a dichos sintomas en un individuo similar (ser humano o modelo animal) no tratado con la composicion.

A las moléculas de la invencion se les puede dar formato posteriormente para que tengan un tamafio hidrodinamico
superior para aumentar adicionalmente la semivida, por ejemplo, uniend un grupo PEG, albumina de suero,
transferrina, receptor de transferrina o al menos la porciéon de union de transferrina del mismo, una regiéon Fc de
anticuerpo o mediante conjugacion a un dominio de anticuerpo. Por ejemplo, el dAb que se une a albumina de suero
puede darsele formato en forma de un fragmento de unién a antigeno mas grande de un anticuerpo (por ejemplo,
darle formato en forma de Fab, Fab’, F(ab),, F(ab’),, IgG, scFv).

En determinadas realizaciones, la divulgacion proporciona una composicion segun la invenciéon que comprende un
ligando con especificidad dual o un ligando con especificidad multiple que comprende un primer dAb que esta
modificado segun la invencion, por ejemplo mediante una extension C terminal y/o mediante una mutacién de marco
estructural P14A y un segundo dAb que tiene la misma especifidad de union o una diferente que el primer dAb y
opcionalmente en el caso de ligandos multiespecificos otros dAb. El segundo dAb (u otros dAb) pueden unirse
opcionalmente a una diana diferente y también pueden comprender opcionalmente una extension en el extremo C
y/o una mutacion estructural P14A segun la invencion.

En un aspecto, la invencién proporciona las moléculas y composiciones de la invencién para su administracion
mediante administracion parenteral, por ejemplo mediante inyeccidon subcutanea, intramuscular o intravenosa,
inhalacién, administracion nasal, administracion transmucosal, administracion oral, administraciéon al tracto Gl de un
paciente, administracion rectal o administracién ocular. En un aspecto, la invenciéon proporciona el uso de las
moléculas y composiciones de la invecion en la fabricacion de un medicamento para administrar mediante inyeccion
subcutanea, inhalacién, administracion intravenosa, administracion nasal, administracion transmucosal,
administracion oral, administracién al tracto Gl del paciente, administracion rectal, administracién transdérmica u
ocular.

En un aspecto, la divulgacion proporciona un procedimiento para administrar a un paciente mediante inyeccion
subcutanea, administracion pulmonar, administraciéon intravenosa, administracion nasal, administracion
transmucosal, administraciéon oral, administracion al tracto Gl de un paciente, administracion rectal u ocular,
comprendiendo el procedimiento administrar al paciente una cantidad farmacéuticamente eficaz de una molécula de
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la invencion.

En un aspecto, la divulgacion proporciona una formulacion oral, inyectable, inhalable, nebulizable que comprende
una molécula de la invencion.

La formulacion puede ser en forma de un comprimido, pildora, capsula, liquido o sirope.

El término "sujeto" o “individuo” tal como se define en el presente documento incluye animales tales como
mamiferos, incluidos, pero sin limitarse a, primates (por ejemplo, seres humanos), vacas, ovejas, caballos, perros,
gatos, conejos, cobayas, ratas, ratones u otras especies de bovinos, ovinos, equinos, canidos, felinos, roedores o
murinos.

La divulgacion también proporciona un kit para su uso en la administracion de moléculas y composiciones segun la
invencion a un sujeto (por ejemplo un paciente humano) que comprende una molécula o composiciéon de la
invencion, un dispositivo de administracion del farmaco y, opcionalmente, instrucciones de uso. La composicion
puede proporcionarse en forma de formulacion, tal como una formulacié liofilizada o una formulacion de liberacion
lenta. En determinadas realizaciones, el dispositivo de administracion del farmaco se selecciona del grupo
constituido por una jeringa, un inhalador, un dispositivo de administracion intranasal u ocular (por ejemplo un
nebulizador, un gotero ocular o nasal) y un dispositivo de inyeccion sin aguja.

Las moléculas y composiciones de la invencion pueden liofilizarse para su almacenamiento y reconstituirse en un
vehiculo adecuado antes de su uso. Puede usarse cualquier procedimiento de liofilizacién adecuado (por ejemplo,
secado por pulverizacion, secado de torta) y/o técnico de reconstitucion. Se apreciara por parte de los expertos en la
técnica que la liofilizacion y reconstitucion puede dar como resultado diversos grados de pérdida de actividad del
anticuerpo y que se pueden tener que ajustar niveles de uso para compensar. En una realizacion particular, la
divulgacion proporciona una composicion que comprende una composicion liofilizada tal como se describe en el
presente documento. Preferentemente, la composicion liofilizada no pierde mas de aproximadamente el 20 %, o mas
de aproximadamente el 25 %, o mas de aproximadamente el 30 %, o mas de aproximadamente el 35 %, o mas de
aproximadamente el 40 %, o mas de aproximadamente el 45 %, o mas de aproximadamente el 50 % de su actividad
(por ejemplo, su actividad de unién a albumina de suero) cuando se rehidrata. La actividad es la cantidad de
composicion requerida para producir el efecto de la composicion antes de que fuera liofilizada. La actividad dela
composicion puede determinarse usando cualquier procedimiento adecuado antes de la liofilizacion y la actividad
puede determinarse usando el mismo prodemiento después de la rehidratacién para determinar la cantidad de
actividad perdida.

La divulgacion también proporciona formulaciones de liberacion mantenida o lenta que comprenden las moléculas
de la invencién, pudiendo comprender dichas formulaciones de liberacién mantenida las moléculas de la invencion
en combinacién con, por ejemplo, acido hialurénico, microesferas o liposomas y otros vehiculos, excipientes y/o
diluyentes farmacéutica o farmacolégicamente aceptables.

En un aspecto la invenciéon proporciona una composicion farmacéutica que comprende una molécula de la invencion
y un vehiculo, excipiente y/o diluyente farmacéutica o farmacolégicamente aceptable.

La invencion proporciona el dAb DOM1h-131-206 con una extensién de solo una alanina en el extremo C terminal
(SEC ID N° 16), por ejemplo en forma de una composicion farmacéutica, por ejemplo para su uso para tratar una
enfermedad o trastorno, por ejemplo para tratar una enfermedad o trastorno respiratorio tal como COPD, LPA o
ARDS. El dAb DOM1h-131-206 dAb con una extension de solo una alanina en el extremo C terminal (SEC ID N° 16)
(o composicién farmacéutica que comprende el dAb DOM1h-131-206 con una extension de solo una alanina en el
extremo C terminal) cuando se usa para tratar una enfermedad o trastorno respiratorio tal como COPD, LPA o ARDS
puede administrarse a un sujeto, por ejemplo a un sujeto humano, mediante inyeccidon (por ejemplo mediante
inyeccion subcutanea, intravenosa o intramuscular) o alternativamente puede administrarse al sujeto, por ejemplo un
sujeto humano, mediante administracion pulmonar, por ejemplo mediante nebulizacion usando un nebulizador
estandar o mediante inhalacién, por ejemplo usando un dispositivo inhalador estandar. La divulgacion también
proporciona formulaciones de liberacion mantenida y/o liofilizadas que comprenden los dAb TNFR1 modificados de
la presente invencién con unién a ADA reducida, tales como el dAb DOM1h-131-206 con una extension de solo una
alanina en el extremo C terminal (SEC ID N° 16). También se proporciona un dispositivo de administracién, por
ejemplo un dispositivo inhalador o nebulizador que comprende los dAb TNFR1 modificados de la presente invencion,
tal como el dAb DOM1h-131-206 con una extension de una Unica alanina en el acido nucleico del extremo C terminal
(SEC ID N° 16).

En un aspecto la invencion proporciona el DOM1h-131-206 dAb con una extensién de solo una alanina en el
extremo C terminal (SEC ID N° 16), para tratar un trastorno de la piel inflamatorio, por ejemplo psoriasis y se
proporciona también mediante la divulgacion uno cualquiera de los regimenes de dosificacion tal como se han
descrito anteriormente para el uso de un anticuerpo de dominio en el tratamiento de la soriaris.El anticuerpo de
dominio puede proporcionarse en una vial que contiene 100 mg o por ejemplo 40 mg de un liofilizado del anticuerpo
de dominio. El liofilizado pued comprender sacarosa, glicina, dihidrogenofosfato de sodio y polisorbato 80. Este
anticuerpo de dominio liofilizado puede reconstituirse inicialmente en 5 mnl de agua estéril y después diluirse con
agua estéril u otro diluyente farmacéuticamente aceptable para fabricar composiciones farmacéuticas que
comprenden 20 mg/ml, 5 mg/mly 1 mg/ml del anticuerpo de dominio.

El anticuerpo de dominio puede usarse para tratar pacientes humanos que tengan psoriasis. En particular, el
anticuerpo de dominio puede usarse para tratar pacientes humanos que se ha identificado que tienen psoriasis tipo
placa crénica moderada leve o grave estable con una o dos areas de placa. Segun la Fundacién Nacional de
Psoriasis de Estados Unidos, la psoriasis tipo placa leve afecta a menos del 3 % de un area superficial del cuerpo
del paciente humano, la psoriasis tipo placa moderada afecta a entre el 3 % y el 10 % del area superficial del
paciente humano y la psoriasis grave afecta a mas del 10 por ciento del area superficial del cuerpo del paciente.
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Véase, por ejemplo Krajacic, 6 (5) Supplement 6, Biotechnology Healthcare, diciembre de 2009 y Fundacion
Nacional de Psoriasis, About Psoriasis: Estadisticas Como punto de referencia, una palma de la mano de un
paciente humano podria considerarse aproximadamente como el 1 % del area superficial del cuerpo del paciente. La
gravedad de la psoriasis también puede determinarse, como alternativa, segun el area de psoriasis y el indice de
gravedad mediante el uso del sistema de graduacion descrito por Fredrikson que se basa en cuatro criterios:
enrojecimiento, espesor, escamado y la cantidad de area superficial implicada. Véase, por ejemplo, Fredrickson, 157
Dermatologica 238 (1978). Las placas psoriaticas que se van a tratar pueden tener un espesor infiltrado comparable
de al menos 200 um, evaluado mediante medidas sonograficas, cuando el anticuerpo de dominio se administra por
primera vez. Los pacientes humanos pueden ser sujetos masculinos o femenidos que tienen psorisis tipo placa con
placa(s) estable(s) en las extremidades superiores, muslos o tronco. Estos pacientes humanos pueden tener de
aproximadamente 18 a aproximadamente 70 afos de edad. Los pacientes humanos también pueden tener de 14 a
26 afios de edad asi como 14 o mas arfios de edad.

El anticuerpo de dominio puede administrarse a estos pacientes humanos mediante inyeccién en la placa psoriatica.
En particular, pueden administrarse 100 pl de una composiciéon farmacéutica que comprende 20 mg/ml, 5 mg/ml o 1
mg/ml del anticuerpo de dominio mediante inyecciéon en la placa psoriatica a una profundidad que se dirige a la
epidermis y a la dermis superficial de la placa.

El anticuerpo de dominio puede administrarse a un paciente humano con una placa psoriatica segun un protocolo de
tratamiento en el que se inyectan en una placa psoriatica 100 pl de una composicion farmacéutica que comprende 5
mg/ml de un anticuerpo de dominio una vez a la semana durante un periodo de tratamiento de 28 dias. En dicho
protocolo de tratamiento, se administrara al paciente la composicion farmacéutica cuatro veces y recibira 0,5 mg del
anticuerpo de dominio durante cada administracion de modo que se reciba una dosis total de 2 mg del anticuerpo de
dominio durante el periodo de tratamiento de 28 dias. Esto significa, por ejemplo, que en un protocolo de tratamiento
que abarca 28 dias el paciente recibiria la primera inyeccion de 100 pl que contiene 0,5 mg del anticuerpo de
dominio el dia uno, la segunda de dichas inyecciones el dia ocho, la tercera de dichas inyecciones el dia quince y la
cuarta de dichas inyecciones el dia veintidos. Las dosis de anticuerpo de dominio (por ejemplo, inyeccion de 100 pl
que contiene 0,5 mg del anticuerpo de dominio) en este protocolo de tratamiento se administran sobre una base de
un mg por paciente.

El anticuerpo de dominio puede administrarse también a un paciente humano con una placa psoriatica segun un
protocolo de tratamiento en el que se inyectan en una placa psoriatica 100 pl de una composicion farmacéutica que
comprende 20 mg/ml de un anticuerpo de dominio una vez a la semana durante un periodo de tratamiento de 28
dias. En dicho protocolo de tratamiento, se administrara al paciente la composicién farmacéutica cuatro veces y
recibira 2 mg del anticuerpo de dominio durante cada administracion de modo que se reciba una dosis total de 8 mg
del anticuerpo de dominio durante el periodo de tratamiento de 28 dias. Esto significa, por ejemplo, que en un
protocolo de tratamiento que abarca 28 dias el paciente recibiria la primera inyeccion de 100 pl que contiene 2 mg
del anticuerpo de dominio el dia uno, la segunda de dichas inyecciones el dia ocho, la tercera de dichas inyecciones
el dia quince y la cuarta de dichas inyecciones el dia veintidos. Las dosis de anticuerpo de dominio (por ejemplo,
inyeccion de 100 ul que contiene 2 mg del anticuerpo de dominio) en este protocolo de tratamiento se administran
sobre una base de un mg por paciente.

El anticuerpo de dominio puede administrarse también a un paciente humano con una placa psoriatica segun un
protocolo de tratamiento en el que se inyectan en una placa psoriatica 100 pl de una composicion farmacéutica que
comprende 5 mg/ml de un anticuerpo de dominio dos veces a la semana durante un periodo de tratamiento de 28
dias. En dicho protocolo de tratamiento, se administrara al paciente la composicién farmacéutica cuatro veces y
recibira 0,5 mg del anticuerpo de dominio durante cada administraciéon de modo que se reciba una dosis total de 4
mg del anticuerpo de dominio durante el periodo de tratamiento de 28 dias. Esto significa, por ejemplo, que en un
protocolo de tratamiento que abarca 28 dias el paciente recibiria la primera inyecciéon de 100 yl que contiene 0,5 mg
del anticuerpo de dominio el dia uno, la segunda de dichas inyecciones el dia cuatro, la tercera de dichas
inyecciones el dia ocho, la cuarta de dichas inyecciones el dia once, la quinta de dichas inyecciones el dia quince, la
sexta de dichas inyecciones el dia dieciocho, la séptima de dichas inyecciones el dia veintidos y la octava de dichas
inyecciones el dia veinticinco. Las dosis de anticuerpo de dominio (por ejemplo, inyeccién de 100 yl que contiene 0,5
mg del anticuerpo de dominio) en este protocolo de tratamiento se administran sobre una base de un mg por
paciente.

El anticuerpo de dominio puede administrarse también a un paciente humano con una placa psoriatica segun un
protocolo de tratamiento en el que se inyectan en una placa psoriatica 100 yl de una composicion farmacéutica que
comprende 1 mg/ml de un anticuerpo de dominio una vez a la semana durante un periodo de tratamiento de 28 dias.
En dicho protocolo de tratamiento, se administrara al paciente la composicion farmacéutica cuatro veces y recibira
0,1 mg del anticuerpo de dominio durante cada administracion de modo que se reciba una dosis total de 0,4 mg del
anticuerpo de dominio durante el periodo de tratamiento de 28 dias. Esto significa, por ejemplo, que en un protocolo
de tratamiento que abarca 28 dias el paciente recibiria la primera inyeccion de 100 pl que contiene 0,1 mg del
anticuerpo de dominio el dia uno, la segunda de dichas inyecciones el dia ocho, la tercera de dichas inyecciones el
dia quince y la cuarta de dichas inyecciones el dia veintidos. Las dosis de anticuerpo de dominio (por ejemplo,
inyeccion de 100 pl que contiene 0,1 mg del anticuerpo de dominio) en este protocolo de tratamiento se administran
sobre una base de un mg por paciente.

El documento WO 2008/149148 describe procedimientos de analisis, aislamiento y produccion de dAb DOM1h-131-
206 no modificado y dichos procedimientos son aplicables a dAb TNFR1 modificados de la presente invencién con
union reducida a ADA, por ejemplo al dAb DOM1h-131-206 con una extension de solo una alanina en el extremo C
terminal (SEC ID N° 16), y esta divulgacion (incluidos procedimientos de analisis, aislamiento y produccién) se
incorporan al presente documento.

EJEMPLOS:
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Ejemplo 1: Frecuencia de sujetos sanos con ADA preexistente con el dAb denominado DOM1H-131-206
Procedimientos de ensayo de ADA de DOM1H-131-206 (VH)

El DOM1H-131-206 (SEC ID N° 1) se biotinila a una relacién de exposicion molar a biotina de 8:1. Después del
marcado, el DOM1H-131-206 (SEC ID N° 1) biotinlado se intercambia el tampdn y se almacena en un tampon de
formulacion que contiene fosfato de sodio 14 mM, sacarosa al 8,4 %, glicina al 0,35 %, polisorbato 80 al 0,014 % a
pH 7.4.

El DOM1H-131-206 (SEC ID N° 1) se biotinila a una relacién de exposicion molar a biotina de 5:1. Después del
marcado, al DOM1H-131-206 (SEC ID N° 1) biotinilado se le intercambia el tampo6n y se almacena en un tampoén de
formulacion que contiene fosfato de sodio 14 mM, sacarosa al 8,4 %, glicina al 0,35 %, polisorbato 80 al 0,014 % a
pH 7,4.

El ensayo de anticuerpo antifarmaco (ADA) es un ensayo puente realizado en una plataforma de tecnologia ECL
(electroquimioluminiscencia) MSD™. La tecnologia MSD™ (disponible de Meso scale Discovery, Matyland, Estados
Unidos) usa un quelato metalico de rutenio como marca ECL junto con electrodos de carbono situados entre los
pocillos de una placa de microvaloracion que esta recubierta con estreptavidina. El Sulfo-Tag™ unido usado en el
ensayo produce una sefial de quimioluminiscencia que se desencadena cuando el voltaje se aplica por el
instrumento (Meso Scale Discovery Sector™ Imager 6000). La sefial de luminiscencia resultante se mide en
unidades ECL™. La intensidad de la sefial es directamente proporcional a la cantidad de anticuerpos detectados en
la muestra. Las muestras de control (QC) negativa (suero humano normal; NHS) y positiva (PC; anticuerpo idiotipico
anti-DOM1H-131-206 murino enriquecido en suero humano normal) se llevan a cabo en cada placa de ensayo.

El resumen del procedimiento de ensayo se describe a continuacion:

1.  Una placa MSD™ con estreptavidina se bloquea con 150 pl/pocillo de caseina bloqueante en PBS (al 1 %)
a temperatura ambiente (TA) durante 1-2 horas. El bloqueante se elimina sin lavar.

2. Después de 1 hora de preincubacion, una mezcla homogénea que contiene 0,1 ug/ml de DOM1H-131-206
biotinilado (farmaco), 0,1 ug/ml de DOM1H-131-206 rutenilado (“Sulfo-Tag”™) (farmaco) y muestra en suero al 2
% en diluyente de ensayo (1 % de caseina en PBS) se transfiere a la placa MSD™ y se incuba durante 1 hora
5 minutos a TA.

3. Laplaca MSD se lava después 3 veces con PBST.

4.  Se afaden 150 pl/pocillo de tampdn de lectura y la placa se lee.

Durante la validaciéon de este inmunoensayo especifico, se analizé un panel de muestras de suero de 60 donantes
humanos sanos para determinar la reactividad de fondo en el ensayo. Se determind que aproximadamente el 45 %
de muestras de suero de estos sujetos tenian autoanticuerpos reactivos con VH detectables, la mayor parte de los
isétopos 1gG, que son capaces de unirse a DOM1H-131-206 (los resultados se muestran en la figura 1).

El DOM1H-131-206 no marcado libre compite por la union a ADA en este ensayo dando como resultado una
intensidad de sefal reducida (% alto de inhibicion de la sefial). Este “ensayo de confirmacion” se us6 para
determinar si las versiones modificadas de DOM1H-131-206 y otras moléculas basadas en anticuerpos podrian
competir con DOM1H-131-206 por la uniéon a ADA.

Ejemplo 2: Sustituciones de aminoacidos en el marco estructural VH de DOM1h-131-206

El DOM1H-131-206 libre no marcado compite por la unién a ADA y da como resultado una intensidad de sefal
reducida en el ensayo de ADA de DOM1H-131-206 tal como se ha descrito anteriormente. Este “ensayo de
confinrmacion” se uso, por lo tanto, para determinar si los materiales de ensayo, por ejemplo DOM1H-131-206,
versiones modificadas de DOM1H-131-206, u otras moléculas basadas en anticuerpos (‘material de ensayo”),
podrian inhibir también la unién a ADA de DOM1H-131-206.

Para investigar si la unién de ADA al marco estructural VH podria reducirse, se realizé una serie de sustituciones de
aminoacidos y otras modificaciones al marco estructural de DOM1h-131-206 mediante técnicas de mutagénesis
dirigidas al sitio estandar.

Las moleculas con sustituciones (materiales de ensayo) se analizaron usando el procedimiento siguiente (ensayo de
confirmacion):

Procedimiento del ensayo de confirmacién de DOM1H-131-206 (que puede usarse para analizar dAb VH para
evaluar su unién a ADA):

1.  Seincuban previamente 10 pg/ml de DOM1H-131-206 u otro material de ensayo tal como dAb modificados
durante 1 hora + 5 minutos a TA con suero humano positivo en ADA al 4 % en diluyente de ensayo (caseina al 1
% en PBS).

2. Unaplaca MSD™ con estreptavidina se bloquea con 150 pl/pocillo de caseina bloqueante en PBS (al 1 %)
a temperatura ambiente (TA) durante 1-2 horas. El bloqueante se elimina sin lavar.

3. En una placa de ensayo de microvaloracion, la muestra que contiene suero humano positivo en ADA y 10
pg/ml de material de ensayo tal como dAb modificados se afiade a una mezcla homogénea de DOM1H-131-206
(SEC ID N° 1) biotinilado (farmaco), DOM1H-131-206 (SEC ID N° 1) rutenilado (“Sulfo-Tag” ™) (farmaco) en
diluyente de ensayo (caseina al 1 % en PBS) de tal modo que las concentraciones finales sean de suero humano
positivo en ADA al 2 %, 01 pg/ml de DOM1H-131-206 (SEC ID N° 1) biotinilado (farmaco) y 0,1 pg/ml de
DOM1H-131-206 (SEC ID N° 1) rutenilado (“Sulfo-Tag” ™) (farmaco) y se incuba durante 1 hora + 5 minutos a
TA.

4. Después de 1 hora de incubacion, las muestras de ensayo se transfieren a una placa MSD bloqueada y la
placa se incuba durante 1 hora + 5 minutos en oscuridad a TA.

5. Laplaca MSD™ se lava después 3 veces con PBST.
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6. Se afiaden 150 pl/pocillo de tampdn de lectura y la placa se lee.

Para cada experimento con un clon parental diferente (los resultados se muestran en la tabla 1) se analizaron
muestras de suero humano de 10 sujetos positivos en ADA en el ensayo de confirmacion anterior (en el ejemplo 2) :
Los resultados se muestran en la tabla 1b tanto como % medio de inbicion de la sefial (general) como también el %
de sujetos con unién a ADA. Cuando mas reducido sea el % de inhibicién de la sefial, el compuesto modificado sera
menos capaz de unirse a ADA. Se tom6 un corte de aproximadamente el 40,5 % del % de inhibicién de la sefial para
mostran una uniéon a ADA insignificante. Usando el ensayo de confirmacion, se determind que las sustituciones de
aminoacidos en las posiciones siguientes reducian significativamente la union de ADA preexistente a DOM1H-131-
206 mientras que se mantenia la potencia para la unién al antigeno, es decir, la unién a TNFR1 tal como se
determin6 usando un procedimiento de ensayo de afinidad a TNFR1 mostrado en el ejemplo 5c (los resultados se
muestran en la tabla 1): P14A, P41A, L108Q.

Ejemplo 3: Extensiones de aminoacidos al marco estructural VH de DOM1h-131-206

Para determinar si la modificacién del extremo C terminal del marco estructural VH podria reducir la unién a ADA, se
realizd una serie de modificaciones en el extremo C terminal en los marcos estructurales mediante técnicas ee
mutagénesis dirigidas al sitio estandar. Las moléculas con sustituciones (materiales de ensayo) se analizaron
usando el “ensayo de confirmacion” tal como se ha descrito previamente en el ejempo 2) y los resultados se
muestran en la tabla 1.

La extension en el extremo C terminal de DOM1H-131-206 o de otras moléculas analizadas también redujo
significativamente la unién a ADA preexistente (tabla 1, tabla 2). Los resultados mostrados en la tabla 2 también se
obtuvieron usando el ‘ensayo de confirmacion’ tal como se ha descrito previamente en el ejemplo 2. Este esta
ejemplificado por extensiones A, AS, AST, ASTK, ASTKG, ASTKGP, AAA y todas las extensiones mas largas
analizadas. Los clones VHH que no han sido humanizados tienen generalmente niveles inferiores de union a ADA.

Tabla 1: Valoracion de union de ADA a mutantes de DOM1H-131-206

% medio de inhibicion :
Vodiicaconde | do senalencloneaio | icn's KD (10

medio de 10 sujetos) sujetos)
DOM 1H-131-206 No modificada 99,47 100
DOM 1H-131-206 Q13A 99,21 100
DOM 1H-131-206 P14A 58,32 100
DOM 1H-131-206 P41A 87,35 100
DOM 1H-131-206 K43A 99,51 100
DOM 1H-131-206 G44E 99,47 100
DOM 1H-131-206 R83A 99,32 100
DOM 1H-131-206 HO91S 99,38 100
DOM 1H-131-206 L108Q 90,92 100
DOM 1H-131-206 P14A, G44E 61,61 100
DOM 1H-131-206 G44E, H91S 99,11 100
DOM 1H-131-206 P14A, H91S 50,23 60
DOM 1H-131-206 G44E, L108Q 91,29 100
DOM 1H-131-206 No modificada 96,13 100
DOM 1H-131-206 A C-terminal 15,74 0
DOM 1H-131-206 AS C-terminal 16,28 0
DOM 1H-131-206 AST C-terminal 26,41 50
DOM 1H-131-206 ASTK C-terminal 19,60 40
DOM 1H-131-206 ASTKG C-terminal 28,27 40
DOM 1H-131-206 ASTKGP C-terminal 42,63 60
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% de inhibicion = unidon a ADA (% de inhibicion de sefial cuando la proteina dada compite en el ensayo puente
de ADA (ensayo de confirmacion)).

Tabla 2: Valoracion de la uniéon a ADA de moléculas VHH y anticuerpo de dominio VH con extensiones C terminales

% medio de
inhipicién de
Modificacion de sefial en el % de sujetos con unién
Clon parental : ensayo de .
secuencia confirmacion a ADA (10 sujetos)
(valor medio de
10 sujetos)
Pascolizumab-DT04-H-033 No modificada 99,48 100
Pascolizumab-DT04-H-033 AAA C-terminal 3,46 0
Pascolizumab-DT04-H-033 AST C-terminal 3,44 0
Pascolizumab-DT04-H-033 AS C-terminal 412 0
Pascolizumab-DT04-H-033 A C-terminal 7,46 0
DOM1h-574-208 No modificada 94,13 100
Fusion DOM1h-574-208 - VL dAb VL C-terminal 4,43 0
DT04-H-033 AAA C-terminal 10,98 0
DT04-H-033 AST C-terminal 14,00 0
DT04-H-033 AS C-terminal 8,26 0
DT04-H-033 A C-terminal 12,48 0
FLAG (una secuencia
DT04-H-033 peptidica de 6 12,80 0
aminoacidos) C-terminal
Clon 2 de VHH - 40842 (IL6R) No modificada 18,66 20
Clon 7 de VHH - 40842 (IL6R) No modificada 21,96 20
Clon 3 de VHH - 40955 (RANKL- o
Camélido) No modificada 23,68 20
Clon 8 de VHH - 41015 (RANKL- o
Camélido) No modificada 20,08 20
Clon 9 de VHH - 41016 (RANKL- o
humanizado) No modificada 88,45 100

% de inhibicion = uniéon a ADA (% de inhibicion de sefial cuando la proteina dada compite en el ensayo puente
de ADA)

La secuencia de la etiqueta FLAG puede encontrarse en Nature Biotechnology 1988, Vol 16, paginas 1204-1210.

Notese que se toma el 40 % de inhibicion de la sefial (medio) (0 menos del 40 % de inhibicion de la sefial) para
mostrar una unién a ADA insignificante.

Ejemplo 4: Combinacion de sustituciones de aminoacidos y extension en el extremo C terminal en el marco
estructural VH de DOM1H-131-206

Para determinar si una combinacién de sustituciones de aminoacidos y modificacion del extremo C terminal del
marco estructural VH podria reducir la unién a ADA, se realizaron una serie de modificaciones en el extremo C y/o
sustituciones de aminoacidos en los marcos estructurales mediante técnicas de mutagénesis dirigidas al sitio
estandar. Las moléculas con sustituciones se analizaron usando el “ensayo de confirmacion” descrito previamente
en el ejemplo 2). Los resultados se muestran a continuacion en la tabla 3:
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Tabla 3:

% medio de inhibicion de :
Py ; sefal en el ensayo de % de sujetos con
Clon parental Modificaciéon de secuencia . = union a ADA (10
confirmacion (valor sujetos)
medio de 10 sujetos) |

DOM 1H-131-206 A C-terminal 1,12 0
DOM 1H-131-206 ASTKG C-terminal 1,77 0
DOM 1H-131-206 P14A + A C-terminal 8,76 0
DOM 1H-131-206 P14A + ASTKG C-terminal 11,93 0
DOM 1H-131-206 AST C-terminal 34,96 20
DOM 1H-131-206 Delecion de S (AS) C-terminal 44,67 40
DOM 1H-131-206 P14E 47,22 60
DOM 1H-131-206 P14K 46,70 50
DOM 1H-131-206 P14Q 52,87 60
DOM 1H-131-206 P14T 68,86 100
DOM 1H-131-206 L11A 97,96 100
DOM 1H-131-206 A84T 90,96 100
DOM 1H-131-206 L108A 94,30 100
DOM 1H-131-206 T110A 78,84 100
DOM 1H-131-206 S112A 77,11 80
DOM 1H-131-206 P14K + A C-terminal 29,13 10
DOM 1H-131-206 P14K + ASTKG C-terminal 25,01 10
DOM 1H-131-206 P14Q + A C-terminal 29,66 20
DOM 1H-131-206 P14Q + ASTKG C-terminal 21,76 10
DOM 1H-131-206 P14T + A C-terminal 32,97 20
DOM 1H-131-206 P14T + ASTKG C-terminal 17,19 0

Ejemplos 5a y 5b: Afinidad de la extension en el extremo C terminal de DOM1H-131-206

Se realizaron estudios adicionales para determinar si las modificaciones en DOM1H-131-206 que reducen la unién a
ADA preexistente daban como resultado algin cambio en la afinidad de este dAb por su diana, TNFR1 humano.

Ejemplo 5a: Valoracién de la uniéon de TNFR1 a mutantes de DOM1H-131-206 mediante ELISA

La capacidad de variantes modificadas de DOM 1H-131-206 (dAb de ensayo) para unirse a TNFR1 humano se
determind por ELISA. Se observé que la mutacion estructural y las modificaciones en el extremo C terminal que se
mostraron para reducir la union a ADA preexistente tenian generalemnte una union comparable a TNFR1 en
comparacion con el dAb DOM1H-131-206. La excepcion fue DOM1H-131-206 con una extensiéon en el extremo C
terminal de ASTKGP, que tenia una CEsy 5 veces inferior por la union a TNFR1 en comparaciéon con el dAb DOM1H-
131-206 parental.

Protocolo del ensayo de union de TNFR1 por ELISA:

1. Se afiade TNFR1-Fc recombinante humano (R&D Systems) a placas ELISA de 96 pocillos a una
concentracion final de 0,1 pg/ml en tampon carbonato-bicarbonato a pH 9,4 (Pierce).

2. Después de una incubacién durante la noche a 4 °C, se elimina el exceso de TNFR1:Fc lavando tres veces
con tampon de lavado (tampon de lavado: Tween-20 al 0,1 %/PBS) y tres veces con PBS.

3. Las placas se bloquean con BSA al 1 % en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. se elimina el
bloque lavando como anteriormente y después se afiaden muestras de dAb de ensayo diluidas en diluyente de
ensayo (BSA al 0,1 % + Tween-20 al 0,05 %/PBS) a la placa y se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente.
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4. Después de lavar como anteriormente, se afiade una Ig (especifica de Vh) anti-humana de conejo policlonal
a una dilucion de 1:1000 en diluyente de ensayo y se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente.

5. Después de lavar como anteriormente, se afiade un HRP anti-conejo de ratén a una dilucion de 1:10.000 en
diluyente de ensayo y se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente.

6. Después de lavar como anteriormente se afiaden 100 uL de sustrato SureBlue TMB a cada pocillo. Una vez
se ha desarrollado un color azul suficiente, la reacciéon enzimatica se detiene con 100 pL de HCI 1 My la placa se
lee a 450 nm.

7. Las curvas de respuesta a la dosis para cada dAb de ensayo se preparan representando la concentracion
frente a valores de absorbancia. Los valores de CE50 para la unién de dAb a TNFR1 se determinan usando
Graphpad Prism.

Tabla 4a. Valoracion de la union a TNFR1 para mutantes de DOM1H-131-206

Clon parental e ecuenca | union & TNEFT (aM)
DOM 1H-131-206 No modificada 1,99
DOM 1H-131-206 Q13A 1,75
DOM 1H-131-206 P14A 1,22
DOM 1H-131-206 P41A 0,59
DOM 1H-131-206 K43A 0,67
DOM 1H-131-206 G44E 0,86
DOM 1H-131-206 R83A 0,76
DOM 1H-131-206 HO91S 0,96
DOM 1H-131-206 L108Q 0,85
DOM 1H-131-206 P14A,G44E 2,03
DOM 1H-131-206 G44E, H91S 3,50
DOM 1H-131-206 P14A, H91S 0,75
DOM 1H-131-206 G44E, L108Q 1,64
DOM 1H-131-206 No modificada 1,99
DOM 1H-131-206 A C-terminal 1,21
DOM 1H-131-206 ASTK C-terminal 1,59
DOM 1H-131-206 ASTKG C-terminal 1,11
DOM 1H-131-206 ASTKGP C-terminal 11,89

Tabla 4b: Valoracion de la union de TNFR1 para mutantes de DOM1H-131-206

Modificacion de CE50 media para la

Clon parental secuencia union a TNFR1 (nM)
DOM 1H-131-206 No modificada 0,67
DOM 1H-131-206 P14A + A C-terminal 0,57

P14A + ASTKG C-
DOM 1H-131-206 terminal 1,47
DOM 1H-131-206 AST C-terminal 1,99
Delecion de S (AS) C-

DOM 1H-131-206 terminal 0,50
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(continuacion)

Clon parental Msetuand | omion & TNERT (on)
DOM TH-137-206 P14E 0,64
DOM TH-137-206 P1aK 0,72
DOM 1H-131-206 P14Q 0,07
DOM TH-131-206 P14T 0,77
DOM TH-137-206 [T7A 0,57
DOM TH-131-206 ABAT 0,79
DOM TH-131-206 [708A 0,70
DOM TH-131-206 TTT0A 0,29
DOM TH-131-206 ST12A 7,19
DOM TH-131-206 P14K + A C-terminal 0,46
DOM 1H-131-206 P1aK & ASTKG C- 0,48
DOM TH-131-206 P14Q + A Cterminal 0,46
DOM 1H-131-206 P14Q + ASTRG C- 1,10
DOM TH-131-206 P14T + A C-terminal 0,66
DOM 1H-131-206 P14T + ASTHG C- 0,72

Tabla 4c: Valoracién de la unién de TNFR1 para mutantes de DOM1H-131-206

I | e
DOM 1H-131-206 No modificada 1,97
DOM 1H-131-206 A C-terminal 2,71
DOM 1H-131-206 P14A + A C-terminal 2,22
DOM 1H-131-206 ASTKG C-terminal 1,90
DOM 1H-131-206 P14A HASTKG C- 4,64

Ejemplo 4b: Procedimiento de ensayo de afinidad de TNFR1 usando Biacore™

La afinidad de un dAb DOM1H-131-206 con una extension de A en el extremo C se determind mediante resonancia
de plasmon superficial usando un Biacore™ T100. Se inmovilizd anticuerpo IgG anti-humano a un chip CM4 y se
capturé6 TNFR1:Fc humano en esta superficie a un nivel de aproximadamente 60 unidades relativas. Se inyectaron
materiales de ensayo diluidos en tampdn a concentraciones finales de 25 nM a 0,024 nM (en un intervalo de dilucion
de 4 veces) sobre el TNFR1:Fc. Se generaron curvas de unién de doble referencia usando una curva de material de
ensayo 0 nM, y los datos se introdujeron en un modelo de unién 1:1 para generar datos cinéticos. La unién de
material de ensayo a TNFR1 de mono cynomolgus se determiné del mismo modo. Los datos cinéticos de union se
muestran a continuacion en la tabla 4d siguiente.

En conclusion, la cinética de union de dAb TNFR1 modificado (es decir, con adicion de A en el extremo C) y no
modificado fueron similares.
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Tabla 4d:
Cinética de unién
Modificacion de
DOM1H-131-206 Ka (M-1.s-
1%()(102) kd (s-1)m(x104) | KD (M) (x10-1)
A C-terminal 9,02 2,29 2,53
TNFR1 humano
No modificada 9,94 1,42 1,43
TNFR1 de mono .
Cynomolgus No modificada 10,10 1,51 1,50
A C-terminal 9,60 1,89 1,97

(no se calcularon errores para los datos anteriores)

Ejemplo 6: Farmacocinética de la extensién en el extremo C terminal de DOM1H-131-206

Se realizaron estudios adicionales para determinar si las modificaciones en DOM1H-131-206 que reducen la unién a
ADA preexistente daban como resultado algiin cambio en la farmacocinética de este dAb.

Procedimiento farmacocinético

La exposicion sistémica de DOM 1H-131-206 y DOM 1H-131-206 con una extension de alanina en el extremo C
terminal se determind en monos Cynomolgus. Se dosificaron grupos separados de 5 monos Cynomolgus con
materiales de ensayo mediante una infusion intravenosa de 30 minutos. Se recogieron muestras de plasma hasta 48
horas después de la dosificacion y los niveles de los dos materiales de ensayo se determinaron por inmunoensayo.
Brevemente, se afadid anticuerpo biotinilado especifico al material de ensayo a una placa de microvaloracion de 96
pocillos, siguiendo lo cual se anadieron las muestras de plasma de mono. Se afiadié TNFR1:Fc humano marcado
con digoxiginina, después de lo cual se afiadié una peroxidasa de rabano picante conjugada con anticuerpo anti-
digoxiginina. Finalmente se afiadié sustrato TMB (disponible de R+D systems) y la cantidad de material de ensayo
se determind por calculo retroactivo de la sefal colorimétrica a partir de una curva estandar de material de ensayo.

No se observaron cambios notables (> 2 veces) en parametros de exposicion sistémica promediados por sexo
cuando se compar6 DOM-1H131-206 con DOM-1H131-206 + A en monos cynomolgus después de la infusion
intravenosa. Concluimos que las modificaciones en DOM1H-131-206 mediante la adicién de una extensiéon en el
extremo C (+A) no afectaron a la farmacodinamica del dAb (mostradas en la tabla 5).

Tabla 5: Farmacocinética de mutantes de DOM1H-131-206 después de una dosis Unica intravenosa en monos

Cynomolgus
Semivida en
Lo Volumen de
e . plasma + Eliminacion bt i
Clon parental Modificacién de secuencia Degviacién (ml/min/kg) Dgg/tigté%rlf)t?p?ca
tipica
DOM 1H-131-206 No modificada 2,80 +0,32 1,48 £ 0,21 0,25+ 0,05
DOM 1H-131-206 A C-terminal 2,57 £ 0,64 2,31+0,49 0,34 £ 0,04

Ejemplo 7a: Expresion de variantes de DOM1H-131-206

Para determinar si las modificaciones en el marco estructural VH que reducen la uniéon a ADA preexistente tienen un
efecto sobre la expresion del dAb anti-TNFR1, el rendimiento de un panel de variantes modificadas de dAb DOM1H
131-206 anti-TNFR1 se comparé con el clon parental después de cultivo en recipientes de fermentacién de 1 litro.
Los dAb de ensayo incorporaban una extension en el extremo C (+A o +ASTKG), con o sin sustitucion en el marco
estructural (P14A). Los dAb de ensayo se expresaron en la misma cepa de E. Coli usando el mismo vector de
expresion microbiano (pave011 (Avecia)) que el DOM1H 131-206 (SEC ID N° 1) modificado. A un nivel de expresion
a escala pequena (11), el rendimiento general para los dAb con las extensiones en el extremo C terminal +A o
+ASTKG fue similar al clon parental no modificado. El rendimiento de dAb con la sustitucion P14A y la extension en
el extremo C (+A o +ASTKG) se redujo en comparacion con el clon parental no modificado (tabla 6a).

Procedimiento de expresion

Se completd una etapa de “expansion de semillas” inoculando un recipiente con agitacién de 100 ml con un vial de
células de E. Coli que expresan el constructo dAb en un vector de expresion microbiano.

Después de aproximadamente 10 horas de crecimiento el recipiente de semillas se usa para inocular a 1 | de
fermentador. El proceso de produccion consta de tres etapas, alimentaciéon discontinua, alimentacion

22



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2813432713

semidiscontinua e induccion. La fase de alimentacion inicial discontinua dura aproximadamente 13 horas durante las
cuales el cultivo se cultiva exponencialmente a 37 °C (que se reduce gradualmente a 30 °C durante las ultimas 4
horas) hasta que la fuente de carbono primario, glicerina, se agota. En el momento del agotamiento de la glicerina
tiene lugar un maximo en oxigeno disuelto (OD) y comienza la alimentacion de nutriente (etapa de alimentacion
semidiscontinua). Aproximadamente 5 horas después del comienzo de la alimentacion de nutrientes (a una DOggo de
75) el cultivo se induce con IPTG (etapa de induccion) y durante esta fase del proceso se fabrica producto y se libera
en el medio. La alimentacion se detiene aproximadamente 48 horas después de la induccion y la cantidad de dAb en
el sobrenadante se cuantificé por HPLC.

Tabla 6a. Expresién de valoraciones de variantes de DOM1H-131-206
e Valoracion del
Modificacién de :
Clon parental secuencia sobrenad?g/tlt)e recogido
DOM1H-131-206 No modificada 2,71
DOM1H-131-206 A C-terminal 3,15
DOM1H-131-206 ASTKG C-terminal 2,22
DOM1H-131-206 P14A + A C-terminal 0,29
P14A + ASTKG C-
DOM1H-131-206 terminal 0,18

Las conclusiones de este experimento son las siguientes:

1) DOM1H-131-206 +A, DOM1H-131-206 +ASTKG y mutantes silvestres exhibieron una expresion de dAb muy
buena.
La valoracion mas alta fue de aproximadamente 3000 mg/l.

2) Los mutantes DOM1H-131-206 P14 +A y DOM1H-131-206 p14 +ASTKG no pudieron expresar dAb en el
proceso.

3) En general, DOM1H-131-206 +A y DOM1H-131-206+ASTKG fueron comparables con el tipo silvestre en
térmicos de nivel de expresion de dAb

Ejemplo 7b: Estabilidad de DOM1H-131-206 con una alanina en el extremo C

La estabilidad de la extension de alanina en el extremo C terminal de DOM 1H-131-206+A se determin6 en suero
humano, homogeneizado de pulmén u homogeneizado de higado medidos usando un inmunoensayo validado para
DOM 1H-131-206 (descrito mas adelante) que detecta DOM 1H-131-206 pero que tiene una reactividad cruzada
muy débil con DOM 1H-131-206+A. Esto es debido al hecho de que el anticuerpo de deteccion M2.3G10.1G06 se
une fuertemente a DOM 1H-131-206 pero pobremente a DOM 1H-131-206 +A. El formato de ensayo usa TNFR1:Fc
humano como reactivo de captura y, por lo tanto, se considera que es especifico para dAb funcional intacto.

Se observd que el plasma fortalecido con 2 ug/ml de DOM 1H-131-206 +A dio una lectura de ~ 6,4 ng/ml en este
ensayo, mientras que el tampodn fortalecido con 2 pyg/ml de GSK2862277 dio una lectura de 11,3 ng/ml. De este
modo, la reactividad cruzada de DOM 1H-131-206 +A en el ensayo de DOM 1H-131-206 se estimo en entre el 0,25 y
0,5 %.

Para estudiar la conversion, se fortalecieron sangre completa humana, homogeneizado de pulmén humano (10 mg
de proteina/ml) u homogeneizado de higado humano (10 mg de proteina/ml) con 1 yg/ml de DOM 1H-131-206, DOM
1H-131-206 +A o tampon (sin farmaco afadido). Siguiendo una incubacion de 0, 3 h, 6 h 6 24 h, se reogi6 el
plasma/sobrenadante por centrifugacion y las muestras se congelaron antes del ensayo de DOM 1H-131-206
usando el inmunoensayo validado (intervalo de trabajo de 0,1 a 10 ng/ml).

Durante 24 h no hubo evidencia de conversion significativa de DOM 1H-131-206 +A a DOM 1H-131-206 en ninguna
matriz, lo que se habria evidenciado por un aumento de la sefial en el inmunoensayo (debido a la formacion de DOM
1H-131-206). Esto sugiere que la alanina del extremo C terminal adicional no es propensa a una escision proteolitica
rapida.

Protocolo para el inmunoensayo validado de DOM 11H-131-206

Se diluyé mAb anti-VH biotinilado (M2.3G10.1G06) en tampdn de ensayo (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, BSA al 0,1 %,
Tween 20 al 0,1 %, pH 7,5) y se anadieron 100 pl a una concentracion final de 10 ng/ml a cada pocillo de una placa
recubierta con neutravidina (Pierce). La placa se sella y se incuba durante 1 hora a 37 °C.

La placa de microvaloracion se lava 5 veces con 300 ul de tampén de lavado (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween 20
al 0,1 %, pH 7,5) usando un lavador de placas.

Se afiaden 100 pl por pocillo de patrones y muestras diluidas en matriz y la placa se sella y se incuba con agitacion
constante durante aproximadamente 2 horas a 37 °C.
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La placa de microvaloracién se lava 5 veces con 300 pl de tampén de lavado.

Se afiaden 100 pl por pocillo de hTNFR1:Fc (1:40.000) etiquetado con digoxigenina y la placa se sella y se incuba
con agitacion constante durante aproximadamente 2 horas a 37 °C.

La placa de microvaloracion se lava 5 veces con 300 pl de tampén de lavado.

Se afiaden 100 pl por pocillo de anticuerpo anti-digoxigenina de ratén marcado con HRP (Abcam)(1:20.000) y
solucioén, sello con cinta de sellado aséptica, y la placa se sella y se incuba con agitaciéon constante durante
aproximadamente 2 horas a 37 °C.

La placa de microvaloracién se lava 5 veces con 300 pl de tampén de lavado.

Se afiaden 100 pl por pocillo de sustrato TMB (Thermo) y la placa se incuba con agitacién constante durante
aproximadamente 5 minutos a temperatura ambiente.

Se afiaden 100 pl por pocillo de solucién de detencion de sustrato TMB (Sigma) y se lee la absorbancia a 450 nm
para cada pocillo usando un lector de placas. La curva patrén se ajusta a un algoritmo logistico de cuatro parametros
ponderado 1/x usando SMS2000 y las muestras desconocidas se interpolan a partir de la curva.

Ejemplo 7c: Capacidad de DOM1H-131-206 con una extension de alanina de en extremo C (+A) para inhibir la
transduccion de la seial de TNFR1:

El TNFa sefaliza a través de la ruta de NFkB y da como resultado la secrecion de diversas citocinas, incluida IL-8.
En células no estimuladas, el ARNm de IL-8 se degrada rapidamente. No obstante, en presencia de TNFaq, la
activacion de la ruta de NFkB causa la estabilizacion de ARNm de IL-8. Esta estabilizacion da como resultado un
aumento de ARNm y contribuye a la induccion de la secrecion de IL-8. Por lo tanto, en este ensayo, la induccion de
IL-8 secretado es para determinar si la adicion de una extension en el extremo C afecta a la capacidad de DOM1H-
131-206 o DOM1H-131-206+A (es decir, una extension de alanina en el extremo C) para inhibir la transduccion de la
sefial de TNFR1. Estos estudios se llevaron a cabo en lineas celulares humanas y de mono Cynomolgus y también
en sangre completa humana y de mono Cynomolgus. La comparacion de valores de Clsg indica que la extension del
extremo C de DOM1H-131-206 que redujo la union a ADA preexistente no afectd negativamente a la capacidad de
DOM1H-131-206 para inhibir la transduccion de la sefial mediante TNFR1 en células bien humanas o bien de mono
Cynomolgus (tabla 6b).

Protocolo para determinar la inhibicion de IL-8 inducida por TNFa. en fibroblastos de pulmén humanos

La capacidad de DOM1H-131-206 o DOM1H-131-206+A para prevenir la unién de TNFa a TNFR1 humano y para
inhibir la secrecion de IL-8 se determin6é usando células MRC-5 de fibroblasto de pulmén humano (ATCC). Las
células MRC-5 se incubaron con las muestras de ensayo durante una hora después de lo cual se afiadio TNFa (220
pg/ml). Siguiendo a la incubacién a 37 °C y COal 5 % durante 24 horas el sobrenadante se recolecto y se almaceno
a -20 °C hasta que se realizd el ensayo de MSD™ para IL-8 segun el protocolo del fabricante para muestras de
cultivo de tejidos. Los sobrenadantes se diluyeron 1 en 12 en el diluyente calibrador suministrado para el ensayo. El
ajuste de la curva se realizé en GraphPad Prism con el fin de determinar la Cls.

Protocolo para determinar la inhibicion de IL-8 inducida por TNFa en células A549

Se sembraron células A549 en placas de 96 pocillos a una densidad de 2 x 104 células/pocillo y se incubaron
durante la noche a 37 °C y CO; al 5 % para permitir la adherencia. Las células se incubaron después durante una
hora en presencia de DOM1H-131-206 o DOM1H-131-206+A a diversas concentraciones en el intervalo de 0,01 nM
— 1000 nM. Cada concentracion se analizé en pocillos por duplicado. Siguiendo a la incubacion a 37 °Cy COzal 5 %
durante 24 horas el sobrenadante se recolecto y se almacend a -20 °C hasta que se realizé el ensayo de MSD™
para IL-8 segun el protocolo del fabricante para muestras de cultivo de tejidos. Los sobrenadantes se diluyeron 1 a 5
en el diluyente calibrador suministrado antes del ensayo. Los ajustes de la curva y los valores de Clsg se calcularon
usando XLFit.

Protocolo para determinar la inhibicion de IL-8 inducida por TNFa en células CYNOM-K1

Se incubaron células CYNOM-K1 durante una hora en presencia de DOM1H-131-206 o DOM1H-131-206+A a
diversas concentraciones empezando por 100 nM. Se sigui6 con la estimulacion con TNFa a una concentracion final
de 1 ng/ml. Siguiendo a la incubacion a 37 °C y CO, al 5 % durante 24 horas el sobrenadante se recolectd y se
almaceno a -20 °C hasta que se realizé el ensayo de MSD™ para IL-8 segun el protocolo del fabricante para
muestras de cultivo de tejidos. Los sobrenadantes se diluyeron 1 a 12 en el diluyente calibrador suministrado para el
ensayo. El ajuste de la curva se realizé en GraphPad Prism con el fin de determinar la Clso.

Protocolo para determinar la inhibicion de IL-8 inducida por TNFa. en sangre completa humana

Se recogio6 sangre de donantes voluntarios sanos (con el consentimiento apropiado en consecuencia con el Acta de
Tejidos Humanos del Reino Unido) en heparina sédica. Se preparé6 medio de ensayo afiadiendo BSA al 1 % a
medios RPMI-1640 (sin rojo fenol). Se diluyeron DOM1H-131-206 o DOM1H-131-206+A y dAb ficticio de Vy en
placas de 96 pocillos en medio de ensayo de modo que la concentracion final después de la adicién de sangre fuera
de 800 nM, y se realizaron diluciones seriadas 1 en 2 hasta 0,01 nM. Se afiadieron 130 ul de sangre por pocillo y las
placas se incubaron durante una hora (37 °C, CO; al 5 %) para permitir la uniéon a TNFR1. Las muestras de sangre
se estimularon después con 10 ul de TNFa diluido en medio de ensayo de modo que la concentracion final fuera de
10 ng/ml. Cada condicién se analizé por duplicado. Siguiendo a una incubacion adicional de 24 horas (37 °C, CO; al
5 %), se afiadieron 110 yl de PBS por pocillo para aumentar el volumen de las muestras, que se agitaron después
en un agitador de placas durante 10 minutos a 500 rpm y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos. El plasma
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se transfirid a una placa nueva y se almacen6 a -80 °C hasta que se realiz6 el ensayo MSD™ de IL-8 segun el
protocolo del fabricante para muestras de suero y plasma. Los ajustes de la curva y los valores de Clsg se calcularon
usando XLFit.

Protocolo para determinar la inhibicion de IL-8 inducida por LPS en sangre completa de mono Cynomolgus

Se recogieron 12 ml de sangre de 4 monos Cynomolgus en heparina sédica. Se preparé6 medio de ensayo
afnadiendo BSA al 1 % a medios RPMI-1640 (sin rojo fenol). Se diluyeron DOM1H-131-206 0 DOM1H-131-206+A y
dAb ficticio Vi en placas de 96 pocillos en medio de ensayo a una concentracion final 15X. Cada concentracion se
analizo por triplicado. Se afiadieron 130 ul de sangre por pocillo y las placas se incubaron durante una hora (37 °C,
COz al 5 %) antes de la estimulacion con 10 pl de LPS diluido en medio de ensayo de tal modo que la concentracién
final fuera de 94 ng/ml. Las placas se incubaron después durante 24 h adicionales (37 °C, CO, al 5 %). Siguiendo la
incubacion se anadieron 110 yl de PBS por pocillo para aumentar el volumen de las muestras, que se agitaron
después en un agitador de placas durante 10 minutos a 500 rpm y se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos. El
plasma se transfirié a una placa nueva y se almacend a -80 °C hasta que se midi6 la IL-8 usando el ensayo MSD™
para IL-8 humana realizado segun el protocolo del fabricante para muestras en suero y plasma. El plasma no estaba
diluido en el ensayo. Los ajustes de la curva y los valores de Clsp se calcularon usando XLFit.

Tabla 6b: Resumen de la potencia de DOM1H-131-206 en comparacion con DOM1H-131-206 +A en ensayos
basados en células humanas y de mono:

Clso (nM) + desviacion tipica
DOM1H-131-206 DOM1H-131-206+A
Fibroblasto de pulmén humano MRC5 (n=3) 48+24 35+2,5
Epitlio de pulmén humano A549 (n=2) 1,0+£0,23 1,0+0,28
Fibroblastos 8$ﬁi((§:\;lj£1rrzggg)Cynomolgus 4,8+ 0,4 47+0.7
Sangre humana completa (n=3-5) 1,610 0,9+0,3
Sangre completa de mono Cynomolgus (n=3) 0,5+0,4 0,4+0,3

Ejemplo 7d: Uso de anticuerpo de dominio DOM1h-131-206 para el tratamiento de psoriasis

En estos estudios, se usd el anticuerpo de dominio DOM1h-131-206 (que tiene la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEC ID N° 1) asi como ortélogos de roedor de este anticuerpo de dominio. Los datos obtenidos con
estas moléculas se usaron para seleccionar las dosis y protocolos de tratamiento descritos en el presente
documento para su uso en el tratamiento de psoriasis, y placas psoriaticas, en pacientes humanos a los que se va a
administrar bien DOM1h-131-206 (que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 1, o bien la
molécula fijada a ADA DOM1h-131-206 con una alanina terminal (que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada
en SEC ID N°: 16), o bien una molécula fijada a ADA DOM1h131206 que comprende ADA fijada (es decir, cualquier
modificaciéon de unién disminuida de un dAb a ADA) tal como se divulga en el presente documento.

Por ejemplo, la farmacocinética derivada de estudios in vivo con monos Cynomolgus mostré que el anticuerpo de
dominio DOM1h-131-206 (con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N° 1) tiene una eliminacion en
plasma de 2,4 ml/min/kg, lo que se aproxima a la tasa de filtracién glomerular (GFR) en monos y da una semivida de
eliminacion de aproximadamente 3 horas. El volumen de distribucién para este anticuerpo de dominio fue de
0,26 I/kg lo que iguala aproximadamente el volumen extravascular y sugiere una distribucion fuera del
compartimento de plasma central. Cuando el anticuerpo de dominio DOM1h-131-206 se administr6 a un
compartimento extravascular (por ejemplo, cuando se inhala en los pulmones) hay solo un cambio pequefio en la
semivida de eliminacién observada que refleja la cinética limitante de la tasa de absorcion.

Ademas, siguiendo la dosificacion intradérmica de un ortdlogo roedor de dAb anti-TNFR1 (“Dom1m-15-12”) a
ratones, se observd un lapso de absorcion incluso mas grande. Esto puede haberse debido a una diferencia mas
grande entre el GFR y la eliminacion de la tasa de absorcion siguiendo la dosificacion por via intradérmica. La
velocidad de eliminacion terminal observada en plasma de raton fue aproximadamente de 40 minutos, que era mas
elevada que la de la administracion intravenosa siguiente (aproximadamente 20 minutos). La velocidad de
eliminacion (Ke) mas lenta observada en plasma siguiendo la administracion intradérmica se corroboré mediante la
PK del tejido dermico que mostroé una velocidad de eliminacion terminal de 5-7 horas (Ke 0,1-0,14 h-'), aunque la
fraccion de la dosis que conduce la velocidad de eliminacion aparentemente prolongada se estimé que era pequeia
(0,5 %). La velocidad de absorcién dérmica (Ka) en plasma se defini6 a partir de un estudio en ratas con dosificacién
intradérmica de un dAb ortélogo de roedor y fue relativamente rapida (Ka=4,1 h-') dando como resultado una Tmax
observada a aproximadamente 1 hora después de la dosis. Se estim6 que el 10 % del anticuerpo de dominio se
mantuvo dentro del compartimento dérmico de la rata con una velocidad de eliminacién asumida desde la piel similar
al raton. Por lo tanto, parece que siguiendo la inyeccion intradérmica, el anticuerpo de dominio DOM1h-131-206 se
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distribuye en tejidos vascularizados de la piel (por ejemplo, la dermis) en los que se extrae rapidamente en el plasma
y se elimina por filtracion renal. La fase de distribucién y absorcion inicial a través de los tejidos de la piel se refleja
en la demora en la absorciéon antes de que las exposiciones en plasma fueran medibles. Dadas las diferencias
anatémicas entre la piel de roedor y ser humano, se esperaba que la velocidad de absorcién en seres humanos
fuera mas elevada, lo que a su vez conduce a una exposicion en plasma mas reducida/no medible del anticuerpo de
dominio DOM1h-131-206. Esto significa que las predicciones de exposicion en plasma se basan en observaciones
de estudios con roedores y, por lo tanto, sirven como estimacion conservativa de la exposicion en plasma en seres
humanos.

El anticuerpo de dominio DOM1h-131-206 (que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N°: 1) se
dosificé también a voluntarios sanos por infusion intravenosa (hasta 3 horas de duracién) de hasta 2 mg/kg y en un
ensayo publicado mediante inhalacion en voluntarios sanos. Los parametros farmacocinéticos derivados fueron
generalmente muy consecuentes con datos preclinicos en monos cynomolgus. Siguiendo la administracion
intravenosa la eliminacion fue de 0,6-1,5 ml/min/kg (GFR en seres humanos aproximadamente 1,8 ml/min/kg) con
una semivida de eliminacion resultante de 5 horas. El volumen de distribucién, aproximadamente 0,3 I/kg, fue similar
al volumen extravascular. La distribucién rapida del anticuerpo de dominio DOM1h-131-206 en el compartimento
extravascular se confirmé mediante una medicién de lavado broncoalveolar (fluido de revestimiento epitalial de
pulmén) siguiendo la administracion IV. Los niveles en el fluido extravascular de pulmén fueron aproximadamente
del 4-14 % de los niveles de plasma medidos a 5 horas del comienzo de la dosificacion siguiendo una infusion de 3
horas.

Las predicciones de eficacia en seres humanos se han estimado sobre la base de las estimaciones de exposicion
observadas y predichas dentro del compartimento dérmico y datos de linea celular humana in vitro. Los intervalos de
Clso (8-40 ng/ml) en estos sistemas in vitro (variando complejidad y tipo de células) se han usado como diana a
través de niveles dentro del compartimento dérmico y han facilitado la selecciéon de las dosis de anticuerpo de
dominio y protocolos de tratamiento para el tratamiento de psoriasis y placas psoriaticas en pacientes humanos
descritos en el presente documento. Por ejemplo, la dosis inicial de 0,5 mg se eligié para lograr una exposicion en
plasma que asumia el peor caso de exposicion sistémica, inferior a los logrados en el estudio intravenoso FTIH en el
que se observd agonismo en sujetos positivos en ADA. A esta dosis inicial de partida se espera que la sefializacion
mediada por TNFR1 se inhibe dentro de una zona discreta alrededor del sitio de inyeccion (<2 cm? de area
superficial) a un nivel 290 % inmediatamente después de la dosificacion. La inhibicion de TNFR1 a lo largo del
tiempo es dependiente de la cantidad de farmaco administrada, mantenida y después eliminada del compartimento
dérmico. Asumiendo un minimo (10 % de retencion dérmica y Ke 0,1-0,14 h-' como en ratas) se esper6 que los
niveles se mantendrian = Clsp (dentro de una zona de inyeccion/ensayo) durante un minimo de 3 dias siguiendo una
inyeccion intradérmica de 0,5 mg del anticuerpo de dominio DOM1h-131-206.

Para la seleccion de las dosis de anticuerpo de dominio y protocolos de tratamiento se realizaron predicciones de
exposicion en plasma humano siguiendo la dosificacion intradérmica del anticuerpo de dominio DOM1h-131-206.
Estas prediciones asumian la exposicion maxima posible que pudiera lograrse para una inyeccion intradérmica. Los
datos de concentracion-tiempo en plasma humano reales a partir del anticuerpo de dominio DOM1h-131-206
administrado intravenosamente se usaron en un modelo de PK dérmico humano con una velocidad de absorcion
fijada (escalada de la absorcién dérmica en roedores) y una biodisponibilidad del 100 %. El perfil de concentracion-
tiempo en plasma humano para una dosis de dominio maximo y protocolos de tratamiento descritos en el presente
documento (2 mg semanalmente + 0,5 mg cada dos semanas) se examind después. Esto revel6 que las
concentraciones en plasma maximas predichas alcanzaron la Tmax rapidamente dentro de un periodo de 30 minutos
después de la dosificacion, y los niveles cayeron rapidamente a niveles inferiores el limite de cuantificacion inferior
del actual ensayo en plasma (0,1 ng/ml) dentro de un periodo de 24 horas. La no acumulaciéon en dosificacion
repetida se esperd en plasma incluso usando esta prediccion de exposicion maxima posible. No obstante, esta
prediccion representa la exposicion en plasma mas elevada posible y es posible que las exposiciones pudieran ser
significativamente inferiores a las predichas e incluso tan bajas que la exposicion en plasma puede no ser medible.
Usando niveles diana de inhibicion (sobre la base de ensayos basados en células in vitro) se predijo que a niveles
de Clgo (inmediatamente después de la dosificacion) o Clsp (desarrollo) en la piel en los protocolos de tratamiento
descritos en el presente documento estaran en el intervalo de 30-80 ng/ml o 8-40 ng/ml respectivamente.

Sobre la base de la informacion anterior, las exposiciones en plasma predichas (Cmax y AUC) para la primera dosis,
dosis diaria maxima y dosis acumulativa, durante 28 dias, se muestran en la tabla 6b siguiente junto con los
margenes de seguridad respecto a la seguridad preclinica.

Tabla 6b:
Seguridad

Primera dosis — 0,5 mg semanalmente multiple?
Crnax ng/ml 933
AUC 048 hy ng.h/mi 2137
AUC0-28 a ng.h/ml 537

Dosis maxima - 2 mg semanalmente + 0,5 mg cada

dos semanas
Crnax ng/ml 187
AUC 048 hy ng-h/ml 427
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(continuacion)
AUC(0.7 d) ng-h/ml 356
AUC(o.za d) ng-h/ml 89

Durante los 14 dias del estudio toxicolégico con buena practica de laboratorio en cynomolgus de dosis repetida en
monos macho (20 mg/kg/dia) sobre la base de la media de las exposiciones en los machos (dias 1,4 y 14) (Cnax ¥
AUC0-24 hy de 48,5 ug/ml y 249 ug-h/ml respectivamente).

Finalmente, la informacién presentada anteriormente de los estudios in vitro, estudios in vivo y los analisis
relacionados se uso para seleccionar las dosis del anticuerpo de dominio y protocolos de tratamiento utiles en el
tratamiento de psoriasis en pacientes humanos.

La administraciéon de los anticuerpos de dominio segun un protocolo de tratamiento tal como se ha divulgado en el
presente documento es Util en el tratamiento de psoriasis. La eficacia del anticuerpo de dominio para tratar psoriasis,
tal como en un protocolo de tratamiento particular, puede confirmarse mediante la medicion de placas con
sonografia y/o evaluaciones clinicas.

La sonografia, mediciones basadas en ultrasonidos de alta frecuencia, puede realizarse usando un sonografo de alta
frecuencia a 20 MHz (DUB USB, Taberna pro Medicum, Lueneburg). Los analisis A seriados pueden componerse y
presentarse en un monitor como una seccion de la piel. Una resolucion laterial de aproximadamente 200 uym y una
resolucion axial de 80 uym son posibles y preferentes. Dependiendo de los patrones de eco, componentes de la
epidermis, dermis y subcutis que estén presentes, la medicidon exacta del espesor de la piel es posible. El infiltrado
psoriatico inflamatorio en un sitio de placa psoriatica se observa con una banda ecolucente claramente definida
inferior al eco de entrada. El espesor de la banda psoriatica ecolucente puede determinarse y documentarse antes
de la administracion del anticuerpo de dominio y después de la administracion del anticuerpo de dominio. El espesor
puede medirse en ym. Una disminucién del espesor de la banda psoriatica ecolucente después de la administracion
de un anticuerpo de dominio demuestra que la administracion de un anticuerpo de dominio, como segun un
protocolo de tratamiento divulgado en el presente documento, ha sido eficaz en el tratamiento de psoriasis, y de una
placa psoriatica, en un paciente humano. Véase, por ejemplo, Bangha y col., 9 Skin Pharmacol. 298 (1996).

La valoracién clinica puede realizarse usando una clasificaciéon de 5 puntos determinada por comparacion en la
clinica de una placa psoriatica en la que se ha inyectado un anticuerpo de dominio con al menos una placa no
tratada cerca de la placa psoriatica tratada. Segun esta comparacion se asignaron las siguientes clasificaciones de
valoracion clinica (las clasificaciones de valoracion clinica son 0 por definicion antes de la primera administracion de
un anticuerpo de dominio):

-1 = empeorado

0 = sin cambios (ningun efecto)

1 = ligera mejora

2 = mejora clara pero no completamente curado
3 = completamente curado

Por lo tanto, sobre esta base, una clasificacién de valoracién clinica aumentada después de la administracién de un
anticuerpo de dominio segun un protocolo de tratamiento tal como se divulga en el presente documento indica
eficacia en el tratamiento de psoriasis, y de una placa psoriatica, en un paciente humano.

Ejemplo 8: Extensiones de una unica alanina en clones de VHH.

La union de ADA a VHH se observé usando el ensayo de confirmacion usado en el ejemplo 2 (para DOM1H-131-
206). Con el fin de confirmar que podria lograrse una inhibicion similar de la unién a ADA mediante secuencias de
VHH modificadas, se analizaron tres clones de VHH con secuencias de aminoacidos tal como se muestran en la
figura 2 (d), (e) y (f):

El clon VHH2(d) es un formato biespecifico que tiene un médulo de unién a IL6R enlazado por medio de
GGGGSGGGS a un moédulo de unién a albumina de suero humano tal como se describe en el documento
WO02010100135. (La secuencia de aminoacidos se muestra en la figura 2d: SEC ID N° 4

El clon VHH2(e) es un formato biespecifico que tiene un médulo de uniéon a TNF enlazado a un médulo de union
a albumina de suero unido a su vez a un modulo de unién a TNF usando GGGGSGGGS como enlazador tal
como se describe en el documento W0O2010077422. (La secuencia de aminoacidos se muestra en la figura 2e:
SEC ID N° 5)

El clon VHH2(f) es formato monoespecifico bivalente que comprende dos mdédulos idénticos enlazados por
medio de un enlazador Ala-Ala-Ala, siendo cada médulo un dAb que puede unirse a un dominio A1 del factor de
Von-Willebrand tal como se muestra en el documento WO2009115614A2. (La secuencia de aminoacidos se
muestra en la figura 2f: SEC ID N° 6)

Los tres clones anteriores se modificaron mediante la adicion de una alanina en el extremo C terminal al resto de
serina terminal y los clones modificados y no modificados se compararon usando el ensayo del ejemplo 2. Como
puede observarse mas adelante en la tabla 7 y figura 4, los resultados muestran que la extension en el extremo C de
un Unico resto de aminoacido alanina reduce la union a ADA.
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Tabla 7:
Muestra VHH2(d) | VHH2(d)+A | VHH2(e) | VHH2(e)+A |  VHH2(f) VAR
% medio de
inhibicion 93,23 18,86 94,93 16,95 94,15 17,46

Ejemplo 9: Frecuencia de sujetos sanos con ADA preexistente a un intervalo de moléculas basadas en dAb
Vuy Vi

Procedimiento de ensayo de ADA

De forma similr al procedimiento descrito en el ejemplo 1 para DOM1H-131-206, moléculas de ensayo (DOM 1H-
131-206 (SEC ID N° 1), DOM 1H-131-206 + extension de alanina en el extremo C (SEC ID N° 16), mAb-VH (SEC ID
N°), un secuencia péptido-VL, VH-VL (SEC ID N° 11), la molécula ‘735 (SEC ID N° 30 y 31), se biotinilaron, se
sometieron a un cambio de tampodn y se almacenaron en tampén de formulacion. Estas moléculas de ensayo se
marcaron después con rutenio y después se sometieron a un cambio de tampén y se almacenaron en tampon de
formulacion.

El anticuerpo antifarmaco (ADA) para cada molécula es un ensayo puente realizado en una plataforma de tecnologia
ECL (electroquimioluminiscencia) MSD™ tal como se ha descrito anteriormente.
El resumen del procedimiento de ensayo usado en este experimento se describe a continuacion:

1. Una placa de estreptavidina MSD™ se bloquea con 150 pl/pocillo de caseina bloqueante en PBS (al 1 %) a
temperatura ambiente (TA) durante 1-2 horas. El bloqueante se elimina sin lavar.

2. Después de 1 hora de preincubacién, una mezcla homogénea que contiene 0,1 ug/ml de molécula de ensayo
biotinilado, 0,1 pg/ml de molécula de ensayo (“Sulfo-Tag” ™) rutenilada y muestra en suero al 2 % en diluyente
de ensayo (1 % de caseina en PBS) se transfiere a la placa MSD™ y se incuba durante 1 hora £ 5 minutos a TA.
3. La placa MSD se lava después 3 veces con PBST.

4. Se afiaden 150 pl/pocillo de tampon de lectura y la placa se lee.

Se usaron las concentraciones anteriores y tiempos de incubacién para moléculas DOM1H-131-206.

El experto entendera que las concentraciones y tiempos de incubacion precisos se optimizaran, por ejemplo el
DOM1H-131-206 (y versiones modificadas) puede tener concentraciones y tiempos de incubacion ligeramente
diferentes en comparacion con, por ejemplo, un DOM10H-53-567 o una secuencia péeptido-VL.

Un panel de muestras de suero de 100 donantes humanos sanos se analizé para determinar la reactividad en el
ensayo. Se detectaron anticuerpos preexistentes (ADA) contra la el marco estructural de cadena ligera variable (VL),
también en muestras de suero humano normales, aunque en una magnitud y frecuencia inferior a la que se observo
previamente contra los dominios Vy y Vun (véase la figura 4). Los resultados se muestran en la figura 5 en la que el
eje Y muestra niveles de union a ADA y los dAb V4 tenian la incidencia mas elevada de union a ADA.

Las conclusiones fueron: los resultados mostrados en la figura 5 muestran el nivel de union de ADA preexistentes al
DOM 1H-131-206 y el efecto de la adicion de una extension en el extremo C en la unién del DOM 1H -131-206
modificado a ADA. Puede observarse a partir de la figura 5 que la unién de ADA preexistentes a dAb VH también se
observaron cuando esta fusionado a un mAb (mAb-VH). La figura 5 también muestr que existe union de ADA
preexistentes a dAb V kappa (Vk) (VL) y los ejemplos mostrados incluyen péptido:VL, fusion VH-VL y una fusion
mADb-VL.

Ejemplo 10: Extensiones de aminoacidos en el marco estructural VL

Ya que también se detectaron anticuerpos preexistentes contra el marco estructural VL (VK) en muestras de suero
humano aunque a un nivel generalmente inferior al observado en el marco estructural VH (véase la figura 5), se
determind si las modificaciones de la region del extremo C de dAB VK podria reducir la union a ADA preexistentes,
tal como se habia demostrado para moléculas que contienen VH.

Sobre la base de una molécula mAb:enlazador: V. (denominada ‘735 — esta molécula es “mAbdAb” — es un IL-
13mAb:enlazante:IL-4 (v Kappa) dAb), se generd un panel de moléculas de ensayo mAb:enlazante: V. mediante
mutagénesis dirigida al sitio estandar, y que contenia la misma secuencia de dAb VL, pero tiene diversas
modificaciones en el extremo C terminal con respecto a dAb VL. Estos materiales de ensayo denominados ‘15014,
15019, ‘15020’ y ‘15021’ se disefiaron para tener una extension en el extremo C (+AAA, +T o +TV), o para tener
una delecion en el extremo C (-R) (mostrada mas adelante en la tabla 8).

Estos materiales de ensayo se analizaron usando un “ensayo de confirmacion” tal como se ha descrito
anteriormente, similar al descrito previamente para dAb Vu. El analisis de los compuestos se realizdé evaluando la
capacidad de compuestos individuales para competir con compuestos especificos de ensayo marcados por la unién
a anticuerpo preexistentes. Cualquier reduccion potencial en la sefial de ensayo se comunicé como % de inhibicion.
El porcentaje de niveles de inhibicion superior al punto de corte confirmatorio determinado previamente para este
ensayo particular sugiere que el compuesto de ensayo compite con el compuesto especifico de ensayo por su uniéon
a anticuerpos anti-VK, y, por lo tanto, puede compartir epitopo(s) con el compuesto especifico de ensayo.

Procedimiento de ensayo de confirmacion de ADA ‘735 usado para medir la frecuencia de ADA preexistente a V
kappa:

28



10

15

20

25

30

ES 2813432713

1. En una placa de ensayo de microvaloracion se incuba una muestra de suero positivo en ADA al 2 % en
diluyente de ensayo (caseina al 1 % en PBS) durante 1 hora + 5 minutos a TA con una concentracion final de 10
pg/ml de ‘735 u otro material de ensayo tal como dAb modificados.

2. Después de 1 hora de preincubacion, se afiadié una mezcla homogénea que contenia 0,05 ug/ml de ‘735
biotinilado y 0,05 pg/ml de ‘735 (“Sulfo-Tag” ™) rutenilado, en diluyente de ensayo (caseina al 1 % en PBS) a la
placa de ensayo y se incuba durante la noche a TA.

3. Después de la incubacion, la placa MSD se lava después 3 veces con PBST, las muestras de ensayo se
transfieren a la placa MSD y la placa se incuba durante 1 hora + 5 minutos en oscuridad a TA.

4. La placa MSD™ se lava después 3 veces con PBST.

5. Se afiaden 150 pl/pocillo de tampdn de lectura y la placa se lee.

Los resultados de estos analisis de compuestos se presentan en la tabla 8. Todas las modificaciones del extremo C
analizadas (+AAA, +T, +TV y -R) mostraron una inhibicién reducida en el ensayo de confirmacion de ‘735. Esto
sugiere que las modificaciones en el extremo C terminal a dAb VL eliminaron la unién a anticuerpo preexistentes
(ADA) de un modo similar a dAb VH.

Tabla 8: Valoracion de la unién a ADA de muetantes ‘735 mAb:VL

Gion oditcacon de socuencia | endayo doconimacion | % de suitos con
de la molécula mAbdAb) én?e‘t’g;"cfor;gntzs) union a

‘735 No modificada 74,92 100

15014 +AAA -4,40 14,29

15019 +T 12,88 14,29

15020 +TV 8,563 0

15021 -R 20,08 0

Ejemplo 11: Extensiones de aminoacidos al marco estructural VH de DOM10H-53-567 (dAb anti-IL-13)

Ya que las modificaciones en el extremo C terminal al dAb VH anti-TNFR1 DOM 1H-131-206 redujeron la unién a
ADA preexistente, se determind si la modificacion en el extremo C podria reducir la unién a ADA a una molécula VH
diferente. Las modificaciones en el extremo C se realizaron en el marco estructural VH de DOM10H-53-567
mediante técnicas de mutagénesis dirigidas al sitio estandar. Las moleculas con sustituciones (materiales de
ensayo) se analizaron usando el ensayo de confirmacion descrito previamente.

La extension del extremo C de DOM10H-53-567 también reduce significativamente la unidon a ADA preexistente (los
resultados se muestran mas adelante en la tabla 9). Esta esta ejemplificada por las extensiones A, AS, AST, ASTK,
ASTKG y ASTKG. Estas modificaciones no afectan negativamente a la capacidad de clones de DOM10H-53-567
para unirse a, e inhibir, su antigeno diana IL-13 tal como se confirmé mediante el ensayo de actividad de dAb IL-13
descrito mas adelante y los resultados se muestran en la tabla 9b .

Tabla 9a. Valoracion de union a ADA de mutantes de DOM10H-53-567

% de inhibicion en el '
Clon parental Modificacién de secuencia en(s\?gqgrdr%ggir;flcrjrge%on % Sﬁ'l gﬁj:tgsbzon
sujetos donantes)
DOM 10H-53-567 No modificada 95,06 100
DOM 10H-53-567 A C-terminal 12,84 10
DOM 10H-53-567 AS C-terminal 14,79 10
DOM 10H-53-567 AST C-terminal 29,02 20
DOM 10H-53-567 ASTK C-terminal 27,67 20
DOM 10H-53-567 ASTKG C-terminal 13,39 10

Protocolo de ensayo de actividad de dAb IL-13:

Se usd un bioensayo para medir la capacidad de variantes de moléculas de DOM10H-53-567 para inhibirla
produccion de fosfatasa alcalina estimulada por IL-13 humana recombinante en células HEKBlue-STAT®6 in vitro. Se
plaquearon células HEK-STAT®6 (Invivogen) (que expresan fosfatasa alcalina embriénica secretada (SEAP) mediante
el control del promotor dependiente de STAT6) en placas de 96 pocillos. Se preequilibraron IL-13 humano a una
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concentracion de 3 ng/ml y una serie de diluciones de moléculas DOM1-H-53-567 durante 1 hora a temperatura
ambiente y después se afadieron a las células durante 24 horas a 37 °C. Siguiendo a la incubacion, las
concentraciones de sobrenadante de SEAP producido por las células como resultado de la estimulacion de IL-13 se
determinaron mediante la adicion de Quanti-Blue (Invivogen ) y se obtuvo una lectura de la densidad optica a 640
nm. Los valores de CI50 se calcularon a partir de las curvas de respuesta a la dosis usando Graphpad Prism.

Tabla 9b: Valoracion de la actividad de mutantes DOM10H-53-567
. CI50 (nM) media de
Parental Clon Secuencia Modificacién Ingéﬁl?t??sd?vggﬁzég?gggo
entre 2 y 4 experimentos)
DOM 10H-53-567 No modificada 0,56
DOM 10H-53-567 A C-terminal 0,59
DOM 10H-53-567 AS C-terminal 0,56
DOM 10H-53-567 AST C-terminal 0,68
DOM 10H-53-567 ASTK C-terminal 0,75
DOM 10H-53-567 ASTKG C-terminal 0,40

La extension en el extremo C de DOM10H-53-567 que redujo la unién a ADA preexistente no afecté negativamente
a la capacidad de dAb DOM10H-53-567 para unirse a, e inhibir, su antigeno diana (IL-13 humano).

Ejemplo 12a: Clonacién de moléculas dAb-Fc-dAb VH/Vk anti-VEGF con extremos C modificados

Los dAb-Fc-dAb Vh-Vk con modificaciones realizadas en el extremo C de la porcién dAb Vk: Se disefiaron
DMS30047-30054 generando las secuencias de variantes de dAb Vk por PCR y después volviendo a clonar en
DMS30045 (SEC ID N° 40) y DMS30046 (SEC ID N° 41), respectivamente, para generar los vectores de expresion
de mamiferon modificados. A partir de DMS30045: (i) se elimind el resto arginina del extremo C para generar
DMS30047 (DMS30037 -R), (ii) se ahadié una alanina en el extremo C para generar DMS30048 (que es DMS30037
+ A) (SEC ID N° 43), (iii) se anadieron tres alaninas en el extremo C para generar DMS30049 (DMS30037 + AAA)
(SEC ID N° 44) y se ahadi6é una treonina en el extremo C para generar DMS30050 (DMS30037 + T) (SEC ID N° 45).
A partir de DMS30046 (SEC ID N° 41): (i) se elimin6 el resto arginina del extremo C terminal para generar
DMS30051 (DMS30038 -R) (SEC ID N° 46), (ii) se afadié6 una alanina en el extremo C terminal para generar
DMS30052 ((DMS30038 + A) (SEC ID N° 47) , (iii) se afiadieron tres alaninas en el extremo C terminal para generar
DMS30053 (DMS30038 + AAA) (SEC ID N° 48) y se afiadié una treonina en el extremo C terminal para generar
DMS30054 (DMS30038 + T) (SEC ID N° 43).

Las descripciones de las moléculas anteriores son como sigue:

DMS30045: dAb DOM15-26-597 N-(enlazador VEPKSSDK) y dAb K-044-085 C-terminal ((TGLDSP)x4), DMS30046:
dAb DMS1576 con K-044-085 C-terminal ((TGLDSP)x4), DMS30047 (contiene extremo C terminal modificado): dAb
DOM15-26-597 N-(enlazador VEPKSSDK) y dAb K-044-085 C-terminal menos R en el extremo C terminal
((TGLDSP)x4), DMS30048 (contiene extremo C terminal modificado): dAb DOM15-26-597 N-(enlazador
VEPKSSDK) y dAb K-044-085 C-terminal + A ((TGLDSP)x4), DMS30049 (contiene extremo C terminal modificado):
dAb DOM15-26-597 N-(enlazador VEPKSSDK) y dAb K-044-085 C-terminal + AAA ((TGLDSP)x4), DMS30050
(contiene extremo C terminal modificado): dAb DOM15-26-597 N-(enlazador VEPKSSDK) y dAb K-044-085 C-
terminal + T ((TGLDSP)x4), DMS30051 (contiene extremo C terminal modificado): dAb DMS1576 con K-044-085 C-
terminal menos R C-terminal ((TGLDSP)x4), DMS30052 (contiene extremo C terminal modificado): dAb DMS1576
con K-044-085 C-terminal + A ((TGLDSP)x4), DMS30053 (contiene extremo C terminal modificado): dAb DMS1576
con K-044-085 C-terminal + AAA ((TGLDSP)x4), DMS30054 (contiene extremo C terminal modificado): dAb
DMS1576 con K-044-085 C-terminal +T ((TGLDSP)x4) (las secuencias de aminoacidos de las moléculas se
muestran en la figura 12 y las SEC ID N° 40-49).

Ejemplo 12B: Las modificaciones en la region del extremo C del Abd Vk VEGF de moléculas mancuerna
DMS30037 y DMS30038 tienen union reducida a anticuerpos preexistentes

Procedimiento de ensayo de confirmacion de V kappa ADA usado para medir la frecuencia de ADA preexistente a V
kappa:

1.  En una placa de ensayo de microvaloracion se incuba una muestra de suero positivo en ADA al 10 % en
diluyente de ensayo (caseina al 1 % en PBS) durante 1 hora + 5 minutos a TA con una concentracion final de 10
pg/ml del material de ensayo tal como dAb modificados.

2. Después de 1 hora de preincubacion, el suero/material de ensayo positivo en ADA se afiade a una placa de
ensayo con una mezcla homogénea que contiene dAb V kappa biotinilado (no modificado) y dAb V kappa
rutenilado (“Sulfo-Tag” ™) (no modificado) para una concentracion de aproximadamente 0,025 ug/ml de dAb
biotinilado, aproximadamente 0,0125 pg/ml de dAb rutenilado (“Sulfo-Tag” ™) y suero positivo en ADA al 5 % en
diluente de ensayo (caseina al 1 % en PBS). La placa se incuba durante 1 hora + 5 minutos a TA.

3. Una placa de estreptavidina MSD™ se bloquea con 150 pl/pocillo de caseina bloqueante en PBS (al 1 %) a
temperatura ambiente (TA) durante 1-2 horas. El bloqueante se elimina sin lavar.
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4. Después de 1 hora de preincubacion, la mezcla homogénea se afiade a una placa de ensayo con
estreptavidina MSD™ y se incuba durante 1 hora + 5 minutos a TA.

5. Después de 1 hora de incubacion, la placa MSD se lava después 3 veces con PBST, las muestras de
ensayo se transfieren a la placa MSD vy la placa se incuba durante 1 hora + 5 minutos en oscuridad a TA.

6. Laplaca MSD™ se lava después 3 veces con PBST.

7.  Se afhaden 150 pl/pocillo de tampon de lectura y la placa se lee.

El experto entendera que las concentraciones y tiempos de incubacion precisos en los ensayos de confirmacion se
optimizaran, por ejemplo el DOM1H-131-206 (y versiones modificadas) puede tener concentraciones y tiempos de
incubacion ligeramente diferentes en comparacion con un DOM10H-53-567.

Los resultados de estos analisis de compuestos se presentan en la tabla 9B mas adelante. Todas las modificaciones
en el extremo C analizadas en los dAb V kappa (+T, +A, +AAA y -R) mostraron una inhibicion reducida en el ensayo
de confirmacion ‘697 anterior. Esto sugiere que las modificaciones en el extremo C a dAb V kappa redujeron la union
a anticuerpos preexistentes (ADA) de un modo similar a dAb Vh.

Tabla 9b: Valoracion de la unién a ADA de mutantes de DMS3007 y DMS3008
% medio de
inhibicion de
sefial en el % de sujetos con unién
Clon parental Modificaciéon de secuencia ensayo de a ADA (valor medio de
confirmacion 6 sujetos)
(valor medio de 6
sujetos)
DMS30037 No modificada 60,46 100
DMS30050 Adicién de T C-terminal 20,97 16,67
DMS30048 Adicién de A C-terminal 12,86 16,67
DMS30049 Adicién de AAA C-terminal 8,36 16,67
DMS30047 Delecién —R C-terminal 6,17 16,67
DMS30038 No modificada 70,65 100
DMS30054 Adicién de T C-terminal 14,66 16,67
DMS30051 Delecién —R C-terminal -5,91 16,67

Ejemplo 13 - Expresiéon de moléculas dAb-Fc-dAb VH/Vk anti-VEGF con extremos C terminales modificados
(DMS30047-30054)

Los plasmidos de expresion que codifican las moléculas dAb-Fc-dAb anti-VEGF descritas anteriormente en el
ejemplo 12a se transfectaron de forma transitoria en células HEK293 6E y se expresaron en una escala de 500 ml
para producir las moléculas de fragmentos de anticuerpos usando el procedimiento descrito mas adelante en este
ejemplo. Los niveles de expresion >30 mg/l de sobrenadante se lograron rutinariamente.

Las secuencias de dAb se clonaron en el extremo N o C de un Fc genérico del isotipo IgG1 humano en un vector de
expresion de mamifero. Los dAb se enlazaron al Fc usando una secuencia enlazadora: el enlazador en el extremo N
terminal fue AAAS o TVAAPS y el enlazador en el extremo C fue ((GS(TVAAPSGS)x3) o el dominio de albumina 3.

Ejemplo 14 Purificacion de moléculas dAb-Fc-dAb VH/Vk anti-VEGF con extremos C modificados

Las moléculas dAb-Fc-dAb se purificaron para su afinidad a partir de sobrenadantes tal como se ha descrito en el
ejemplo anterior.

Ejemplo 15 Analisis molecular mediante cromatografia de exclusidon por tamafo de dAb-Fc-dAb VH/Vk anti-
VEGF con extremos C modificados

La integridad molecular, homogeneidad y % de pureza de las moléculas dAb-Fc-dAb anti-VEFG que habian sido
purificadas se analizé después mediante SDS-PAGE y cromatografia de exclusion por tamafio (SEC). Se confirmo
que las proteinas eran > 95 % proteina diana pura por SDS-PAGE y SEC antes de analisis posteriores en ensayos
bioldgicos.

Ejemplo 16 Unién de moléculas dAb-Fc-dAb VH/Vk anti-VEGF con extremos C modificados a VEGF en
Biacore

La afinidad de unién de determinadas moléculas dAb-Fc-dAb anti-VEGF, (con pequefias modificaciones en el
extremo C terminal) por VEGF+ss se determind mediante resonancia de plasmon superficial (SPR) usando un
Biacore T100. La proteina A se inmovilizd en un chip C1 mediante acoplamiento aminico primario y esta superficie
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se uso después para capturar constructos anti-VEGF. El VEGF 165 recombinante humano (producido ‘internamente’ a
partir de la transfeccion transitoria de células HEK293) se usé como analito a de 32 nM a 0,03125 nM en una serie
de diluciones de 4 veces. Todas las curvas de unién se referenciaron por duplicado con una inyeccién de tampén (es
decir 0 nM) y los datos se ajustaron al modelo 1:1 inherente a T100. La regeneracion se llevd a cabo usando NaOH
50 mM. El proceso se realizé a 37 °C, usando HBS-EP como tampén de proceso. Los datos obtenidos se muestran
en las tablas 10A, 10B y 10C. A partir de los datos de la tabla 10A, el comportamiento de DMS30037 y diversas
variantes modificadas en el extremo C terminal: DMS30037+A (DMS30048), DMS30037+AAA (DMS30049) y
DMS30037+T (DMS30050) (véase el ejemplo 12a para mas detalles de estas moléculas) parece comparable en
Biacore y las modificaciones en el extremo C terminal no parecen reducir la potencia con respecto al parental.

Un conjunto adicional de datos se muestra en la tabla 10B en la que la actuacion de DMS30037 y DMS30038 se
compard con variantes modificadas en el extremo C terminal: DMS30037-R, (marcado como +R (DMS30047),
DMS30037+T (DMS30050) y DMS30038-R, (marcado como +R (DMS30051) y Bevacizumab (Avastin) en el Biacore.
En este conjunto de datos de nuevo el comportamiento de todas las moléculas parece comparable en Biacore y las
modificaciones del extremo C terminal no parecen reducir la potencia con respecto al compuesto parental. Podrian
no capturarse datos significativos diferentes de la observacion de la curva para avastin. Un conjunto adicional de
datos se muestra en la tabla 10C en la que las moléculas DMS30037 y DMS30038 se compard con variantes
modificadas en el extremo C terminal: DMS30037-R, (DMS30047), DMS30037+T (DMS30050), DMS30038-R,
(DMS30051) y DMS30038+T (DMS30054) y Bevacizumab (Avastin). De nuevo el comportamiento de todas las
moléculas dAb-Fc-dAb parece comparable en Biacore y las modificaciones del extremo C terminal no parecen
reducir la potencia con respecto al compuesto parental. En este conjunto de datos, véase la tabla 10C, los datos de
Bevacizumab (Avastin) no podieron medirse adecuadamente debido a que la constante de disociacion era
demasiado estrecha.

Tabla 10A. Unién de la molécula dAb-Fc-dAb anti-VEGF: DMS30037 con modificaciones en el extremo C a VEGF g5
y comparacion con DMS30037.

Ligando Ka (M-1s-1) Kd (s-1) KD (M)
DMS30037 8,18E+06 4,34E-05 5,30E-12
DMS30037+A 8,25E+06 5,21E-05 6,32E-12
DMS30037+AAA 7,74E+06 5,37E-05 6,94E-12
DMS30038+T 8,03E+06 4,21E-05 5,24E-12

Tabla 10B: Union de las moléculas dAb-Fc-dAb anti-VEGF: DMS30037 y DMS30038 con modificaciones en el
extremo C a VEGF1g5 y comparacion con dAb-Fc-dAb parental y Bevacizumab (Avastin).

Ligando Ka (M-1s-1) Kd (s-1) KD (M)
DMS30037 1,04E+07 4,39E-05 4,22E-12
DMS30037+R 1,07E+07 4,22E-05 3,94E-12
DMS30037+T 1,10E+07 4,27E-05 3,90E-12
DMS30038 1,03E+07 4,79E-05 4,64E-12
DMS30038+R 1,23E+07 5,31E-05 4,31E-12
Avastin 8,39E+05 Fuera de rango Fuera de rango

Tabla 10C Union de las moléculas dAb-Fc-dAb anti-VEGF: DMS30037 y DMS30038 con modificaciones en el
extremo C a VEGF1g5 y comparacion con dAb-Fc-dAb parental y Bevacizumab (Avastin).

Ligando Ka Kd KD
DMS30037 5,60E+06 1,46E-04 2,61E-11
DMS30037+T 5,38E+06 1,42E-04 2,64E-11
DMS30037-R 6,97E+06 1,55E-04 2,22E-11
DMS30038 5,69E+06 1,55E-04 2,73E-11
DMS30038+T 5,90E+06 1,58E-04 2,68E-11
DMS30038-R 8,28E+06 1,22E-04 1,47E-11
Avastin 1,24E+06 Fuera de rango Fuera de rango
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Ejemplo 17 Ensayo de unién al receptor VEGF R2 de dAb-Fc-dAb VH/Vk anti-VEGF con_extremos C
modificados

Las potencias de moléculas dAb-Fc-dAb Vh/Vk anti-VEGF sobre la base de DMS30037 y DMS30038, pero con
modificaciones en el extremo C, se compararon ambas con la molécula silvestre y Bevacizumab (Avastin), en el
receptor 2 de VEGF, (R2), ensayo de unién usando el procedimiento modificado, es decir sin preincubacion, tal
como se ha descrito anteriormente en este ejemplo. Los datos se muestran en la tabla 11A, todas las moléculas
dAb-Fc-dAb analizadas: DMS30037, DMS30037+T (DMS30050), DMS30037-R (DMS30047), DMS30038,
DMS30038-R (DMS30051), parecen tener una potencia comparable y son considerablemente mas potentes que
Bevacizumab (Avastin), tabla 11A. Hubo una pequefa variacion en el porcentaje de inhibicion maximo logrado por
las moléculas en el ensayo con todas las moléculas logrando > 93-98 % de inhibicién maxima, (los datos no se
muestran).

Se generaron datos adicionales comparando las dAb-Fc-dAb: DMS30038, DMS30038+T, (DMS30050) and
DMS30038-R, (DMS30051) con Bevacizumab (Avastin), en el mismo formato de ensayo, los datos se representan
en la tabla 11B. A partir de los datos DMS30038 y sus variantes de extremo C, (tabla 11B), tienen potencias
similares evaluadas por sus valores de CE50 en el ensayo RBA y parecen ser considerablemente mas potentes que
Bevacizumab (Avastin) con estos criterios. Hubo una pequefia variacion en el porcentaje de inhibicion maximo
logrado por las moléculas en el ensayo con todas las moléculas logrando > 94 % de inhibicion maxima, (los datos no
se muestran).

Ensayo de union al receptor de VEGF R2: Se analizaron las potencias en el ensayo de union al receptor de VEGF
en comparacion con la de Bevacizumab (Avastin). Estas medidas de ensayo de unién de VEGF165 a bien VEGF R1
o bien VEGF R2 y la capacidad de las moléculas de ensayo para bloquear esta interaccion. Una placa de 96 pocillos
de union estandar MSD (L11XA-3) se recubrié con 0,25 yg/ml de VEGF R1 (R&D Systems 321-FL) o VEGF R2
(R&D 357-KD) en tampén de bicarbonato (50 ul/pocillo), se cubrié con un sellador de placa y se incub6 durante la
noche a 4 °C. Al dia siguiente la placa MSD se lavéo 3 x 300 pl/pocillo con tampoén de lavado Tris y se
inmunotransfirid sobre un lecho de tejido para eliminar el exceso de tampdn de los pocillos. La placa MSD se
bloque6 después con BSA al 3 % en PBS (250 pl/pocillo) y se incubd con agitacion (750 RPM) a temperatura
ambiente durante 1 hora.

La placa MSD se lavé de nuevo antes de la adicion de una concentracion 2x de molécula anti-VEGF (25 pl/pocillo) y
se incubd con agitacion (750 RPM) a temperatura ambiente durante 10 minutos antes de la adicion de una
concentracion 2x de rhVEGF, 25 pl/pocillo, R&D Systems (293-VE/CF, fabricada en células de insecto usando
baculovirus) o un GSK generado “internamente” de VEGF (fabricado en células HEK293 de mamifero, los ultimos
datos no se muestran excepto en la tabla 3A). Las moléculas anti-VEGF y el VEGF se prepararon usando BSA al
0,1% en PBS. En ensayo inicial se realizd con una etapa en la que la molécula anti-VEGF se preincubé con VEGF.
Las preincubaciones se prepararon afiadiendo un volumen igual a una concentracion 2x de molécula anti-VEGF a un
volumen igual de una concentracion 2x de VEGF (R&D, 293-VE/CF) durante 30 minutos a temperatura ambiente. La
concentracion final de VEGF usada fue de 10 ng/ml. No se incluyeron tampoco VEGF ni controles solos de VEGF.
La placa MSD se incub6 con agitacion (750 RPM) a temperatura ambiente durante 2 horas después de lo cual se
lavo de nuevo antes de la adicion del reactivo de deteccion (50 pl/pocillo, anticuerpo biotinilado VEGF antihumano
de cabra (R&D Systems BAF293) a 0,25 ug/ml en BSA al 1 % en PBS y se incubd con agitacion (750 RPM) a
temperatura ambiente durante 1 hora. La placa MSD se lavd de nuevo antes de la adicién de la estreptavidina sulfo-
TAG (50 pl/pocillo, MSD R32AD-1) a 2 ug/ml en BSA al 1 % en PBS y se incubd con agitacién (750 RPM) a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Antes de la medicion de la electroquimioluminiscencia en un MSD Sector
Imager 6000, la placa MSD se lavo y se afadieron 150 pl/pocillo de 2x tampén de lectura T (MSD R92TC-1). El
ajuste de la curva y los calculos de CE50 se realizaron usando GraphPad Prism. La capacidad de las moléculas de
ensayo anti-VEGF y Bevacizumab (Avastin) para inhibir la union de VEGF a VEGFR1 y VEGFR2 se determiné como
se describe.

Procedimiento modificado: Se realizd6 un segundo ensayo con el que el agente anti-VEGF y el VEGF no se
preincubaron antes de la adiciéon a la placa MSD recubierta con receptor de VEGF. El ensayo se realiz6 y solo se
us6 VEGF procedente de R&D Systems, (293-VE/CF). La capacidad de las moléculas anti-VEGF y Bevacizumab
(Avastin) para inhibir la uniéon de VEGF a VEGFR1 y VEGFR2 se determiné como se ha descrito anteriormente pero
sin la etapa de preincubacion.

Tabla 11A. Valores de CEsp de dAb-Fc-dAb anti-VEGF con modificaciones en el extremo C en comparacién con
Bevacizumab (Avastin) en el ensayo de union al receptor de VEGFR2 :

El ajuste de la curva y los calculos de CEsp se realizaron usando GraphPad Prism.
VEGF R2 RBA CES50 CES50

(g/mi) (pM)
Avastin 1,21 E-07 806
DMS30037 2,99 E-09 28
DMS30037 +T 2,98 E-09 28
DMS30037 -R 2,66 E-09 25
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(continuacion)

El ajuste de la curva y los calculos de CEsp se realizaron usando GraphPad Prism.

DMS30038

3,37E-09

32

DMS30038 -R

3,84 E-09

37

Tabla 11B. Valores de CEsp de dAb-Fc-dAb anti-VEGF con modificaciones en el extremo C terminal en comparacion
con Bevacizumab (Avastin) en el ensayo de union al receptor de VEGFR2:

El ajuste de la curva y los calculos de CEsp se realizaron usando GraphPad Prism.
VEGF R2 RBA CES50 CES50

(g/ml) (pM)
Avastin 3,4 E-07 2266
DMS30038 5,28 E-09 50
DMS30038 +T 4,31 E-09 41
DMS30038 -R 4,53 E-09 43

Ejemplo 18: Ensayo de proliferacion de células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC): Inhibicién
con moléculas dAb-Fc-dAb VH/Vk anti-VEGF con extremos C terminales modificados

Las capacidades de las moléculas dAb-Fc-dAb sobre la base de DMS30037 y DMS30038 pero con modificaciones
en el extremo C terminal: DMS30037-R (DMS30047) y DMS30037+T (DMS30050) , DMS30038-R (DMS30051) y
DMS30038+T (DMS30054) para suprimir la proliferaciéon de células endoteliales de vena umbilical humana se
compararon con Bevacizumab (Avastin) usando el procedimiento descrito mas adelante con las siguientes
desviaciones (i)en vez de dejar los pocillos exteriores libres de células, se usé la totalidad de la placa y (ii) los datos
se analizaron usando GraphPad Prism usando un ajuste de curva sigmodial, pendiente variable comparado con una
regresion no lineal (pendiente variable). Los compuestos de ensayo se evaluaron independientemente sobre placas
individuales frente a la molécula de comparacién, Bevacizumab (Avastin); el ensayo se llevd a cabo en al menos tres
ocasiones por separado, con un conjunto de datos total por molécula de Bevacizumab (Avastin): 15; DMS30037: 7;
DMS30038: 8; DMS30037-R (DMS30047): 3; DMS30037+T (DMS30050): 4; DMS30038-R (DMS30051): 4 vy
DMS30038+T (DMS30054): 4, (datos no mostrados). Se enfocd sobre el analisis del grado de inhibicion maximo y
los valores de CE50 relativos en el ensayo generados por determinadas moléculas en comparacion con los de
Bevacizumab (Avastin).

Los datos se analizaron usando GraphPad Prism usando un ajuste de curva sigmodial, pendiente variable en
comparacioén con regresion no lineal (pendiente variable). Los ajustes de curva individuales se realizaron para cada
molécula y en cada dia. Debido a algun ajuste pobre, se decidié introducir restricciones para la curva en la que no se
observé una meseta en la concentracion mas baja. Se excluyd una placa de los andlisis debido al ajuste pobre de la
curva a pesar de las restricciones. Esta restriccion seria igua a la media de los puntos en la concentracion mas baja.
Los datos se seleccionaron manualmente tanto si el minimo estaba restringido o no, y el ajuste de la curva y los
parametros se actualizaron automaticamente sobre la base de esta seleccion de criterios. Las estimaciones del
maximo de curva y del error estandar se analizaron usando un analisis de varianza de modelo ponderado mixto,
usando 1/ (error estandar)?, [SE]2, como ponderacion. El analisis se ajustd para la variabilidad entre placas y dias
usando términos de efectos aleatorios. A partir de este analisis, las medias predichas se estimaron y se realizaron
comparaciones con Avastin (control) (Véase la tabla 12A). Se realiz6 después el mismo analisis en escala log10
para la CI50 y los resultados se transformaron de nuevo. A partir de esto, se generaron estimaciones de las medias
geomeétricas y se realizaron comparaciones de nuevo con Avastin en forma de una relaciéon de Avastin (control) es
decir, una relacién de 0,5 indicaria una caida del 50 % de la Avastin (véase la tabla 12B).

Ensayo de proliferacion de células endoteliales de cordon umbilical humano (HUVEC):

Se analizaron moléculas anti-VEGF para evaluar su capacidad para suprimir la proliferacion de células endoteliales
de vena umbilical humana en comparacion con la de Bevacizumab (Avastin). Este ensayo mide la medida de la
proliferacion de células endoteliales inducida por una concentracion definida de VEGF+65 y la capacidad de
antagonistas de VEGF para bloquear este efecto. Las HUVEC se sembraron a 5000 células por pocillo en placas
recubiertas con gelatina de 96 pocillos, se dejaron libres de células los pocillos exteriores, y se incubé durante varias
horas para permitir la adherencia. Las moleculas de ensayo se analizaron a concentraciones equimolares (max
3,33x10-98 M) con una serie de diluciones de 2 veces, cada una por triplicado. EI VEGF+g5 se preparé en medio basal
para obtener una concentracion final de 75 ng/ml. El medio se elimind manualmente de las monocapas celulares y
se afadieron 50 pl para evitar que las células se secaran. Se afiadieron 25 pl de medio que contenia VEGF g5 y 25
pl de medio basal o medio que contenia anticuerpo de ensayo si era apropiado. Las células se incubaron durante 72
horas y después de este periodo se determin6 el numero total de células usando Cell Titre Glo. El tratamiento de
HUVEC con VEGF1es dio como resultado un aumento del nimero total de células después de 72 horas, si se
compara con las células no tratadas con VEGF1es (datos no mostrados). Este aumento mediado por VEGF se
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intrepreta que representa los efectos acumulativos de VEGF tanto sobre la proliferacion de HUVEC como en la
prevencion de la muerte celular de HUVEC. Los compuestos de ensayo se evaluaron independientemente en placas
individuales frente a la moléculade comparacion, Bevacizumab (Avastin).

Tabla 12A. Medias geométricas predichas de porcentaje de inhibicion maximo de dAb-Fc-dAb anti-VEGF
modificados en el extremo C terminal con el 95 % de intervalos de confianza (IC) en comparacién con el compuesto
parental y Bevacizumab (Avastin) en el ensayo de HUVEC:

Media predicha para un % de inhibiciébn maximo

mAb Estimacion Inferior Superior
95 % de IC 95 % deIC

Avastin 71,0316 61,6741 80,3891
DMS30037 85,4759 74,9164 96,0354
DMS30037+T 89,9852 78,2698 101,70

DMS30037-R 82,2693 69,9929 94,5457
DMS30038 73,5602 63,7180 83,4023
DMS30038+T 79,0343 67,1904 90,8782
DMS30038-R 77,6519 65,5487 89,7550

A partir de este andlisis, parece que las moléculas DMS30037, DMS30037+T y DMS30037-R conducen a la
inhibicion maxima en el ensayo de HUVEC y superan al grupo de Avastin, el intervalo de confianza no solapa la
referencia cero de modo que los datos fueron estadisticamente significativos a partir de los de Avastin; los datos no
se muestran (véase la tabla 12A).

Tabla 12B. Medias geométricas de CI50 de dAb-Fc-dAb anti-VEGF modificados en el extremo C con el 95 % de
intervalos de confianza (IC) en comparacion con el compuesto parental y Bevacizumab (Avastin) en el ensayo de
HUVEC:

Media geométrica para CI50

mAb Estimacion Inferior Superior
95 % de IC 95 % deIC

Avastin 3,829 E-9 3,119 E-9 47 E-9
DMS30037 1,903 E-9 1,473 E-9 2,46 E-9
DMS30037+T 2,332 E-9 1,758 E-9 3,092 E-9
DMS30037-R 7,365 E-9 2,06 E-10 2,639 E-7
DMS30038 2,163 E-9 1,723 E-9 2,715 E-9
DMS30038+T 2,649 E-9 1,877 E-9 3,738 E-9
DMS30038-R 2,234 E-9 1,699 E-9 2,936 E-9

Un analisis similar de las medias geométrica de los valores de CI50 con intervalos de confianza del 95 %, (IC),
mostré que todas las moléculas dAb-Fc-dAb DMS30037, DMS30037+T, DMS30038, DMS30038+T y DMS30038-R
tenian valores de CI50 de forma estadisticamente significativa mas reducidos que la Avastin, datos no mostrados
(véase la tabla 18B). El conjunto de datos de DMS30037-R fue muy variable con un nimero n bajo (3).

En general, los datos sugieren que las modificaciones en el extremo C en ambos dAb-Fc-dAb: DMS30037 y
DMS30038 tienen valores de CI50 y niveles de inhibicion maxima en el ensayo de HUVEC que las moléculas
parentales y parecen mas potentes que Bevacizumab (Avastin), tanto en términos de porcentaje maximo de
inhibicién como de CI50 mas bajo, (véanse las tablas 12A 'y 12B).

Ejemplo 19 (mAb tool): El uso de un mAb anti-VH para definir el epitopo para la unién de ADA anti-VH
preexistente:

Un anticuerpo monoclonal (mAb anti-VH M2.3G10.1G06) se une al marco estructural VH de DOM1H-131-206 y se
determiné que este mAb tiene una unién mucho mas reducida a DOM1H-131-206 +A; por lo tanto, este anticuerpo
parece unirse a un epitopo similar al ADA anti-VH humano preexistente.
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Secuencias CDR de mAb anti-VH M2.3G10.1G06: Las secuencias CDR del mAb anti-VH M2.3G10.1G06 se
amplificaron y secuenciaron a partir de la linea celular de hibridoma. Las secuencias de cadena pesada y ligera para
el mAb M2.3G10.1G06 se muestran en [la secuencias de aminoacidos se muestran en las figuras 6a y 6b]. Las
secuencias se clonaron en un vector de expresion de mAb IgG1 y se transfectaron en células de mamifero para
expresar el mAb identificado.

El anticuerpo resultante se purifico a partir del sobrenadante celular y se analizé para evaluar su capacidad de union
al marco estructural de dAb VH.

Especificidad de mAb_anti-VH M2.3G10.1G06: La especificidad del mAb M2.3G10.1G06 para unirse al marco
estructural de dAb VH (con o sin una modificacion que invalide la unidon a ADA preexistente) se determind midiendo
la unién del mAb M2.3G10.1G06 en un ensayo de union TNFR1:dAb realizado en una plataforma MSD™ (vése el
ejemplo 1 para detalles de una plataforma MSD™). El ensayo de union TNFR1:dAb se detalla mas adelante. Se
demostré que el mAb anti-VH M2.3G10.1G06 tiene una union reducida al marco estructural VH en hasta el 85 %
cuando el extremo C terminal estda modificado mediante la extension con alanina (1 a 15 % de unidn residual) (los
resultados se muestran en la tabla 13).

Competencia_entre  ADA anti-VH preexistente y mAb M2.3G10.1G06: Para confirmar que el mAb anti-VH
M2.3G10.1G06 se une al mismo epitopo que ADA anti-VH en suero preexistente, se llevé a cabo un ensayo de
competencia. Se determiné que el suero de un intervalo de donantes humanos con ADA anti-VH preexistente podria
competir con el mAb anti-VH M2.3G10.1G06 por la union a DOM1H-131-206 (los datos se muestran en la figura 7).
Concluimos que el ADA anti-VH humano preexistente y el mAb anti-VH M2.3G10.1G06 comparten un epitopo
solapado en el marco estructural VH.

Las modificaciones a dAb VH con interrupcién del epitopo para la unién a ADA preexistente pueden predecirse
sobre la base de la unién del mAb anti-VH M2.3G10.1G06. La uniéon de mAb anti-VH M2.3G10.1G06 puede usarse,
por lo tanto, para analizar las modificaciones que conducen a una unién reducida a ADA preexistente.
Procedimientos usados:

Protocolo del ensayo de union TNFR1:dAb

1. Se captura TNFR1:Fc en una placa MSD de unién alta durante la noche a 4 °C. La placa MSD se lava
después 3 veces con MSD/tampén de lavado TRIS.

2. Las placas se bloquean con BSA al 3 % en PBS durante 1,5 horas a temperatura ambiente. La placa MSD se
lava después 3 veces con MSD/tampoén de lavado TRIS.

3. Las series de diluciones del dAb de ensayo (DOM 1H-131-206 (SEC ID N° 1) o DOM 1H-131-206 con una
extension de alanina en el extremo C (SEC ID N° 16)) se afiaden durante 2 horas a TA. La placa MSD se lava
después 3 veces con MSD/tampén de lavado TRIS.

4. Se afiade mAb M2.3G10.1G06 rutenilado a una concentracion final de 1 pyg/ml durante 1 hora a temperatura
ambiente. La placa MSD se lava después 3 veces con MSD/tampén de lavado TRIS.

5. Se afiaden 150 pl/pocillo de tampdn de lectura y la placa se lee.

Protocolo de ensayo de competencia para ADA anti-VH preexistente y mAb M2.3G10.1G06:

1.  Seincubaron 0,2 pg/ml de molécula de ensayo (dAb) biotilinada que era DOM 1H-131-206 (SEC ID N° 1) y
muestra de suero al 20 % en diluyente de ensayo (caseina al 1 % en PBS) en una placa de ensayo de fondo
redondo durante 1 hora + 5 minutos a TA.

2.  Se afade mAb anti-VH M2.3G10.1G06 rutenilado a una concentracion final de 1 pg/ml durante 1 hora a
temperatura ambiente.

3.  Una placa MSD™ con estreptavidina se bloquea con 150 pl/pocillo de caseina bloqueante en PBS (al 1 %)
a temperatura ambiente (TA) durante 1-2 horas.

4. Las muestras se transfieren a la placa de estreptavidina MSD™ y se incuban a temperatura ambiente (Ta)
durante 1-2 horas.

5. Laplaca MSD se lava después 3 veces con PBST.

6. Se afiaden 150 pl/pocillo de tampdn de lectura y la placa se lee.

Tabla 13: Unién diferencial de mAb anti-VH a DOM1H-131-206 o DOM1H-131-206 modificados con una extension
en el extremo C

Sefal de ensayo de unién Valor medio de ECL + . .
Concentracion de dAb de DT DOI\l/J|!|1||_c|>1r13[|te_I§1(t)|é/a+aA C-
ensayo (pg/ml) DOMTH-131-206 + A terminal (%)
DOM1H-131-206 C-terminal
270000 1168024 + 3643 81489 + 4537 7
90000 1078743 + 17931 66020 + 3207 6
30000 377493 + 9653 11300 + 266 3
10000 108173 £ 3413 1507 £ 69 1
3333 34479 £ 1397 743+ 14 2

36



10

15

20

25

30

ES 2813432713

(continuacion)

Sefal de ensayo de unién Valor medio de ECL +
DT Union relativa a

Concentracion de dAb de DOM1H131-206 + A C-
ensayo (pg/ml) DOMTH-131-206 + A terminal (%)
DOM1H-131-206 C-terminal
1111 12026 + 243 847 + 226 7
370 4387 + 41 669 + 13 15

0 623 +2 6215

Este mAb se une al marco estructural de dAb VH, por ejemplo DOM 1H-131-206 (SEC ID N° 1), pero la unién se
reduce altamente en dAb con una modificacion +A en el extremo C, por ejemplo DOM 1H-131-206 con una
extension de alanina C terminal (SEC ID N° 16). Las secuencias de cadenas H y L se determinaron a partir de
hibridoma depositado en Biocat. Hubo solo una secuencia LC pero dos secuencias HC: una secuencia funcional
(véase mas adelante) y una no funcional que incluye codones de detencién y cambios de fase.

La expresion del mAb y la confirmacion de la unién frente a las dos moléculas anteriores sobre la base de la
secuencia funcional predicha mas adelante nos permitiran confirmar que tenemos la secuencia de mAb correcta
para la presentacion. El modo en que los constructos pTT5 se ensamblaron significa que solo la secuencia en letra
no cursiva es del hibridoma, la cursiva es quimérica del vector pTT en el que se clond (esto no se requiere para el
ensayo de union).

Cadena ligera

DIVMTQSQKFMSPTVGDRVSITCKASQNVGTAVAWYQQKPGQSPKLLIYSASNRYTGVPD
RFTGSGSGTDFTLTINNMQSEDLADYFCQQYGSYPLTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Cadena pesada
EVQLQQSGPVLVKPGASVKMSCKASGYTLTESYMHWVKQSHGKSLEWIGVISPYNGGTSY
NQKFKDKATLTVDKSSSTAYMELNSLTSEDSAVYYCTRRGIYYDPSWFAYWGQGTLVTVS
AAKTTPPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQS
SGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Region variable en tipo normal.

CDR subrayadas/negrita

Secuencia quimérica para Fc en cursiva.

Fc es IgG1 humana.

Las secuencias de la herramienta mAb se muestran en la figura 6 (SEC ID N° 14 y 15).
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REIVINDICACIONES

1. Un dominio variable de inmunoglobulina unico, que se une a TNFR1 y que se selecciona de cualquiera de las
siguientes secuencias de aminodacidos: (a) DOM1h-131-206 caracterizada por la SEQ ID NO:16; y (b) una
secuencia de aminoacidos que es al menos el 98 %, el 99 % o el 99,5 % identical a la secuencia de DOM1h-131-206
mostrada en la SEQ ID NO 1 y a la que se le ha afiadido una extension de una Unica alanina en el extreme C-
terminal y que tiene una union a ADA reducida en comparacion con la SEQ ID NO:1 no modificada.

2. Un dominio variable de inmunoglobulina tnico de acuerdo con la reivindicacion 1 para su uso en terapia.

3. Un dominio variable de inmunoglobulina tnico para su uso en terapia de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que
el dominio variable de inmunoglobulina Unico estd presente como una infusion o conjugado con moléculas
adicionales seleccionadas de: un dominio variable de inmunoglobulina tnico o protein o polipéptido o fragmento de
los mismos adicional que puede ser una prolongacion de la semivida oes un agente terapéutico o molécula active
adicional, una molécula de PEG, un anticuerpo o un fragment del mismo o una region Fc.

4. Un dominio variable de inmunoglobulina Unico para su uso en terapia de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 2-3, en el que el dominio variable de inmunoglobulina unico esta unido a un dominio emparejado
VH/VL como una molécula mAbdAb, o una fusion en linea.

5. Un dominio variable de inmunoglobulina Unico para su uso en terapia de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 2-4, para su uso en el tratamiento o la prevenciéon de al menos una enfermedad o trastorno o
afeccion seleccionada de: una enfermerdad o trastorno inflamatorio, o una enfermedad o trastorno respiratorio o una
enfermedad o trastorno pulmonar.

6. Un dominio variable de inmunoglobulina Unico para su uso en terapia de acuerdo con la reivindicacion 2-4, en el
que dicho uso es para tartar o prevenir al menos una enfermedad o trastorno o afeccién que se selecciona de:
artritis, psoriasis, esclerosis multiple, enfermedad intestinal inflamatoria (por ejemplo) enfermedad de Crohn y colitis
ulcerante; o por ejemplo enfermedades o trastornos respiratorios o pulmonares, por ejemplo seleccionados entre:
asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, bronquitis crénica, bronquitis obstructiva crénica y enfisema,
inflamacién pulmonar, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, asma, neumonia, neumonitis hipersensitiva,
infiltrado pulmonar con eosinofilia, enfermedade pulmonar ambiental, neumonia, bronquiectasis, fibrosis cistica,
enfermedad pulmonar intersticial, hipertension pulmonar primaria, tromboembolismo pulmonar, trastornos de la
pleura, trastornos del mediaestinio, trastornos del diafragma, hipoventilacion, hiperventilacion, apnea del suefio,
sindrome de dificultad respiratoria aguda, mesotelioma, sarcoma, rechazo de injerto, enfermedad de injerto frente a
huésped, cancer de pulmon, rinitis alérgica, alergia, asbestosis, aspergiloma, aspergilosis, bronquiectasis, bronquitis
cronico, enfisema, neumonia eosindfila, fibrosis pulmonar idiopatica, enfermedad de neumococos invasiva, gripe,
micobacterias no tuberculosas, efusion pleural, neumoconiosis, neumocitosis, neumonia, actinomicosis pulmonar,
proteinosis pulmonar alveolar, carbunco pulmonar, edema pulmonar, embolia pulmonar, inflamacién pulmonar,
hictiocitosis pulmonar X, hipertensidon pulmonar, nocardiosis pulmonar, tuberculosis pulmonar, enfermedad
venooclusiva pulmonar, enfermedad pulmonar reumatoide, sarcoidosis y granulomatosis de Wegener y lesion
pulmonar aguda y sindrome de insuficiencia respiratoria aguda.

7. Un dominio variable de inmunoglobulina tinico para su uso en terapia de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que
dicho dominio tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO 16 y se usa para tratar una enfermedad
seleccionada de: lesidon pulmonar aguda y sindrome de insuficiencia respiratoria aguda.

8. Un acido nucleico aislado o recombinante que codifica un dominio variable de inmunoglobulina unico de acuerdo
con la reivindicacion 1.

9. Un acido nucleico aislado o recombinante que codifica un dominio variable de inmunoglobulina unico de acuerdo
con la reivindicacion 1 en el que dicho acido nucleico tiene la secuencia de la SEQ ID NO 22.

10. Un vector que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 8 o 9.

11. Una célula hospedadora que comprende el acido nucleico de la reivindicacién 8 o 9 o el vector de la
reivindicacion 10.

12. Una composicion farmacéutica que comprende un dominio variable de inmunoglobulina Unico de la reivindicacion
1 y un vehiculo, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable.
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Figura 1: Frecuencia de anticuerpos antifarmaco preexistentes en sueros de sujetos sanos
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Figura 2: secuencias de aminoacidos de:

(a) dAb DOM 1H-131-206 (anti-TNFR1) no modificada

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEWVSHIPPDGQDPFYADSVK
GRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYHCALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO
1)

(b) dAb DOM 1H-131-511 (anti-TNFR1) no modificada
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEWVSHIPPVGQDPFYADSVK
GRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO
2)

(c) dAb DOM 1H-131-202 (anti-TNFR1) no modificada
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEWVSHIPPDGQDPFYADSVK
GRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO
3)

(d) El clon VHH2(d) es un formato biespecifico que tiene un maédulo de unidn a IL6R enlazado
por GGGGSGGGS a un modulo de unién a albimina de suero humano tal como se describe
en el documento W02010100135:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSVFKINVMAWYRQAPGKGRELVAGIISGGSTSYADSVKGR
FTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCAFITTESDYDLGRRYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSE
VQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADSVKG
RFTISRDNAKTTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS
(SEQ ID NO 4)

(e) El clon VHH2(e) es un formato biespecifico que tiene un madulo de union a TNF enlazado
a un modulo de union a albimina de suero enlazado a su vez a un modulo de unidn a TNF,
usando GGGGSGGGS como enlazador tal como se describe en el documento W02010077422:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVK
GRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVE
SGGGLVQPGNSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISR
DNAKTTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGLVQ
PGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNT
LYLQMNSLRPEDTAVYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSS
(SEQ ID NO 5)
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Figura 2 continuacion:

(f) El clon VHH2(f) es un formato monoespecifico bivalente que comprende dos madulos
idénticos enlazados por medio de un enlazador Ala-Ala-Ala, siendo cada médulo un dAb
que puede unirse al dominio Al del factor de Von-Willebrand, tal como se muestra en
el documento W02009115614A2:
GRFTISRDNAKRMVYLQMNSLRAEDTAVYYCAAAGVRAEDGRVRTLPSEYTFWGQGTQVTVSSAA
AEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSYNPMGWFRQAPGKGRELVAAISRTGGSTYYPDSV
EGRFTISRDNAKRMVYLQMNSLRAEDTAVYYCAAAGVRAEDGRVRTLPSEY TFWGQGTQVTVSS
(SEQ ID NO 6)

(@) El clon VHH2(d) es un formato biespecifico que tiene un médulo de union a IL6R
enlazado por medio de GGGGSGGGS a un madulo de albiimina de suero humano tal

como se describe en el documento W02010100135 con una extension de alanina:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSVFKINVMAWYRQAPGKGRELVAGIISGGSTSYADSVKGR
FTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCAFITTESDYDLGRRYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSE
VQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADSVKG
RFTISRDNAKTTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSA

(SEQ ID NO 7)

(h) El clon VHH2(e) es un formato bispecifico que tiene un mddulo de union a TNF
enlazado a un modulo de alblimina de suero enlazado a su vez a un mddulo de union

a TNF, usando GGGGSGGGS como enlazador tal como se describe en el documento
W02010077422 con una extension de alanina:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVK
GRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVE
SGGGLVQPGNSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISR
DNAKTTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGLVQ
PGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNT

LYLQMNSLRPEDTAVYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSA
(SEQ ID NO 8)

' (i) El clon VHH2(f) es un formato monoespecifico bivalente que comprende dos médulos
idénticos enlazados por un enalazador Ala-Ala-Ala, siendo cada médulo un dAb que puede
unire al dominio Al del factor de Von-Willebrand tal como se muestra en el documento
W02009115614A2 con una extension de alanina:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSYNPMGWFRQAPGKGRELVAAISRTGGSTYYPDSVE
GRFTISRDNAKRMVYLQMNSLRAEDTAVYYCAAAGVRAEDGRVRTLPSEYTFWGQGTQVTVSSAA
AEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSYNPMGWFRQAPGKGRELVAAISRTGGSTYYPDSV
EGRFTISRDNAKRMVYLQMNSLRAEDTAVYYCAAAGVRAEDGRVRTLPSEYTFWGQGTQVTVSSA
(SEQ ID NO 9)
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Figura 2 continuacion:
(j) DOM 1H-574-208
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFDKYSMGWVRQAPGKGLEWVSQISDTADRTYYAHAV

KGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAIYTGRWVPFEYWGQGTLVTVSS
(SEQ ID NO 10)

(k) Fusién DOM 1H-574-208-VL fusién:

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFDKYSMGWVRQAPGKGLEWVSQISDTADRTYYAHAV
KGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAIYTGRWVPFEYWGQGTLVTVSSASTDIQMTQS
PSSLSASVGDRVTITCRASRPIGTTLSWYQQKPGKAPKLLILWNSRLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLT
ISSLQPEDFATYYCAQAGTHPTTFGQGTKVEIKR

(SEQID NO 11)

(I) DT04-H-033 (dAb IL-13 dAb parental):
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFADYGMAWVRQAPGKGLEWVSTISYNGLYTYYADSVK

GRTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKYEYSPESDFDYWGQGTLVTVSS
(SEQ ID NO 12)

(m) DOM10H-53-567

GVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFVFAWYDMGWVRQAPGKGLEWVSSIDWHGEVTYYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCATAEDEPGYDYWGQGTLVTVSS

(SEQ ID NO 13)
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Figura 3:
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Figura 5: Incidencia de unién a ADA: Dom131-206 a continuacion se refiere al dAb
Dom1h-131-206
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Figura 6a y 6b: Secuencias variables de cadena ligera y pesada de mAb anti-VH

M2.3G10.1G06 (las regiones CDR estan subrayadas):

(a) Cadena ligera

DIVMTQSQKFMSPTVGDRVSITCKASQNVGTAVAWYQQKPGQSPKLLIYSASNRYTGVPDRFTGSGSGTDF
TLTINNMQSEDLADYFCQQYGSYPLTFGGGTKLEIK

(SEQ ID NO 14)

(b) Cadena pesada

EVQLQQSGPVLVKPGASVKMSCKASGYTLTESYMHWVKQSHGKSLEWIGVISPYNGGTSYNQKFKDKATLT
VDKSSSTAYMELNSLTSEDSAVYYCTRRGIYYDPSWFAYWGQGTLVTVSA

(SEQ ID NO 15)
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Figura 7: Competencia entre ADA anti-VH preexistente y mAb M2.3G10.1G06
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Figura 8: muestra las secuencias de aminoacidos de dAb anti-TNFR1 modificados:

(a) DOM1h-131-206 dAb con una extension de sélo una alanina:

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEWVSHIPPDGQDPFYADSVKGRFTIS
RDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYHCALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSSA
(SEQ ID NO 16)

(b) DOM1h-131-206 dAb con una extension de sélo una alanina y una mutacion estructural
P14A

EVQLLESGGGLVQAGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEWVSHIPPDGQDPFYADSVKGRFTIS
RDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYHCALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSSA
(SEQ ID NO 17)

(c) DOM1h-131-206 dAb con una sustitucion estructural P14A

EVQLLESGGGLVQAGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEWVSHIPPDGQDPFYADSVKGRFTIS
RDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYHCALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSS
(SEQ ID NO 18)

(d) DOM1h-131-206 dAb con una extension ASTKG C terminal

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEWVSHIPPDGQDPFYADSVKGRFTIS
RDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYHCALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSSASTKG
(SEQ ID NO 19)

(e) DOM1h-131-206 dAb con una extension ASTKG C terminal y una mutacion estructural
P14A

EVQLLESGGGLVQAGGSLRLSCAASGFTFAHETMVWVRQAPGKGLEWVSHIPPDGQDPFYADSVKGRFTIS
RDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYHCALLPKRGPWFDYWGQGTLVTVSSASTKG
(SEQ ID NO 20)
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Figura 9: muestra las secuencias de acidos nucleicos de dAb TNFR1

(a) dAb DOM1h-131-206

GAAGTACAACTGCTGGAGAGCGGTGGCGGCCTGGTTCAACCGGGTGGTTCCCTGCGCCTGTCCTGTGCG
GCATCTGGTTTCACCTTCGCACACGAAACGATGGTGTGGGTTCGCCAAGCTCCGGGCAAAGGCCTGGAA
TGGGTAAGCCACATTCCTCCAGATGGCCAGGACCCATTCTATGCGGATTCCGTTAAGGGTCGCTTTACCA
TTTCTCGTGATAACTCCAAAAACACCCTGTACCTGCAGATGAACTCCCTGCGCGCCGAGGATACTGCGGT
GTACCATTGTGCGCTGCTGCCTAAACGTGGCCCGTGGTTCGATTACTGGGGTCAGGGTACTCTGGTCAC
CGTAAGCAGC

(SEQ ID NO 21)

(b) dAb DOM1h-131-206 con una extension de solo una alanina

GAAGTACAACTGCTGGAGAGCGGTGGCGGCCTGGTTCAACCGGGTGGTTCCCTGCGCCTGTCCTGTGCG
GCATCTGGTTTCACCTTCGCACACGAAACGATGGTGTGGGTTCGCCAAGCTCCGGGCAAAGGCCTGGAA
TGGGTAAGCCACATTCCTCCAGATGGCCAGGACCCATTCTATGCGGATTCCGTTAAGGGTCGCTTTACCA
TTTCTCGTGATAACTCCAAAAACACCCTGTACCTGCAGATGAACTCCCTGCGCGCCGAGGATACTGCGGT
GTACCATTGTGCGCTGCTGCCTAAACGTGGCCCGTGGTTCGATTACTGGGGTCAGGGTACTCTGGTCAC
CGTAAGCAGCGCG

(SEQ ID NO 22)

(c) dAb DOM1h-131-206 con una extension de ASTKG en el extremo C
GAAGTACAACTGCTGGAGAGCGGTGGCGGCCTGGTTCAACCGGGTGGTTCCCTGCGCCTGTCCTGTGCG
GCATCTGGTTTCACCTTCGCACACGAAACGATGGTGTGGGTTCGCCAAGCTCCGGGCAAAGGCCTGGAA
TGGGTAAGCCACATTCCTCCAGATGGCCAGGACCCATTCTATGCGGATTCCGTTAAGGGTCGCTTTACCA
TTTCTCGTGATAACTCCAAAAACACCCTGTACCTGCAGATGAACTCCCTGCGCGCCGAGGATACTGCGGT
GTACCATTGTGCGCTGCTGCCTAAACGTGGCCCGTGGTTCGATTACTGGGGTCAGGGTACTCTGGTCAC
CGTAAGCAGCGCGTCTACCAAAGGT
(SEQ ID NO 23)
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Figura 10: muestra las secuencias de acidos nucleicos de moléculas VHH:

(a) VHH anti-IL6

GAAGTGCAGCTGGTTGAATCTGGCGGTGGTCTGGTTCAGCCGGGTGGTTCTCTGCGTCTGTCTTGCGCA
GCGTCTGGTAGCGTTTTCAAAATCAACGTGATGGCGTGGTATCGTCAGGCTCCGGGTAAAGGTCGTGAA
CTGGTTGCGGGTATCATTTCTGGCGGTAGCACTTCCTACGCGGACTCCGTTAAAGGTCGTTTCACCATCA
GCCGCGACAACGCGAAAAACACCCTGTACCTGCAGATGAACTCTCTGCGTCCGGAAGATACCGCGGTTTA
CTATTGCGCGTTCATCACCACCGAATCTGACTACGACCTGGGTCGTCGTTATTGGGGTCAGGGTACTCTG
GTAACCGTATCCTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTTCCGAAGTACAGCTGGTGGAATCTGGCGGT
GGTCTGGTACAGCCGGGTAACTCTCTGCGTCTGTCTTGTGCGGCTTCTGGTTTCACCTTCTCCAGCTTCG
GTATGTCTTGGGTTCGTCAGGCACCGGGTAAAGGTCTGGAATGGGTGTCTAGCATCTCTGGCAGCGGTT
CTGATACCCTGTACGCTGACTCCGTGAAAGGTCGTTTCACTATCTCCCGCGACAACGCGAAAACCACCCT
GTACCTGCAGATGAACTCTCTGCGTCCGGAAGACACCGCTGTTTACTACTGCACCATCGGTGGTAGCCTG
TCCCGTTCTTCTCAGGGTACCCTGGTTACTGTGAGCTCT
(SEQ ID NO 24)

(b) alfa VHH anti-TNF
GAAGTGCAGCTGGTAGAATCTGGCGGTGGTCTGGTACAGCCGGGTGGTTCTCTGCGTCTGTCTTGCGCA
GCTTCTGGCTTCACCTTCTCCGACTACTGGATGTATTGGGTTCGTCAGGCGCCGGGTAAAGGTCTGGAA
TGGGTGTCTGAAATCAACACCAACGGCCTGATCACCAAATACCCGGACTCCGTGAAAGGTCGTTTCACCA
TCTCCCGCGACAACGCGAAAAACACCCTGTACCTGCAGATGAACTCTCTGCGTCCGGAAGATACCGCGGT
TTACTATTGTGCGCGTTCTCCGTCTGGTTTCAACCGTGGTCAGGGTACTCTGGTTACCGTAAGCTCTGGT
GGTGGTGGATCCGGCGGTGGTTCTGAAGTTCAGCTGGTTGAAAGCGGTGGTGGTCTGGTACAGCCGGG
TAACTCTCTGCGTCTGTCTTGTGCGGCTTCTGGCTTCACCTTCTCCTCTTTCGGTATGTCTTGGGTTCGT
CAGGCACCGGGTAAAGGCCTGGAATGGGTTTCCTCTATCTCTGGTAGCGGTTCTGACACCCTGTACGCT
GACTCTGTTAAAGGCCGCTTCACCATCTCCCGTGACAACGCGAAAACCACCCTGTATCTGCAGATGAACT
CCCTGCGTCCGGAAGATACCGCTGTATACTACTGCACCATCGGTGGCTCTCTGTCTCGTTCTTCTCAGGG
TACCCTGGTTACCGTATCTAGCGGTGGTGGTGGATCCGGTGGCGGTAGCGAAGTTCAGCTGGTTGAATC
TGGCGGTGGTCTGGTTCAGCCGGGTGGTTCTCTGCGTCTGTCTTGTGCAGCGTCTGGCTTCACCTTCAG
CGATTACTGGATGTACTGGGTTCGTCAGGCACCGGGTAAAGGTCTGGAATGGGTGTCTGAAATCAACAC
CAACGGTCTGATCACCAAATACCCGGACAGCGTGAAAGGTCGTTTCACCATCAGCCGTGACAACGCGAAA
AACACCCTGTACCTGCAGATGAACTCTCTGCGTCCGGAAGACACTGCGGTTTATTACTGCGCACGTTCTC
CGTCTGGTTTCAACCGTGGTCAGGGTACCCTGGTTACTGTATCCTCT

(SEQ ID NO 25)
(c) VHH anti-Von Willebrand

GAGGTACAGCTGGTGGAAAGCGGTGGTGGTCTGGTTCAGCCGGGTGGTTCTCTGCGTCTGTCTTGCGC

AGCTTCTGGCCGTACCTTCAGCTACAACCCGATGGGTTGGTTCCGTCAGGCTCCGGGTAAAGGTCGTGA
ACTGGTTGCGGCGATCTCTCGTACCGGTGGCTCTACCTACTATCCGGACTCCGTGGAAGGTCGTTTCAC

CATCTCCCGCGACAACGCGAAACGTATGGTATACCTGCAGATGAACAGCCTGCGCGCTGAAGACACCGC

GGTTTACTATTGTGCTGCAGCGGGTGTTCGTGCTGAAGACGGTCGTGTTCGTACCCTGCCGTCCGAATA
CACCTTCTGGGGTCAGGGTACCCAGGTTACCGTTTCTTCTGCAGCGGCGGAAGTGCAGCTGGTTGAATC
TGGCGGTGGTCTGGTACAGCCGGGTGGTTCTCTGCGTCTGTCTTGTGCTGCGTCTGGTCGCACCTTCTC
CTACAACCCGATGGGTTGGTTCCGTCAGGCACCGGGTAAAGGTCGTGAACTGGTAGCGGCAATCTCTCG
CACTGGTGGCTCTACCTACTACCCGGACTCTGTTGAAGGCCGCTTCACCATCTCTCGTGACAACGCGAAA
CGTATGGTGTACCTGCAGATGAACTCCCTGCGTGCGGAAGACACCGCAGTTTATTACTGCGCGGCAGCT

GGTGTTCGTGCAGAAGACGGTCGTGTTCGTACCCTGCCGAGCGAATACACCTTCTGGGGTCAGGGTACC
CAGGTAACCGTATCTTCT

(SEQ ID NO 26)
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Figura 10 continuacion:

(d) VHH anti-IL6 con una extension de solo una alanina

GAAGTGCAGCTGGTTGAATCTGGCGGTGGTCTGGTTCAGCCGGGTGGTTCTCTGCGTCTGTCT
TGCGCAGCGTCTGGTAGCGTTTTCAAAATCAACGTGATGGCGTGGTATCGTCAGGCTCCGGGTAAAGGT
CGTGAACTGGTTGCGGGTATCATTTCTGGCGGTAGCACTTCCTACGCGGACTCCGTTAAAGGTCGTTTC
ACCATCAGCCGCGACAACGCGAAAAACACCCTGTACCTGCAGATGAACTCTCTGCGTCCGGAAGATACCG
CGGTTTACTATTGCGCGTTCATCACCACCGAATCTGACTACGACCTGGGTCGTCGTTATTGGGGTCAGG
GTACTCTGGTAACCGTATCCTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTTCCGAAGTACAGCTGGTGGAAT
CTGGCGGTGGTCTGGTACAGCCGGGTAACTCTCTGCGTCTGTCTTGTGCGGCTTCTGGTTTCACCTTCT
CCAGCTTCGGTATGTCTTGGGTTCGTCAGGCACCGGGTAAAGGTCTGGAATGGGTGTCTAGCATCTCTG
GCAGCGGTTCTGATACCCTGTACGCTGACTCCGTGAAAGGTCGTTTCACTATCTCCCGCGACAACGCGAA
AACCACCCTGTACCTGCAGATGAACTCTCTGCGTCCGGAAGACACCGCTGTTTACTACTGCACCATCGGT
GGTAGCCTGTCCCGTTCTTCTCAGGGTACCCTGGTTACTGTGAGCTCTGCG

(SEQ ID NO 27)

(e) alfa VHH anti-TNF con una extension de solo una alanina

GAAGTGCAGCTGGTAGAATCTGGCGGTGGTCTGGTACAGCCGGGTGGTTCTCTGCGTCTGTCT
TGCGCAGCTTCTGGCTTCACCTTCTCCGACTACTGGATGTATTGGGTTCGTCAGGCGCCGGGTAAAGGT
CTGGAATGGGTGTCTGAAATCAACACCAACGGCCTGATCACCAAATACCCGGACTCCGTGAAAGGTCGTT
TCACCATCTCCCGCGACAACGCGAAAAACACCCTGTACCTGCAGATGAACTCTCTGCGTCCGGAAGATAC
CGCGGTTTACTATTGTGCGCGTTCTCCGTCTGGTTTCAACCGTGGTCAGGGTACTCTGGTTACCGTAAG
CTCTGGTGGTGGTGGATCCGGCGGTGGTTCTGAAGTTCAGCTGGTTGAAAGCGGTGGTGGTCTGGTAC
AGCCGGGTAACTCTCTGCGTCTGTCTTGTGCGGCTTCTGGCTTCACCTTCTCCTCTTTCGGTATGTCTTG
GGTTCGTCAGGCACCGGGTAAAGGCCTGGAATGGGTTTCCTCTATCTCTGGTAGCGGTTCTGACACCCT
GTACGCTGACTCTGTTAAAGGCCGCTTCACCATCTCCCGTGACAACGCGAAAACCACCCTGTATCTGCAG
ATGAACTCCCTGCGTCCGGAAGATACCGCTGTATACTACTGCACCATCGGTGGCTCTCTGTCTCGTTCTT
CTCAGGGTACCCTGGTTACCGTATCTAGCGGTGGTGGTGGATCCGGTGGCGGTAGCGAAGTTCAGCTGG
TTGAATCTGGCGGTGGTCTGGTTCAGCCGGGTGGTTCTCTGCGTCTGTCTTGTGCAGCGTCTGGCTTCA
CCTTCAGCGATTACTGGATGTACTGGGTTCGTCAGGCACCGGGTAAAGGTCTGGAATGGGTGTCTGAAA
TCAACACCAACGGTCTGATCACCAAATACCCGGACAGCGTGAAAGGTCGTTTCACCATCAGCCGTGACAA
CGCGAAAAACACCCTGTACCTGCAGATGAACTCTCTGCGTCCGGAAGACACTGCGGTTTATTACTGCGCA
CGTTCTCCGTCTGGTTTCAACCGTGGTCAGGGTACCCTGGTTACTGTATCCTCTGCG

(SEQ ID NO 28)

(f) VHH anti-Von Willebrand con una extension de sélo una alanina

GAGGTACAGCTGGTGGAAAGCGGTGGTGGTCTGGTTCAGCCGGGTGGTTCTCTGCGTCTGTCTTGCGC
AGCTTCTGGCCGTACCTTCAGCTACAACCCGATGGGTTGGTTCCGTCAGGCTCCGGGTAAAGGTCGTGA
ACTGGTTGCGGCGATCTCTCGTACCGGTGGCTCTACCTACTATCCGGACTCCGTGGAAGGTCGTTTCAC
CATCTCCCGCGACAACGCGAAACGTATGGTATACCTGCAGATGAACAGCCTGCGCGCTGAAGACACCGC
GGTTTACTATTGTGCTGCAGCGGGTGTTCGTGCTGAAGACGGTCGTGTTCGTACCCTGCCGTCCGAATA
CACCTTCTGGGGTCAGGGTACCCAGGTTACCGTTTCTTCTGCAGCGGCGGAAGTGCAGCTGGTTGAATC
TGGCGGTGGTCTGGTACAGCCGGGTGGTTCTCTGCGTCTGTCTTGTGCTGCGTCTGGTCGCACCTTCTC
CTACAACCCGATGGGTTGGTTCCGTCAGGCACCGGGTAAAGGTCGTGAACTGGTAGCGGCAATCTCTCG
CACTGGTGGCTCTACCTACTACCCGGACTCTGTTGAAGGCCGCTTCACCATCTCTCGTGACAACGCGAAA
CGTATGGTGTACCTGCAGATGAACTCCCTGCGTGCGGAAGACACCGCAGTTTATTACTGCGCGGCAGCT
GGTGTTCGTGCAGAAGACGGTCGTGTTCGTACCCTGCCGAGCGAATACACCTTCTGGGGTCAGGGTACC
CAGGTAACCGTATCTTCTGCG
(SEQ ID NO 29)
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Figura 11: secuencias de aminoacidos de dAb mAb:VL

(a) molécula mAb-VL " 735 (dAb IL-13mAb: IL-4Vkappa):

(i) secuencia de cadena pesada de la molécula " 735

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGFYIKDTYMHWVRQAPGQGLEWMGTIDPANGNTKYVPKFQGRVTI
TADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSIYDDYHVDDYYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKS
TSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGSTVAAPSGSTVAAPSGSDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASRP
ISDWLHWY QQKPGKAPKLLIAWASSLQGGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYY
CQQEGWGPPTFGQGTKVEIKR

(SEQ ID NO 30)
(i) secuencia de cadena ligera de la molécula ‘735

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQNIVHINGNTYLEWYLQKPGQSPRLLIYKISDRFSGVPDRFSGSGSGTD
FTLKISRVEADDVGIYYCFQGSHVPWTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK
VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

(SEQ ID NO 31)
(b) mAb-VL 15014

(i) secuencia de cadena pesada de la molécula 15014

QVTLRESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTSGMGVSWIRQPPGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPSLKSRLTIS
KDTSRNQVVLTMTNMDPVDTATYYCARRETVFYWYFDVWGRGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG

TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK

VDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
RDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGSTVAAPSTDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASRPISDWLHWYQQKP
GKAPKLLIAWASSLQGGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP EDFATYYCQQEGWGPPTFGQGTKVEIKRAAA

(SEQ ID NO 32)
(ii) secuencia de cadena ligera de la molécula 15014

DIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGKAPKLLIYAASNLESGIPSRFSGSGSGTDF
TFTISSLQPEDIATYYCQQSNEDPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQ
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

(SEQ ID NO 33)
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Figura 11 continuacion:
(c) ) mAb-VL 15019

(i) secuencia de cadena pesada (el componente mAb se muestra subrayado, el enlazador

se muestra en cursiva, el componente dAb VL sigue al enlazador y se muestra en negrita)

QVTLRESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTSGMGVSWIRQPPGKGLEWLAHTYWDDDKRYNPSLKSRLTIS
KDTSRNOVVLTMTNMDPVDTATYYCARRETVFYWYFDVWGRGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK
VDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELL GGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKAL PAPTEKTISKAKGOPREPQVYTLPPS

RDELTKNQVSLTCL VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSC
SVMHEALHNHYTOKSL SLSPGKGSTVAAPSTDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASRPISDWLHW

YQQKPGKAPKLLIAWASSLQGGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQEGWGPPTF
GQGTKVEIKRT

(SEQID NO 34)

(i) secuencia de cadena L de mAb-VL 15019

DIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGKAPKLLIYAASNLESGIPSRFSGSGSG

TDFTFTISSLQPEDIATYYCQQSNEDPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPR
EAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGE

C

(SEQ ID NO 35)

(d) ) mAb-VL 15020

(i) secuencia de cadena pesada (el componente mAb se muestra subrayado, el enlazador

se muestra en cursiva, el componente dAb VL sigue al enlazador y se muestra en negrita)

QVTLRESGPALVKPTOTLTLTCTFSGFSLSTSGMGVSWIROPPGKGL EWL AHTYWDDDKRYNPSLKSRLTIS
KDTSRNQVVL TMTNMDPVDTATYYCARRETVFYWYFDVWGRGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG

TAALGCI VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTOTYICNVNHKPSNTK

VDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELL GGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL TVI HODWLNGKEYKCKVSNKAL PAPTEKTISKAKGOPREPQVYTLPPS
RDEL] VSLTCIL VKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKI TVDKSRWQQGNVFSC
SVMHEALHNHYTOQKSLSLSPGKGSTVAAPSTDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASRPISDWLHW

YQQKPGKAPKLLIAWASSLQGGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQEGWGPPTF

GQGTKVEIKRTV

(SEQ ID NO 36)

53



ES 2813432713

Figura 11 continuacion:

(d ii) secuencia de cadena L de mAb-VL 15020

DIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGKAPKLLIYAASNLESGIPSRFSGSGSG
TDFTFTISSLQPEDIATYYCQQSNEDPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPR
EAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGE
c

(SEQ ID NO 37)

(e) ) mAb-VL 15021

(i) secuencia de cadena pesada (el componente mAb se muestra subrayado, el enlazador

se muestra en cursiva, el componente dAb VL sigue al enlazador y se muestra en negrita)

QVTLRESGPALVKPTOTLTLTCTFSGFSLSTSGMGVSWIRQPPGKGL EWL AHTYWDDDKRYNPSLKSRLTIS
KDTSRNOVVLTMTNMDPVDTATYYCARRETVFYWYFDVWGRGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG

TAALGCL VKDYFPEPVTVSWNSGAL TSGVHTFPAVL QSSGLYSLSSVWTVPSSSLGTOTYICNVNHKPSNTK
VDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL L GGPSVFLFPPKPKDTL MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL TVLHODWLNGKEYKCKVSNKAL PAPTEKTISKAKGOPREPQVYTLPPS
RDELTKNOQVSL TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK GSTVAAPSTDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASRPISDWLHW
YQQKPGKAPKLLIAWASSLQGGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQEGWGPPTF
GQGTKVEIK

(SEQ ID NO 38)

(i) secuencia de cadena L de mAb-VL 15021

DIVL.TQSPSSLSASVGDRVTITCKASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGKAPKLLIYAASNLESGIPSRFSGSGSGT
DFTFTISSLQPEDIATYYCQQSNEDPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

(SEQ ID NO 39)
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Figura 12: secuencias de aminoacidos de moléculas dAb-fc-dAb-Vh-Vk

(a) DMS30045: dAb DOM15-26-597 N-(enlazador VEPKSSDK) y dAb K-044-085 C-terminal ((TGLDSP)x4

EVQLLVSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFKAYPMMWVRQAPGKGLEWVSEISPSGSNTYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQOMNSLRAEDTAVYYCAKDPRKLDYWGQGTLVTVSSVEPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVS
NKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKTGLDSPTGLDSPTGLDSPTGLOSPDIQMT
QSPSSLSASVGDRVTITCRASQWIGPELKWYQQKPGKAPKLLIYHGSILQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDF
ATYYCQQYMYYPHTFGQGTKVEIKR

(SEQ ID NO 40)

(b) DMS30046: dAb DMS1576 con K-044-085 C-terminal ((TGLDSP)x4)

EVQLLVSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFKAYPMMWVRQAPGKGLEWVSEISPSGSNTYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCAKDPRKLDYWGQGTLVTVSSASTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKTGLDSPTGLDSPTGLDSPTGLDSPDIQMTQSPSSLS
ASVGDRVTITCRASQWIGPELKWYQQKPGKAPKLLIYHGSILQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQ
YMYYPHTFGQGTKVEIKR

(SEQ ID NO 41)

(c) DMS30047 (contiene extremo C modificado): dAb DOM15-26-597 N-(enlazador VEPKSSDK)
y dAb K-044-085 C-terminal menos R en el extremo C ((TGLDSP)x4)

EVALLVSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFKAYPMMWVRQAPGKGLEWVSEISPSGSNTYYADSVKGRF
TISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDPRKLDYWGQGTLVTVSSVEPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLF
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKTGLDSPTGLDSPTGLDSPTGLDSP
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQWIGPELKWYQQKPGKAPKLLIYHGSILQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSL
QPEDFATYYCQQYMYYPHTFGQGTKVEIK

(SEQ ID NO 42)
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Figura 12 continuacion:

(d) DMS30048 (contiene extremo C modificado): dAb DOM15-26-597 N-(enlazador VEPKSSDK)
y dAb K-044-085 C-terminal + A ((TGLDSP)x4)

EVALLVSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFKAYPMMWVRQAPGKGLEWVSEISPSGSNTYYADSVKGRF
TISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDPRKLDYWGQGTLVTVSSVEPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLF
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKTGLDSPTGLDSPTGLDSPTGLDSP
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQWIGPELKWYQQKPGKAPKLLIYHGSILQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSL
QPEDFATYYCQQYMYYPHTFGQGTKVEIKRA

(SEQ ID NO 43)

(e) DMS30049 (contiene extremo C modificado): dAb DOM15-26-597 N-(enlazador VEPKSSDK)
y dAb K-044-085 C-terminal + AAA ((TGLDSP)x4)

EVALLVSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFKAYPMMWVRQAPGKGLEWVSEISPSGSNTYYADSVKGRF
TISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDPRKLDYWGQGTLVTVSSVEPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLF
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKTGLDSPTGLDSPTGLDSPTGLDSP
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQWIGPELKWYQQKPGKAPKLLIYHGSILQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSL
QPEDFATYYCQQYMYYPHTFGQGTKVEIKRAAA

(SEQ ID NO 44)

(f) DMS30050 (contiene extremo C modificado): dAb DOM15-26-597 N-(enlazador VEPKSSDK)
y dAb K-044-085 C-terminal + T ((TGLDSP)x4))

EVQLLVSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFKAYPMMWVRQAPGKGLEWVSEISPSGSNTYYADSVKGRF
TISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDPRKLDYWGQGTLVTVSSVEPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLF
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKTGLDSPTGLDSPTGLDSPTGLDSP
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQWIGPELKWYQQKPGKAPKLLIYHGSILQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSL
QPEDFATYYCQQYMYYPHTFGQGTKVEIKRT

(SEQ ID NO 45)
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Figura 12 continuacion:

(g) DMS30051 (contiene extremo C modificado): dAb DMS1576 con K-044-085 C-terminal menos
R C-terminal ((TGLDSP)x4))

EVQALLVSGGGLVAPGGSLRLSCAASGFTFKAYPMMWVROQAPGKGLEWVSEISPSGSNTYYADSVKGRF
TISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKDPRKLDYWGQGTLVTVSSASTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVS
NKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKTGLDSPTGLDSPTGLDSPTGLDSPDIOMT
QSPSSLSASVGDRVTITCRASQWIGPELKWYQQKPGKAPKLLIYHGSILQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDF
ATYYCQQYMYYPHTFGQGTKVEIK

(SEQ ID NO 46)

(h) DMS30052 (contiene extremo C modificado): dAb DMS1576 con K-044-085 C-terminal + A
((TGLDSP)x4)

EVQLLVSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFKAYPMMWYVRQAPGKGLEWVSEISPSGSNTYYADSVKGRF
TISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDPRKLDYWGQGTLVTVSSASTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKTGLDSPTGLDSPTGLDSPTGLDSPDIOMT
QSPSSLSASVGDRVTITCRASQWIGPELKWYQQKPGKAPKLLIYHGSILQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDF
ATYYCQQYMYYPHTFGQGTKVEIKRA

(SEQ ID NO 47)

(i) DMS30053 (contiene extremo C modificado): dAb DMS1576 con K-044-085 C-terminal + AAA
((TGLDSP)x4)

EVQLLVSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFKAYPMMWYRQAPGKGLEWVSEISPSGSNTYYADSVKGRF
TISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDPRKLDYWGQGTLVTVSSASTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVS
NKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKTGLDSPTGLDSPTGLDSPTGLDSPDIQMT
QSPSSLSASVGDRVTITCRASQWIGPELKWYQQKPGKAPKLLIYHGSILQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDF
ATYYCQQYMYYPHTFGQGTKVEIKRAAA

(SEQ ID NO 48)

57



ES 2813432713

Figura 12 continuacion:

(j) DMS30054 (contiene extremo C modificado): dAb DMS1576 con K-044-085 C-terminal + T
((TGLDSP)x4)

EVALLVSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFKAYPMMWVRQAPGKGLEWVSEISPSGSNTYYADSVKGRF
TISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDPRKLDYWGQGTLVTVSSASTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVS
NKALPAPIEKTISKAKGOQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKTGLDSPTGLDSPTGLDSPTGLDSPDIQMT
QSPSSLSASVGDRVTITCRASQWIGPELKWYQQKPGKAPKLLIYHGSILOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDF
ATYYCOQQYMYYPHTFGQGTKVEIKRT

(SEQ ID NO 49)
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