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DESCRIPCION
Bibliotecas de polipéptidos con un armazoén predeterminado

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a nuevas poblaciones de variantes polipeptidicas basadas en un armazén comun.
Estas poblaciones pueden entre otras usarse para proporcionar nuevas proteinas y polipéptidos de union.

Antecedentes

Se han descrito diferentes procedimientos para la construccion de nuevas proteinas de unién (Nygren PA y Uhlén M
(1997) Curr Opin Struct Biol 7: 463-469). Una estrategia ha sido combinar la generacién de bibliotecas y exploracion
0 seleccion con respecto a propiedades deseadas.

Se han descrito moléculas Affibody® originales, poblaciones de tales moléculas y armazones de tales moléculas
entre otros en el documento WO 95/19374, la ensefianza del cual se incorpora en el presente documento por
referencia.

En algunas aplicaciones, se desean proteinas, polipéptido o moléculas Affibody®, poblaciones de tales moléculas y
armazones con propiedades mejoradas, tales como estabilidad alcalina, baja antigenicidad, estabilidad estructural,
susceptibilidad de sintesis quimica e hidrofilia.

Estabilidad alcalina

La produccion de agentes farmacéuticos proteicos y reactivos de biotecnologia requiere varias etapas de purificacion
para enriquecer con respecto a producto especifico mientras se retiran contaminantes no deseados. La purificacion
de afinidad mediada por matrices de afinidad proteinicas tales como anticuerpos monoclonales y proteina A
Estafilocécica (SpA) permite la purificacion eficaz en una etapa. Sin embargo, para hacer esto rentable es deseable
poder regenerar de forma apropiada las matrices de afinidad. Esto habitualmente implica un procedimiento conocido
como limpieza en sitio (CIP), en el que los agentes, con frecuencia soluciones alcalinas, se usan para eluir
contaminantes.

También se requiere estabilidad alcalina con indicadores de captura de imagenes moleculares para marcar con el
nuclido de SPECT mas habitual tecnecio-99m, y para permitir que se realicen algunos otros tipos de modificaciones
quimicas.

Baja antigenicidad

Los compuestos farmacéuticos basados en proteinas, tales como anticuerpos monoclonales terapéuticos y
moléculas Affibody®, tienen el potencial de inducir respuestas inmunes no deseadas en seres humanos. Los
principales factores que contribuyen a la inmunogenicidad son presencia de impurezas, agregados proteicos,
epitopos ajenos por ejemplo nuevos idiotopos, diferentes alotipos de Ig o secuencias no propias. Ademas, las
interacciones de inmunoglobulina (Ig) de reaccion cruzada aumentaran muy posiblemente la probabilidad de generar
una respuesta inmune de memoria mediada por linfocitos T especificos frente al producto farmacéutico proteico.
Para minimizar el riesgo de interaccion no deseada con el sistema inmune es deseable eliminar los epitopos
inmunes existentes por ingenieria proteica del producto farmacéutico.

Las moléculas Affibody® derivan de la proteina A estafilocdcica (SpA), que es un receptor asociado a pared celular
en la superficie de la bacteria Gram positiva Staphylococcal aureus. De forma mas precisa, SpA esta compuesta de
cinco dominios altamente homdlogos que se unen todos a inmunoglobulinas de muchas especies de mamifero
incluyendo seres humanos. Cada dominio de SpA interacciona con |g humanas de dos maneras diferentes; por
unién directa con Fcy incluyendo IgG1, IgG2 e IgG4 (Langone JJ (1982) Adv Immunol 32: 157-252), o por unién con
miembros de la familia de VH3 (Silverman GJ y col (1992) Int Rev Immunol 9: 57-78). El armazén comun de las
moléculas Affibody® originales es idéntico al dominio B de SpA con la excepcion de la mutacion G29A, que se
incluyé para aumentar la estabilidad proteica y para eliminar un sitio de escisién de hidroxilamina, y la mutaciéon A1V,
introducida en una regién espaciadora entre los dominios (Nilsson B y col (1987), Prot Eng 1: 107-113). Los restos
aminoacidicos en SpA que se han implicado en la interaccion con Fcy y VH3 se conocen bien y se han descrito en la
bibliografia (Graille M y col (2000) Proc Natl Acad Sci USA. 97: 5399-5404). Se construyd una biblioteca molecular
de diferentes moléculas Affibody™ seleccionando aleatoriamente restos superficiales en una cara de la molécula,
incluyendo restos que se sabe que estan implicados en la interaccién con Fcy, eliminando de este modo la afinidad
por Fcy.

Estabilidad estructural

Uno de los factores clave para el éxito de productos farmacéuticos proteicos y peptidicos es la estabilidad de la
proteina. Las proteinas que muestran alta estabilidad estructural soportaran con mas probabilidad funcionalmente
las modificaciones quimicas y protedlisis durante la producciéon asi como dentro del cuerpo humano. Ademas, la
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estabilidad influira en el periodo de caducidad de los productos farmacéuticos peptidicos o proteicos asi como la vida
activa del producto farmacéutico o proteico dentro del cuerpo humano.

Susceptibilidad de sintesis quimica

Los investigadores han obtenido tradicionalmente proteinas por procedimientos biolégicos pero la sintesis quimica
de péptidos y proteinas pequefas es una estrategia complementaria potente y se usa habitualmente en la biologia
estructural, ingenieria proteica e investigacion biomédica. La sintesis quimica de proteinas ofrece una manera rapida
y eficaz de producir proteinas homogéneas sin contaminantes biolégicos tales como impurezas de ADN vy proteinas
de la célula huésped. Ademas, se aumenta la flexibilidad puesto que la sintesis quimica permite la incorporacion de
aminoacidos no naturales, modificaciones quimicas e introduccion de sondas bioquimicas y biofisicas. El éxito de la
sintesis quimica de péptidos y proteinas depende de la secuencia de aminoacidos de la molécula en cuestion.
Ciertos restos aminoacidicos muestran baja eficacia de acoplamiento, lo que significa que necesitan optimizarse
varias etapas durante la sintesis lo que es un procedimiento que consume tiempo sin éxito garantizado. Ademas, los
aminoacidos dificiles de introducir eficazmente durante la sintesis quimica tendran mayor impacto negativo en el
rendimiento proteico cuanto mas larga sea la secuencia proteica.

Aumento de la hidrofilia

Para la mayoria de las aplicaciones es deseable que los péptidos y proteinas sean altamente solubles, mostrando
una baja tendencia a agregarse. Tales caracteristicas proteicas son especialmente importantes cuando se trata de
productos farmacéuticos proteicos. Existe una fuerte correlacion positiva entre la hidrofobicidad de superficie
proteica y la baja solubilidad y tendencia aumentada a agregarse.

Descripcion de la invencion

Es un objeto de la presente invencién proporcionar una poblaciéon de variantes polipeptidicas basadas en nuevos
armazones.

Estos nuevos armazones tienen varias ventajas en comparacion con armazones similares conocidos, denominados
armazones originales. Las ventajas también se aplican a polipéptidos obtenidos con el uso de estos nuevos
armazones. Estas ventajas se analizaran en mas detalle posteriormente, pero se proporcionan algunos ejemplos en
el presente documento. Por ejemplo, se ha realizado investigacion exhaustiva para desarrollar los nuevos
armazones polipeptidicos que muestran alta estabilidad en un ambiente alcalino. Un aspecto de la estabilidad
alcalina es estabilidad frente a desamidacion de asparaginas. Evitar esta reaccion mediante rigidez estructural
aumentada o reemplazando este resto también proporciona estabilidad quimica que contribuye a obtener un
producto homogéneo, por ejemplo después de producciéon en un procedimiento de fermentacién o almacenamiento,
en el que la desamidacién de asparaginas contribuye en gran medida a una mezcla heterogénea que es dificil de
separar.

Ademas, se obtuvo un perfil mejorado con respecto a baja antigenicidad (poca union a IgG) por eliminacion en la
nueva secuencia de armazon de la afinidad restante con respecto a inmunoglobulinas, principalmente mediada por
VH3.

Ademas, los nuevos armazones se han modificado por ingenieria genética de modo que muestren alta estabilidad
estructural con respecto a una estructura alfa helicoidal facilmente plegada, alta temperatura de fusiéon y supresion
de sitios que se sabe que se dirigen a proteolisis.

Los armazones de molécula Affibody® original contienen varios aminoacidos que se ha mostrado que reducen la
velocidad y éxito de sintesis quimica. Pata tener un procedimiento de produccion de proteina Affibody® eficaz, es
decir de alto rendimiento y alta produccién, se intercambiaron numerosos aminoacidos por restos con propiedades
mas compatibles con la sintesis quimica.

Para mejorar la hidrofilia y solubilidad, se han sustituido restos hidréfobos en la superficie del armazoén de moléculas
Affibody™ por aminoacidos mas hidrofilos.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar una poblacién de polinucleétidos.

Otro objeto de la presente invencidon es proporcionar una combinacién de una poblacién de polipéptidos y una
poblacion de polinucledtidos.

Un objeto adicional de la presente invencidon es proporcionar un procedimiento para seleccionar un polipéptido
deseado que tenga una afinidad por una diana predeterminada de una poblacién de polipéptidos.

Otro objeto es proporcionar un procedimiento para aislar un polinucleétido que codifique un polipéptido deseado que
tenga una afinidad por una diana predeterminada.

Otro objeto es proporcionar un procedimiento para identificar un polipéptido deseado que tenga una afinidad por una
diana predeterminada.
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Un objeto adicional es proporcionar un procedimiento para seleccionar e identificar un polipéptido deseado que
tenga una afinidad por una diana predeterminada.

Un objeto relacionado es proporcionar un procedimiento para produccion de un polipéptido deseado que tenga una
afinidad por una diana predeterminada.

Las poblaciones y procedimientos de acuerdo con la invencidon permiten la provision (incluyendo produccién vy
evaluacion) de agentes con una afinidad por una diana predeterminada, a través de la provision de un polipéptido
que se caracteriza por union especifica con la diana predeterminada.

También es posible proporcionar polipéptidos que se unen a una diana predeterminada que muestra poca o ninguna
union no especifica.

También es posible proporcionar polipéptidos que se unen a una diana predeterminada que puede usarse facilmente
como un resto en un polipéptido de fusion.

Ademas, es posible proporcionar polipéptidos que se unan a una diana predeterminada que resuelva uno o mas de
los problemas conocidos experimentados con reactivos de anticuerpo existentes.

Ademas, es posible proporcionar polipéptidos que se unan a una diana predeterminada que sean susceptibles de
uso en aplicaciones terapéuticas y/o de diagnostico.

También es posible proporcionar polipéptidos que se unan a una diana predeterminada que se preparan facilmente
por sintesis peptidica quimica.

Ademas, la invencion permite la identificacion de polipéptidos que se unen a una diana predeterminada que muestra
una estabilidad mejorada frente a agentes conocidos que se unen a la misma diana.

También es posible proporcionar polipéptidos que se unan a una diana predeterminada que muestren baja
antigenicidad cuando se usan in vivo en un mamifero y/o que muestran una biodistribucién mejorada tras su
administracion a un mamifero.

Estos y otros objetos se cumplen por los diferentes aspectos de la invencion como se reivindica en las
reivindicaciones adjuntas.

En un primer aspecto la invencion proporciona una poblacién de variantes polipeptidicas basadas en un armazon
comun, comprendiendo cada polipéptido en la poblacion la secuencia de aminoacidos de armazén EXXXAXXEIX
XLPNLTXXQXXAFIXKLXDDPSQSSELLSE AKKLNDSQ, (SEC ID N°: 1).

o en algunos casos mas preferentemente

AKYAKEXXXAXX EIXXLPNLTX XQXXAFIXKL XDDPSQSSEL
LSEAKKLNDS Q,
(SEC ID N°: 2).

En las secuencias anteriores cada X individualmente corresponde a un resto aminoacidico que se varia en la
poblacion.

La poblaciéon consiste en un gran niumero de variantes de tales moléculas polipeptidicas. En este contexto un
numero grande significa una poblacidon que comprende al menos 1 x 10* moléculas polipeptidicas Unicas, al menos 1
X 106, al menos 1 x 108, al menos 1 x 1010, al menos 1 x 10" 0 al menos 1 x 10" moléculas polipeptidicas unidas.
Sin embargo, es necesario usar un grupo que sea suficientemente grande para proporcionar el tamafio deseado de
la poblacion. La “poblacion” descrita en el presente documento puede también indicarse como “biblioteca”.

Se ha indicada anteriormente que cada X corresponde individualmente a un resto aminoacidico que varia. Esto
significa que cada X puede ser un resto aminoacidico independiente de la identidad de cualquier otro resto indicado
como X en la secuencia. En la secuencia de aminoacidos de armazoén los diferentes aminoacidos X variados pueden
seleccionarse de los 20 restos aminoacidicos de origen natural de tal modo que cualquiera de estos 20 restos
aminoacidicos de origen natural puede estar presente en la posicidon X correspondiente en cualquier variante dada.
La seleccion de restos aminoacidicos en cada posicion es mas o menos aleatoria. También es posible limitar el
grupo del que se seleccionan los diferentes restos aminoacidicos variados a 19, 18, 17, 16 o menos de los 20 restos
aminoacidicos de origen natural. La variabilidad en diferentes posiciones puede ajustarse individualmente, entre uno,
lo que significa sin seleccion aleatoria, hasta los 20 aminoacidos. La introduccién aleatoria de un subconjunto mas
pequefio de aminoacidos puede obtenerse por seleccidon cuidadosa de las bases desoxirribonucleotidicas
introducidas, por ejemplo, los codones T(A/C)C pueden introducirse para obtener una introduccion aleatoria de
serina o tirosina en una posicion dada en la cadena polipeptidica. De forma similar, los codones (T/C/A/G)CC
pueden introducirse para obtener una introduccion aleatoria de fenilalanina, leucina, alanina y valina en una posicion
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dada en la cadena polipeptidica. El experto en la materia es consciente de muchas alternativas de combinaciones de
bases desoxirribonucleotidicas que pueden usarse para obtener diferentes combinaciones de aminoacidos en una
posicion dada en la cadena polipeptidica. El conjunto de aminoacidos que puede aparecer en una posicion dada en
la cadena polipeptidica también puede determinarse por la introduccién de trinucledtidos durante la sintesis de
oligonucleétidos, en lugar de una base desoxirribonucleotidica cada vez.

Los polipéptidos que comprenden las secuencias de aminoacidos del armazén proporcionadas anteriormente son
nuevas moléculas Affibody®. Como tales, derivan de la proteina A estafilocécica (SpA). En este contexto “derivado”
no significa que los polipéptidos en si mismos de ninguna manera se originen necesariamente directamente de SpA.
En su lugar significa que el armazoén tienen una semejanza secuencial y estructural con un domino de SpA, en el
que se conservan los aminoacidos en el nucleo hidréfobo de la proteina de tres haces helicoidales.

Diferentes modificaciones de, y/o adiciones a, los polipéptidos que constituyen la poblacién de acuerdo con la
invencion pueden realizarse para adaptar los polipéptidos al uso especifico pretendido, sin alejarse del alcance de la
presente invencion. Tales modificaciones y adiciones se describen en mas detalles posteriormente, y pueden
comprender aminoacidos adicionales comprendidos en la misma cadena polipeptidica, o marcadores y/o agentes
terapéuticos que se conjugan de forma quimica o se unen de otro modo a los polipéptidos que constituyen la
poblacion. En algunas realizaciones pueden preferirse restos aminoacidicos adicionales en el extremo C terminal.
Estos restos aminoacidicos adicionales pueden desempenfiar un papel en la union del polipéptido, pero pueden servir
igualmente bien otros fines, relacionados por ejemplo con uno o mas de la produccion, purificacion, estabilizacion,
acoplamiento o deteccion del polipéptido. Tales restos aminoacidicos adicionales pueden comprender uno o mas
restos aminoacidicos afiadidos para fines de acoplamiento quimico. Un ejemplo de esto en la adiciéon de un resto de
cisteina en la primera o Ultima posicién en la cadena polipeptidica, es decir en el extremo N o C terminal. También
puede introducirse un resto de cisteina para usarse para acoplamiento quimico mediante reemplazo de otros
aminoacidos en la superficie del dominio proteico, preferentemente en una parte de la superficie que no esta
implicada en la unién a diana. Tales restos aminoacidicos adicionales pueden comprender también un “marcador”
para purificacion o deteccion del polipéptido, tal como un marcador de hexahistidilo (Hisg), 0 un marcador “myc” o un
marcador “FLAG” para interaccion con anticuerpos especificos del marcador. El experto en la materia es consciente
de otras alternativas.

Los “restos aminoacidicos adicionales” analizados anteriormente también pueden constituir uno o0 mas dominios
polipeptidicos con cualquier funcidon deseada, tal como otra funcién de unién, una funcién enzimatica, una funcion
quelante de iones metalicos o una funcion fluorescente o mezclas de las mismas.

En un segundo aspecto, la invencién proporciona una poblacion de polinucledtidos. Cada polinucleétido en esta
poblacion codifica un miembro de una poblacidn de polipéptidos descrito anteriormente.

En un tercer aspecto la invencion proporciona una combinacién de una poblacion de polipéptidos de acuerdo con la
invencion y una poblacion de polinucledtidos de acuerdo con la invencion en la que cada miembro de la poblacion de
polipéptidos se asocia fisica o espacialmente con el polinucleétido que codifica ese miembro mediante medios para
acoplamiento genotipo-fenotipo. Esta asociacion fisica o espacial sera mas o menos estricta, dependiendo del
sistema usado.

El medio para acoplamiento genotipo-fenotipo puede comprender un sistema de presentacion de fagos. Los
sistemas de presentacion de fagos se conocen bien por el experto en la materia y se describen, por ejemplo, en
Smith GP (1985) Science 228: 1315-1317 y Barbas CF y col (1991) Proc Natl Acad Sci U S A 88: 7978-7982.

Ademas, los medios para acoplamiento de genotipo-fenotipo pueden comprender un sistema de presentaciéon en
superficie celular. El sistema de presentacion de superficie celular puede comprender células procariotas, tales como
células Gram® o células eucariotas, tales como células de levadura. Los sistemas de presentacién en superficie
celular se conocen bien por los expertos en la materia. Los sistemas procariotas se describen, por ejemplo, en
Francisco JA y col (1993) Proc Natl Acad Sci U S A 90: 10444-10448y Lee SY y col (2003) Trends Biotechnol 21: 45-
52. Los sistemas ecucariotas se describen, por ejemplo, en Boder ET y col (1997) Nat Biotechnol 15: 553-557 y Gai
SA'y col (2007) Curr Opin Struct Biol 17: 467-473.

Ademas, los medios para acoplamiento genotipo-fenotipo pueden comprender un sistema de presentacién sin
células. El sistema de presentacion sin células puede comprender un sistema de presentacién de ribosomas, un
sistema de presentacion de compartimentacion in vitro, un sistema para la presentacion en cis o un sistema de
presentacion de microperlas. Los sistemas de presentacion de ribosomas se conocen bien por los expertos en la
materia y se describen, por ejemplo, en Mattheakis LC y col (1994) Proc Natl Acad Sci U S A 91: 9022-9026 y Zahnd
C y col (2007) Nat Methods 4: 269-279. Los sistemas de compartimentacion in vitro se conocen bien por los expertos
en la materia y se describen, por ejemplo, en Sepp A y col (2002) FEBS Lett 532: 455-458. Los sistemas de
presentacion en cis se conocen bien por los expertos en la materia y se describen, por ejemplo, en Odegrip R y col
(2004) Proc Natl Acad Sci U S A 101: 2806-2810. Los sistemas de presentacion en microperlas se conocen bien por
los expertos en la materia y se describen, por ejemplo, en Nord O y col (2003) J Biotechnol 106: 1-13.
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Ademas, los medios para acoplamiento genotipo-fenotipo pueden comprender un sistema sin presentacion tal como
el ensayo de complementacién de fragmento-proteina (PCA). Los sistemas de PCA se conocen bien por los
expertos en la materia y se describen, por ejemplo, en Koch H y col (2006) J Mol Biol 357: 427-441.

En un cuarto aspecto la invencion proporciona un procedimiento para seleccionar un polipéptido deseado que tenga
una afinidad por una diana predeterminada de una poblacién de polipéptidos, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una poblacion de polipéptidos como se ha descrito anteriormente;

(b) poner la poblacion de polipéptidos en contacto con la diana predeterminada en condiciones que
permitan la interaccién especifica entre la diana y al menos un polipéptido deseado que tenga una afinidad
por la diana; y

(c) seleccionar, basandose en dicha interaccidon especifica, el al menos un polipéptido deseado de la
poblacion restante de polipéptidos.

Este procedimiento se denomina posteriormente el procedimiento de seleccién de acuerdo con la invencion.

La etapa (a) puede comprender las etapas preparatorias de proporcionar una poblacién de nucleétidos y expresar
dicha poblacion de polinucleétidos para producir dicha poblacion de polipéptidos. EI medio para producir una
poblacion de polipéptidos varia dependiendo del sistema de presentacion usado y pueden encontrarse ejemplos de
tales medios en las referencias de genotipo-fenotipo anteriores. Cada miembro de dicha poblacién de polipéptidos
usado en el procedimiento de seleccion de acuerdo con la invencion puede asociarse fisicamente con el
polinucleétido que codifica ese miembro por medio de acoplamiento genotipo-fenotipo. EI medio para acoplamiento
de genotipo-fenotipo puede ser uno de los analizados anteriormente.

La etapa (b) comprende las etapas de poner la poblacion de polipéptidos en contacto con la diana predeterminada
en condiciones que permitan la interaccion especifica entre la diana y al menos un polipéptido deseado que tenga
una afinidad por la diana. La serie de condiciones aplicables se determina por la robustez de la diana, la robustez del
sistema de presentacién y por las propiedades deseadas de la interaccion con la diana. Por ejemplo, puede
desearse un procedimiento especifico para separa la interaccion tal como acidificacion a un pH predeterminado. El
experto en la materia conoce qué experimentos se requieren para determinar las condiciones adecuadas.

La etapa (c) comprende la seleccion de al menos un polipéptido. El medio para seleccién de polipéptido deseado de
la poblaciéon restante, basado en la interaccion especifica entre la diana predeterminada y al menos un polipéptido
deseado que tenga afinidad por la diana varia dependiendo del sistema de presentaciéon usado y puede encontrarse
en las referencias genotipo-fenotipo anteriores. Por ejemplo, los sistemas de seleccién de presentacion in vitro son
sin células a diferencia de los sistemas tales como presentacion de fagos y el ensayo de compartimentalizacion del
fragmento proteico.

En un quinto aspecto la invencion proporciona un procedimiento para aislar un polinucledtido que codifica un
polipéptido deseado que tiene una afinidad por una diana predeterminada, que comprende las etapas de:

- seleccionar dicho polipéptido deseado y el polinucledtido que lo codifica a partir de una poblacion de
polipéptidos usando el procedimiento de seleccion de acuerdo con la invencion basandose en el uso de dichos
armazones y

- aislar el polinucleétido separado de este modo que codifica el polipéptido deseado.

Este procedimiento se denomina posteriormente el procedimiento de aislamiento de acuerdo con la invencion.

La separacion del polinucleétido del polipéptido puede realizarse de forma diferente dependiendo del sistema de
presentacion usado para seleccion. Por ejemplo, en los sistemas de presentacion sin células tales como
presentacion en cis y presentacion de ribosomas el polinucleétido o el ARNm correspondiente se recuperan a través
de elucidn eficaz del polipéptido usando medios descritos en las referencias de genotipo-fenotipo anteriores.

El aislamiento del polinucleétido puede realizarse por diferentes procedimientos dependiendo del sistema de
presentacion usado para la seleccion. En la mayoria de los sistemas de seleccidén descritos habitualmente, por
ejemplo el ensayo de complementacion de fragmento proteico, el polinucledtido puede aislarse directamente por
amplificacion por PCR especifica usando oligonucleétidos apropiados. Excepcionalmente, como en la presentacion
de ribosomas, el polinucleétido puede aislarse a partir del ARNm correspondiente usando transcripcioén inversa. Los
diversos medios para aislamiento del polinucleétido pueden hallarse en las referencias genotipo-fenotipo anteriores.

En un sexto aspecto la invencion proporciona un procedimiento para identificar un polipéptido deseado que tenga
una afinidad por una diana predeterminada, que comprende las etapas de:

- aislar un polinucleétido que codifica dicho polipéptido deseado usando el procedimiento de aislamiento de
acuerdo con la invencion; y

- secuenciar el polinucledtido para establecer por deduccién la secuencia de aminoacidos de dicho
polipéptido deseado.
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La secuenciacioén del polinucleétido puede realizarse de acuerdo con procedimientos convencionales bien conocidos
por el experto en la materia.

En un séptimo aspecto la invencion proporciona un procedimiento para seleccionar e identificar un polipéptido
deseado que tenga una afinidad por una diana predeterminada de una poblacién de polipéptidos, que comprende las
etapas de:

(a) sintetizar cada miembro de la poblacién de polipéptidos en un vehiculo o perla separada;

(b) seleccionar o enriquecer los vehiculos o perlas basandose en la interaccion del polipéptido con la diana
predeterminada; y

(c) identificar el polipéptido por metodologia de caracterizacion proteica. En la etapa (c), es por ejemplo
posible usar analisis espectrométrico de masas.

Este procedimiento se denomina posteriormente procedimiento de seleccidon e identificacion de acuerdo con la
invencion.

En un octavo aspecto la invencién proporciona un procedimiento para produccién de un polipéptido deseado que
tenga una afinidad por una diana predeterminada, que comprende las etapas de:

- seleccionar e identificar un polipéptido deseado usando el procedimiento de seleccién de acuerdo con la
invencién o el procedimiento de seleccion e identificacién de acuerdo con la invencidon usando dichos
armazones, y

- producir dicho polipéptido deseado.

Este procedimiento se denomina posteriormente procedimiento de produccién de acuerdo con la invencion.

En el procedimiento de producciéon de acuerdo con la invencion la produccidon puede llevarse a cabo usando
expresion recombinante de un polinucleétido que codifica el polipéptido deseado. La producciéon también puede
llevarse a cabo usando sintesis quimica del polipéptido deseado de novo.

En un noveno aspecto la invencidn proporciona un procedimiento para la produccién de un polipéptido deseado que
tenga una afinidad por una diana predeterminada, que comprende las etapas de:

(a1) aislar un polinucledtido que codifica dicho polipéptido deseado usando el procedimiento de aislamiento
de acuerdo con la invencion: o

(a2) retrotraducir un polipéptido identificado usando el procedimiento de selecciéon e identificacion de
acuerdo con la invencion; y

(b) expresar el polinucleétido aislado de este modo para producir dicho polipéptido deseado,

en el que la etapa (b) se realiza después de la etapa (a1) o la etapa (a2).

La expresién del polinucleétido puede realizarse en cualquier huésped de expresion adecuado conocido por el
experto en la materia tal como pero sin limitacion células bacterianas, células de levadura, células de insecto o
células de mamifero.

» o«

Las expresiones como “afinidad de unién por una diana predeterminada”, “unién con una diana predeterminada” y
similares se refieren a una propiedad de un polipéptido que puede medirse directamente a través de la
determinacién de las constantes de afinidad, es decir la cantidad de polipéptido que se asocia y disocia a una
concentracién de antigeno dada. Pueden usarse diferentes procedimientos para caracterizar la interaccion
molecular, tales como, pero sin limitacion, andlisis de competicion, andlisis de equilibrio y analisis microcalorimétrico
y andlisis de interaccion en tiempo real basado en interaccién de resonancia de plasmén superficial (por ejemplo
usando un instrumento Biacore®). Estos procedimientos se conocen bien por el experto en la materia y se describen,
por ejemplo, en Neri D y col (1996) Tibtech 14: 465-470 y Jansson M y col (1997) J Biol Chem 272: 8189-8197.

Los inventores de la presente invencidon han descubierto que un polipéptido que se une a una diana predeterminada,
obtenida por cualquiera de los procedimientos mencionados anteriormente pueden mostrar una o mas ventajas
sorprendentes, en comparacion con polipéptidos conocidos que se unen a la misma diana, mientras que conservan
la capacidad de los polipéptidos previamente conocidos para unirse a la diana. Son ejemplos no limitantes de tales
ventajas los siguientes:

. Un polipéptido, que se une a una diana predeterminada y se obtiene por cualquiera de los procedimientos
mencionados anteriormente, comprende menos restos aminoacidicos que podrian provocar problemas,
tales como bajo rendimiento y tasa de éxito, en sintesis quimica de la secuencia polipeptidica, tal como
asparagina, arginina, acido aspartico y metionina.

. Un polipéptido, que se una a una diana predeterminada y se obtiene por cualquiera de los procedimientos
anteriormente mencionados, comprende menos restos aminoacidicos que confieren hidrofobicidad de
superficie. Esto implica menos problemas con baja solubilidad y agregacion. Sin desear quedar ligado a la
teoria, se cree actualmente que las caracteristicas mas hidréfilas actian para desplazar la biodistribucién
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del polipéptido tras administracion a un huésped, de una ruta hepatobiliar (excrecion a través del higado) a
una ruta renal mas deseada (excrecion a través de los rifiones).

. Un polipéptido, que se une a una diana predeterminada y se obtiene por cualquiera de los procedimientos
anteriormente mencionados, comprende menos restos aminoacidicos que se asocian con problemas de
estabilidad polipeptidica, tales como metionina, asparagina y el dipéptido asparagina-prolina. La metionina
es susceptible de oxidacion, la asparagina es susceptible de desamidacién y el enlace asparagina-prolina
es susceptible de escision acida, y contribuyen por lo tanto a la no homogeneidad del producto final.

. Un polipéptido, que se une a una diana predeterminada y se obtiene por cualquiera de los procedimientos
anteriormente mencionados, carece de restos aminoacidicos que, en un contexto de secuencia similar, se
ha descubierto que aumentan la interaccién con inmunoglobulinas que contienen un dominio variable de
cadena pesada de VH3 (Silverman GJ (1992) mencionado anteriormente). Sin desear quedar ligado a la
teoria, se cree actualmente que el reemplazo de tales restos aminoacidicos en un polipéptido, que se unen
a una diana predeterminada y se obtienen por cualquiera de los procedimientos mencionados
anteriormente, reduce la antigenicidad del polipéptido tras la administracién del mismo a un huésped.

Entre las ventajas del armazon de la invencién, la estabilidad alcalina, baja antigenicidad, estabilidad estructural,
propiedades mejoradas para sintesis quimica y/o hidrofilia mejorada estan entre las mas importantes.

Los polipéptidos, que se unen a una diana predeterminada y se obtienen por cualquiera de los procedimientos
anteriormente mencionados, pueden usarse como reactivos de deteccion, reactivos de captura, reactivos de
separacion, agentes de diagndstico para diagnéstico in vivo o in vitro, como agentes terapéuticos por si mismos o
como medios para dirigir otros agentes terapéuticos y/o de diagndstico a la diana predeterminada. Pueden realizarse
procedimientos que empelan los polipéptidos de acuerdo con la invencién in vitro en diferentes formados, tales como
en placas de microtitulacion, en matrices de proteinas, en superficies de biosensores, en secciones tisulares y asi
sucesivamente.

Las modificaciones analizadas anteriormente para los polipéptidos que constituyen la poblacion de acuerdo con la
invencion también son aplicables a los polipéptidos obtenidos por cualquiera de los procedimientos anteriormente
mencionados.

Los polipéptidos de acuerdo con la invencion pueden producirse por cualquier medio conocido, incluyendo sintesis
quimica o expresion en diferentes huéspedes procariotas o eucariotas, incluyendo plantas y animales transgénicos.

La invencion se ilustrara ahora en detalle a través de la descripcion de experimentos realizados de acuerdo con la
misma. Los ejemplos que siguen no deben interpretarse como limitantes. En los ejemplos, se hace referencia a las
figuras adjuntas. La invencidn se limita exclusivamente como se define por las reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra resultados obtenidos de mediciones de DC, usando un espectropolarimetro Jasco J-
810. La medicion de temperatura variable de Hiss-Z1nF-o:3230 S€ realizdé a 0,5 mg/ml en tampén de PBS. La
absorbancia se midié a 221 nm de 20 a 80 °C, con una pendiente de temperatura de 5 °C/min. Se usé una
celda con una longitud de camino 6ptimo de 1 mm. La temperatura de fusion (Tm) de Hise-ZtnF-o:3230 S€
determiné a partir de la medicion de la temperatura variable.

La Figura 2 muestra una vision de conjunto de la seleccién descrita en el Ejemplo 4. La seleccién se realizé
en dos pistas diferentes, una con una alta concentracion de diana (pista 1) y una con una baja
concentracion de diana (pista 2). Se proporcionan las concentraciones diana para cada pista y ciclo asi
como el nimero de lavados (entre paréntesis).

La Figura 3 es una representacion de superposicion de dos espectros de DC antes (linea completa) y
después (linea discontinua) del calentamiento de Hiss-Z04674 a 96 °C.

La Figura 4 muestra el resultado de un analisis de Biacore de variantes polipeptidicas; sensogramas
obtenidos después de inyeccion secuencial de Hise-Z04777 (rectangulos llenos), Hise-Z04687 (triangulos
llenos), Hisg-Z04665 (triangulos abiertos), Hise-Z04674 (linea negra), Hisg-Z04781 (linea gris) y tampdn de
ejecucion (rectangulos abiertos) sobre Dynazyme inmovilizada. La respuesta (en UR) se represent6 frente
al tiempo (s).

La Figura 5 muestra perfiles de elucion de HPLC analitica para polipéptidos con la secuencia
maESEKYAKEMRNAYWEIALLP NLTNQQKRAF IRKLYDDPSQ SSELLSEAKK LNDSQAPK (SEC ID Ne°:
10) en la etapa de sintesis de los restos aminoacidicos 18 a 58. A) Sintesis realizada en resina de
poliestireno usando seudoprolinas en las posiciones 22-23, 41-42, 45-46 y 53-54. B) Sintesis de péptido
convencional en resina de poliestireno sin seudoprolinas.

La Figura 6 muestra perfiles de elucion de HPLC analitica para polipéptidos con la secuencia
maESEKYAKEMRNAYWEIALLP NLTNQQKRAF IRKLYDDPSQ SSELLSEAKK LNDSQAPK (SEC ID N°:
10) en la etapa de sintesis de los restos aminoacidicos 1 a 58 (A) y 10 a 58 (B). A) Sintesis realizada en
resina de poliestireno usando seudoprolinas en las posiciones 22-23, 41-42, 45-46 y 53-54. B) Sintesis de
péptido convencional en resina de poliestireno sin seudoprolinas.

La Figura 7 muestra los perfiles de elucién de HPLC analitica para polipéptidos con la secuencia A)
AEAKYAKEMW IAWEEIRNLP NLNGWQMTAF IAKLLDDPSQ SSELLSEAKK LNDSQAPKC (SEC ID N¢:
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11) (de acuerdo con la invenciéon) y B) AENKFNKEMW |IAWEEIRNLP NLTGWQMTAF IASLLDDPSQ
SANLLAEAKK LNDAQAPK (SEC ID N°: 12) (para comparacion).

Ejemplos
Ejemplo 1 — Construccion de una biblioteca de polipéptidos combinatoria

Se construy6 una biblioteca combinatoria de polipéptidos esencialmente como se describe en Grénwall C y col
(2007) J Biotechnol 128: 162-183, por amplificacién por PCR de un oligonucledtido molde de 123 nucleétidos con
ciertos codones degenerados (5-GTA GAT GCC AAA TAC GCC AAA GAA NNN NNN NNN GCG NNN NNN GAG
ATC NNN NNN TTA CCT AAC TTA ACC NNN NNN CAA NNN NNN GCC TTC ATC NNN AAA TTA NNN GAT GAC
CCA AGC CAG AGC-3’ (SEC ID N°: 38)) que codifica las hélices 1 y 2 de la proteina Z derivada de proteina A de
Staphylococcus aureus (Nilsson y col (1987), mencionado anteriormente), con las mutaciones puntuales N3A, F5Y,
N6A, N23T y S33K. La amplificacion por PCR se realizé usando los cebadores AFFI-1364 y AFFI-1365 con un sitio
Xho | y un sitio Sac |, respectivamente, subrayados en la Tabla 1.

El fragmento génico resultante que codifica la biblioteca se restringié con Xho | y Sac I. Posteriormente, el fragmento
génico que codifica la biblioteca se ligd en un vector fagémido restringido por Xho | y Sac | adoptado para
presentacion de fagos denominado pAY2016, esencialmente basado en el vector fagémido pAffi1 (Grénwall C y col
(2007), mencionado anteriormente), en fase con los restos aminoacidicos 41-58 de la proteina Z, que codifican la
hélice 3 con las mutaciones puntuales A42S, N43E, A46S y A54S. La hélice 3 se construyd hibridando los dos
oligonucleétidos complementarios AFFI-1333 y AFFI-1334 (Tabla 1).

El vector de biblioteca resultante se introdujo por electroporacion en Escherichia coli cepa RR1AM15 (Ruther U
(1982) Nucl Acids Res 10: 5765-5772), produciendo una biblioteca de 2,4 x 10"° miembros.

Se realizd preparacion de repertorios de fagos de la biblioteca usando procedimientos convencionales que
implicaban el fago auxiliar M13K07 (New England Biolabs, Beverly, MA, Estados Unidos), produciendo de forma
rutinaria titulaciones de fagos de aproximadamente 10" ufc por ml de cultivo.

Tabla 1. Lista de oligonucledtidos

Nombre Secuencia 5°-3’

AFFI-1333 [AGCTCTGAATTACTGAGCGAAGCTAAAAAGCTAAATGATAGC
CAGGCGCCGAAAGTAGACTAC (SEC ID N°: 34)

AFFI-1334 |GTAGTCTACTTTCGGCGCCTGGCTATCATTTAGCTTTTTAGCTTCGCTCAGTAATTCAGAGCT
(SEC ID N°: 35)

AFFI-1364 |AAATAAATCTCGAGGTAGATGCCAAATACGCCAAAG (SEC ID N°: 36)

AFFI-1365 |TAAATAATGAGCTCTGGCTTGGGTCATC (SEC ID N°: 37)

Ejemplo 2 — Seleccion de presentacion de fagos y caracterizacion de variantes polipeptidicas de union a
HER2 humano

Sumario

Se usa proteina HER2 biotinilada como diana en selecciones de presentacién de fagos usando la biblioteca
construida en el Ejemplo 1. Se llevan a cabo selecciones usando una diversidad de condiciones para maximizar la
probabilidad de obtener moléculas que tengan una alta afinidad por HER2. Después de la elucion de los fagos
seleccionados, las proteinas expresadas correspondientes se ensayan con respecto a afinidad por HER2 en una
preparacion de ELISA. Se identifican y secuencian clones positivos, y las secuencias de aminoacidos predichas de
los polipéptidos correspondientes y sus motivos de union a HER2 se deducen, lo que produce un gran nimero de
secuencias de moléculas de unién a HER2.

Biotinilacion de HER2

Se disuelve proteina HER2 humana liofilizada (R&D Systems, N° 1129-ER) en PBS (KCI 2,68 mM, KH2PO4 1,47
mM, NaCl 137 mM, Na;HPO,4 8,1 mM, pH 7,4) a una concentracion final de 10 mg/ml. Se disuelve Sulfo-NHS-LC-
Biotina EZ-link (Pierce, N° 21335) en agua a una concentracion final de 1 mg/ml y se afiade un exceso molar de 5y
30 veces a 500 pg de HER2 en un volumen total de 0,5 ml. Las mezclas se incuban a temperatura ambiente (TA)
durante 30 minutos. La biotina no unida se retira por dialisis frente a PBS usando un casete de dialisis (Slide-A-
Lyser, 10 kDa; Pierce).
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Selecciéon de presentacion de fagos

En total, se llevan a cabo cinco ciclos de seleccién, usando condiciones crecientemente rigurosas, tales como
concentracion de HER2 decrecientes y numeros de lavados crecientes. Se realizan tres ciclos iniciales,
principalmente con intencién de establecer un protocolo de seleccién adecuado. Se lleva después a cabo seleccion
durante dos ciclos mas usando las combinaciones de tampdn de seleccion, concentracion diana y soporte sélido que
se enumeran en la Tabla 2.

Tabla 2: Condiciones de seleccion para seleccién de HER2

Nombre de Complemento de tampdn de Concentracion Estreptavidina en perlas

muestra seleccion diana (nM) (ng)

Ciclo 4 A Gelatina 20 100
B Gelatina 10 100

C BSA 5 100

D BSA 2,5 100

Ciclo 5 A Gelatina 10 50
B Gelatina 5 50

C BSA 1 50

D BSA 0,5 50

Todos los tubos y perlas (Estreptavidina M-280 Dynabeads®, N° 112.06; Dynal) usados en el procedimiento de
seleccion se prebloquean en TPBSB (5 %) (Tween 20 0,05 %, albumina de suero bovino 5 % (BSA), azida sddica
0,02 % en PBS) o gelatina (0,5 %) durante al menos 30 minutos a TA.

Las soluciones de seleccion (1 ml) contenian HER2 humana biotinilada, fagos, azida sddica (0,02 %), Tween 20
(0,05 %) y BSA (3 %) o gelatina (0,1 %) de acuerdo con la Tabla 2, y se preparan en PBS. Los fagos se incuban con
diana de HER2 humana biotinilada a 4 °C durante tres dias para el Ciclo 4 y durante un dia para el Ciclo 5, seguido
de 1 hora de incubacion en agitacion a TA. Las muestras de seleccion se transfieren a perlas de estreptavidina
bloqueadas durante 15 minutos en agitacion a TA. Las perlas se lavan 10 veces con 1 ml de tampdn de seleccion
(es decir TPBSB (3 %) (Tween 20 0,05 %, albumina de suero bovino 3 % (BSA), azida sddica 0,02 % en PBS) o GT
0,1 (gelatina 0,1 %, Tween 20 0,1 % y azida sodica 0,02 % en PBS)), seguido de 10 lavados con PBS en los que el
penultimo lavado se realiza durante 5 minutos. Los fagos se eluyen con 1000 pl de glicina-HCI 50 mM, pH 2,2,
durante 10 minutos a TA, seguido de neutralizacion inmediata con 900 pl de PBS complementado con 100 pl de
Tris-HCI 1 M, pH 8,0, o se eluyen con 1000 pl de tripsina (2 mg/ml) durante 30 minutos a TA seguido de adicién de
1000 pl de aprotinina (0,4 mg/ml). Los fagos eluidos (3/4 del volumen) se usan para infectar 50 ml de células E. coli
RR1AM15 en fase logaritmica (Rither, 1982, mencionado anteriormente) después de cada ciclo de seleccion.
Después de 30 minutos de incubacién con agitacion suave y 30 minutos con agitacion vigorosa a 37 °C, las células
se centrifugan y el sedimento se disuelve en un volumen mas pequefo y se extiende en placas TYE (agar 15 g/l
agua de triptona 10 g/l (Merck), extracto de levadura 5 g/l, NaCl 3 g/l complementado con glucosa 2 % y ampicilina
100 ug/ml) y finalmente se incuban durante una noche a 37 °C.

Preparacién de repertorio de fagos

Se resuspenden células de las placas en medio TSB (caldo de cultivo de soja triptico 30 g/l) y la concentracion
celular se determina midiendo la densidad optica a 600 nm asumiendo que DOgoo = 1 corresponde a 5 x 108
células/ml. Las células se inoculan (exceso de aproximadamente 100 veces de células en comparacion con fagos
eluidos) en 100 ml de medio TSB+YE complementado con glucosa 2 % y ampicilina 100 pg/ml y se cultivan a 37 °C
a aproximadamente DOgoo = 0,5-0,7. A continuacion, se transfieren 10 ml a un nuevo matraz y se infectan por
exceso molar 10 veces de fago auxiliar M13K07 (New England Biolabs, N° NO315S) y se incuba durante 30 minutos
con agitacion baja. Las células se sedimentan a 2000 g durante 10 minutos y se resuspenden en 100 ml de medio
TSB+YE complementado con isopropilo B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) 100 uM, kanamicina 50 pug/ml y ampicilina
100 pg/ml y se dejan crecer durante una noche a 100 rpm y 25 °C. Una parte de las células resuspendidas se
almacena a -80 °C como una reserva de glicerol.

El cultivo de una noche se centrifuga a 2500 g durante 10 minutos y los fagos en el sobrenadante se precipitan
afadiendo 1/4 del volumen de tampon de precipitacion (PEG 20 %/NaCl 2,5 M) y se incuban en hielo durante 1 hora.
Los fagos precipitados se sedimentan por centrifugacién a 10000 g a 4 °C durante 30 minutos, se resuspenden en
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20 ml de PBS y a continuacion se repite el procedimiento de precipitacion. Los fagos se resuspenden finalmente en
1 ml de PBS y se filtran a través de un filtro de 0,45 um.

Las soluciones de seleccion, lavado y elucion se valoran después de cada ciclo de seleccion. Las soluciones de fago
se diluyen en agua estéril en una placa de microtitulacion y se afiaden 100 pl de células E. coli RR1AM15 en fase
logaritmica a cada dilucion de fago. Después de 20 minutos de incubacién a TA, se transfieren 5 ul de cada titulacion
a una placa de TYE y se incuban durante una noche a 37 °C. Las colonias resultantes se cuentan y las titulaciones
(ufc/ml) se calculan.

Anélisis de ELISA de unién de HER2

Los clones de los ciclos de seleccion finales se expresan y exploran con respecto a actividad de unién con HER2
usando una preparacién de ELISA como se describe en el Ejemplo 4 posterior (pero usando HER2 como proteina
diana), o como se describe posteriormente. Se expresan colonias seleccionadas de forma aleatoria en placas de 96
pocillos profundos inoculando cada colonia en 1 ml de medio TSB+YE complementado con ampicilina 100 pg/ml e
IPTG 1 mM y se dejan crecer durante 18-24 horas a 37 °C. Después de la incubacion, se realizan placas repetidas
transfiriendo una fracciéon pequefa de cada cultivo a placas de 96 pocillos con glicerol 15 % para almacenamiento a
-20 °C.

Las células restantes se sedimentan por centrifugacién a 3000 g durante 10 minutos, se resuspenden en 400 nul de
PBS-T 0,05 (PBS complementado con Tween 20 0,05 %) y se congelan a -80 °C. Las muestras congeladas se
descongelan en un bafio de agua y las células se sedimentan a 3700 g durante al menos 20 minutos. Los
sobrenadantes que contienen moléculas expresadas se recogen y se usan en ELISA.

Se revisten placas de microtitulacion de media area (Costar, N° 3690) durante una noche a 4 °C con 50 pl de HSA a
una concentracion de 6 pug/ml en tampén de revestimiento de ELISA (Sigma, N° 3041). Los pocillos se bloquean con
100 ul de tampon de bloqueo (leche en polvo desnatada 2 % en PBS) durante 2 horas a TA. Después de retirar el
tampon de bloqueo, se afiaden 50 ul de las proteinas preparadas a los pocillos y las placas se incuban durante 1,5
horas a TA. Los sobrenadantes se descartan y se afiade HER2 biotinilado a una concentracion de 0,5-10 ug/ml en
PBS-T 0,05 a los pocillos y se incuba durante 1,5 horas. Los complejos unidos se detectan con peroxidasa de
rabano rusticano, estreptavidina conjugada (HRP, Dako, N° P0397) diluida 1:5000 en PBS-T 0,05, y se incuba
durante 1 hora a TA. Se afiaden 50 pl de sustrato de TMB ImmunoPure® (Pierce, N° 34021) a los pocillos y las
placas se tratan de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. La absorbancia de los pocillos se lee a 450 nm
en un lector de ELISA Tecan Ultra 384 (Tecan) y se evallia usando software Magellan v. 5.0 (Tecan). Antes de la
adicion de cada nuevo reactivo, se realizan cuatro lavados con PBS-T 0,05.

Basandose en los resultados de este experimento, se seleccionan clones para secuenciacion como se describe a
continuacion.

Secuenciacion de clones positivos de ELISA

Se amplifican fragmentos de PCR de colonias seleccionadas usando oligonucleétidos apropiados. La secuenciacion
de fragmentos amplificados se realiza usando un Kit de Secuenciacion de Ciclo BigDye® Terminator v3.1 (Applied
Biosystems) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante y con el oligonucleétido biotinilado apropiado. Las
reacciones de secuenciacion se purifican por unién con perlas paramagnéticas revestidas con estreptavidina
Dynabeads® REGEN™ usando un instrumento Magnatrix 8000 (Magnetic Biosolutions) y finalmente se analizan en
Analizador Genético ABI PRISM® 3100 (Applied Biosystems).

Subclonacién en plasmido pAY1448

Se subclona ADN que codifica moléculas especificas de HER2 y seleccionadas en el vector de expresion pAY 1448
para crear moléculas monoméricas marcadas con Hiss expresadas como MGSSHHHHHHLQ-[Z#####]-VD (Hise-
ZiHHHAE), en la que Z#HAHE indica un miembro identificado de la poblaciéon de partida de moléculas variantes. Los
plasmidos que contienen insertos se purifican a partir de 2 ml de cultivo de una noche de células E. coli RR1AM15
en TSB complementado con ampicilina 100 ug/ml usando Kit Qiagen Mini (Qiagen) de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante.

Se subclona ADN de las moléculas seleccionadas en el vector de expresién pAY1448 por clonacidon de extremos
adhesivos de PCR Accl-Notl usando los pares de cebadores de PCR apropiados.

El vector de expresion pAY1448 se digiere en dos etapas a 37 °C durante 4 horas usando Accl y Notl en tampdn
NEB4 y NEB3 (New England Biolabs), respectivamente, y se desfosforilan con fosfatasa alcalina intestinal de ternero
(CIAP; Fermentas) durante 1 hora a 37 °C. El plasmido escindido y los fragmentos se purifican por kit de purificacion
de PCR QIAquick (Qiagen) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Los productos de PCR se hibridan y se ligan en pAY1448 desfosforilado y digerido con Accl-Notl durante 1 hora a
TA usando ADN ligasa T4 (5 unidades/ul; Fermentas). Se introducen por electroporacion alicuotas de las ligaciones
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en células E. coli BL21 (DE3). Las células se siembran en placas con base de agar sangre de triptosa (TBAB)
complementadas con kanamicina 50 ug/ml y se incuban durante una noche a 37 °C. Los clones positivos se verifican
en primer lugar con respecto a insertos con exploracion de PCR y después se analizan con respecto a secuencias
correctas como se ha descrito anteriormente.

Expresion y purificacién de polipéptidos marcados con Hisg

Se expresan moléculas seleccionadas, todas subclonadas en pAY1448 como se ha descrito anteriormente, en E.
coli BL21 (DE3) como fusiones con un marcador de Hisg N terminal y se purifican por IMAC. Se usa una colonia de
cada molécula para inocular 5 ml de medio TSB complementado con kanamicina 50 pg/ml. Los cultivos se dejan
crecer durante una noche a 37 °C. Al dia siguiente, se inoculan 50 pl de cada cultivo por separado a 100 ml de
medio TSB+YE complementado con kanamicina 50 ng/ml en un matraz de 1 litro. Los cultivos se dejan crecer a 100
rpm a 37 °C hasta una DOggo de 0,7-1, después de lo cual se afiade IPTG a una concentracion final de 0,5 mM y las
células se incuban a TA durante una noche a 100 rpm. Los cultivos se recogen por centrifugacion a 8000 g durante 5
minutos y los sedimentos se almacenan en un congelador hasta la preparacion de proteinas.

Las proteinas marcadas con Hisg se purifican por IMAC en condiciones desnaturalizadas usando columnas de Ni-
NTA Superflow de 1,5 ml (Qiagen). El tampdn se intercambia a PBS usando columnas PD-10 (GE Healthcare).

La concentracion proteica se determina usando Azgo ¥ €l Kit de Reactivo de Ensayo Proteico BCA (Pierce) como se
recomienda por el fabricante. La pureza de las proteinas se analiza por SDS-PAGE tefiido con Azul de Coomassie
R.

Analisis de biosensor de la afinidad de moléculas seleccionadas por HER2 humano

Se realiza un analisis de biosensor en un instrumento Biacore2000 (GE Healthcare) con HER2 humano inmovilizado
por acoplamiento de amina en la capa de dextrano carboxilado en la superficie de una microplaca CM-5 (de uso en
investigacion; GE Healthcare) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. La superficie 1 en la microplaca
se activa y desactiva y se usa como celda de referencia durante las inyecciones. Las moléculas seleccionadas,
expresadas y purificadas como se ha descrito anteriormente, se diluyen en HBS-EP (GE Healthcare) a 25 nM y se
inyectan a un caudal constante de 25 ul/min durante 10 minutos, seguido de disociacion en HBS-EP durante 30
minutos. Las superficies se regeneran con dos inyecciones de HCI 25 mM.

Ejemplo 3 — Clonacion, produccion y evaluacion de temperatura de fusion y antigenicidad in vitro de
variantes de armazoén originales y de la invencion

Sumario

El presente ejemplo describe la clonacion, produccion y evaluacion de variantes de armazon originales y de la
invencion. Se cree que las mutaciones de armazoén introducidas mejoran varias propiedades de las moléculas
polipeptidicas, tales como antigenicidad, hidrofilia y estabilidad alcalina y estructural. Por lo tanto, se evaluaron
diferentes moléculas con respecto a temperatura de fusion y antigenicidad in vitro y los resultados mostraron que las
moléculas de la invencion tenian temperaturas de fusién aumentadas y presentaron antigenicidades in vitro mas
bajas (menor union con IgG) en comparacion con las moléculas originales.

Clonacién de polipéptidos

Para las construcciones originales, se amplificaron secuencias de ADN que codificaban moléculas especificas para
Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), HER2, insulina, Taq polimerasa y Receptor del Factor de Crecimiento
Derivado de Plaquetas beta (PDGF-Rp) (Tabla 3) por PCR en dos reacciones individuales cada una (PCR1 y PCR2).
Se aplicaron los pares de cebadores AFFI-267/AFFI-1014 y AFFI-1015/AF-FI-270 (Tabla 4), que codificaban partes
del sitio de restriccién Accl en los extremos 5 en PCR1 y PCR2, respectivamente. Para preparar los moldes de
plasmidos, las bacterias que albergaban el ADN plasmidico se cultivaron durante una noche en medio TSB,
complementado con kanamicina 50 pg/ml. Las células se sedimentaron por centrifugacién y los plasmidos se
prepararon usando Kit de Miniprep Spin QlAprep (Qiagen).

Para construcciones de la invencién, se realizé amplificacion por PCR (PCR1 y PCR2) de secuencias de nucledétidos
que codifican moléculas modificadas de la invencion usando oligonucleétidos parcialmente solapantes como moldes
(AFFI-1320-AFFI-1323, AFFI-1326 y AFFI-1327) o usando vector con construccion original y oligonucleétidos que
contienen mutaciones relevantes (AFFI-69, AFFI-70, AFFI-1151 y AFFI-1152) (Tabla 4). Los pares de cebadores
AFFI-1328/AFFI-1331 y AFFI-1329/AFFI-1330, que codifican partes del sitio de restriccion Accl en los extremos 5’,
se incluyeron en las reacciones de PCR.

Las reacciones de PCR se amplificaron usando ADN polimerasa Pfu Turbo (Stratagene, N° 600854-52) de acuerdo
con un protocolo de PCR convencional y los productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa 1
%.
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Las variantes Z de unién a PDGF-Rp se generaron usando oligonucleétidos con diversos codones y una técnica de
mutagénesis basada en PCR. Los fragmentos de PCR obtenidos se ligaron en un vector de expresion escindido
usando tecnologia In-Fusion (Clontech, N° 639607).

Para generar fragmentos de ADN que contenian extremos adhesivos Accl cadena arriba y cadena abajo para todas
las construcciones, se separaron cadenas de nucleétidos directas e inversas de los productos de PCR1 y PCR2
usando perlas de estreptavidina magnéticas. Después de 30 minutos de incubacion a TA en rotacién continua, las
perlas se lavaron con tampoén de lavado (Tris-HCI 50 mM pH 7,5, MgCl, 10 mM, DTT 10 mM) y se calentaron a 95 °C
durante 5 minutos. El sobrenadante que contenia los fragmentos no biotinilados se recogié y se calent6é a 95 °C,
seguido de enfriamiento por etapas a 25 °C durante 30 minutos para hibridar las cadenas de ADN.

Los fragmentos de ADN que codificaban moléculas de unién se ligaron posteriormente a TA, durante 2 horas o
durante una noche, en un vector de expresion tratado con CIP (fosfatasa alcalina intestinal de ternero) y purificado,
previamente digerido con enzima de restriccion Accl. Las construcciones conseguidas fueron MGSSHHHHHHLQ-
[Z#HHH1#]-VD, MGSSLQ-[Z#####]-VDC (para Zppor-rp:2465) © M-[Z#HHH]-C (para Zpper-rp:3358)-

Las ligaciones se transformaron en células E. coli TOP10 electrocompetentes y se cultivaron en placas como se
describe en el Ejemplo 2. Las colonias bacterianas que albergaban los plasmidos recién construidos se exploraron
por PCR y las secuencias de ADN insertas se verificaron como se describe en el Ejemplo 2.

Se prepararon plasmidos verificados como se ha descrito anteriormente.
Expresion de polipéptidos

Se inocularon cultivos de E. coli BL21 (DE3) transformados con plasmidos relevantes en 800 ml de medio TSB-YE
complementado con kanamicina 50 pg/ml y agente antiespumante 0,3 ml/l (Breox FMT 30) y se dejaron crecer a 37
°C a una DO600 de aproximadamente 2. Se indujo después expresion proteica mediante adicion de IPTG 1 M a una
concentracion final de 0,5 mM. Los cultivos se realizaron usando el sistema multifermentador Greta (Belach). Los
cultivos se recogieron 5 horas después de induccion por centrifugacion a 15900 x g durante 20 minutos. Los
sobrenadantes se descartaron y los sedimentos celulares se recogieron y se almacenaron a -20 °C. El nivel de
expresion proteica se determiné usando SDS-PAGE e inspeccion ocular de los geles tefiidos.

Purificacion de polipéptidos expresados

Se purificaron proteinas con marcador Hise como sigue: Se suspendieron células bacterianas sedimentadas que
albergaban polipéptidos marcados con Hisg solubles en tampdn de unién His GraviTrap (fosfato sédico 20 mM, NaCl
0,5 M, imidazol 20 mM y Benzonase® 40 U/ml) y se rompieron por ultrasonicacion. Después de clarificacion, los
sobrenadantes se cargaron en columnas His GraviTrap (GE Healthcare) previamente equilibradas con tampén de
union His GraviTrap. Después de lavar las columnas con 10 volimenes de columna (VC) de tampdn de lavado His
GraviTrap (fosfato soédico 20 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 60 mM), los polipéptidos se eluyeron con 3 VC de tampén de
elucion His GraviTrap (fosfato sédico 20 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 500 mM).

Las proteinas sin marcador Hisg se purificaron como sigue: Se suspendieron células bacterianas sedimentadas que
albergaban Zppgr-rp:2465-CyS 0 Zppcr-rp:3358-Cys en Tris-HCl 20 mM, pH 7,1. Para romper las células y liberar el
contenido intracelular, las suspensiones celulares se calentaron a 85 °C durante 3 minutos. Los lisados se
clarificaron por centrifugacion seguido de filtracion y se cargaron en 25 ml de Q Sepharose FF (GE Healthcare)
empaquetados en una columna XK26 (GEHealthcare), previamente equilibrada con Tris-HClI 20 mM, pH 7,1.
Después de lavar la columna con 5 VC de Tris-HCI 20 mM, pH 7,1, las proteinas unidas se eluyeron con un
gradiente lineal de NaCl 0-0,5 M en Tris-HCI 20 mM, pH 7,1, durante 10 VC. El caudal fue de 5 ml/min y se controld
la sefial de 280 nm. Las fracciones que contenian Zppgr-rp:2465-CYS 0 Zppar-rs:3358-Cys se identificaron por analisis de
SDS-PAGE. Las fracciones relevantes se agruparon y el pH se ajusté a 8,0 por adicion de Tris-HCI 1 M, pH 8,0, a
una concentracion final de 50 mM. La cisteina C terminal en las construcciones se redujo por adicion de DTT a 20
mM, seguido de incubacién a 40 °C durante 3 minutos. Después de reduccion, se anadié acetonitrilo (ACN) a una
concentracion final de 5 % y se cargd Zppar-rp:2465-CYS 0 Zppar-rp:3358-Cys reducido en 1 ml de columnas Resource
15 RPC (GE Healthcare), previamente equilibradas con tampén RPC A (TFA 0,1 %, ACN 5 %, agua 95 %). Después
de lavado de columna con 10 VC de tampén RPC A, las proteinas unidas se eluyeron con un gradiente lineal de
Tampén RPC B 0-40 % (TFA 0,1 %, ACN 80 %, agua 20 %). El caudal fue de 1 ml/min y se controld la sefial de 280
nm. Las fracciones que contenian Zppgr-rp:2465-Cys 0 Zppar-rp:3358-Cys puro se identificaron por analisis de SDS-
PAGE vy se agruparon.

Para permitir la liofilizacion de las proteinas, el tampdén se intercambié a tampdn de carbonato de hidrogeno de
amonio 10 mM, pH 8,0 o tampon de acetato de amonio 10 mM, pH 6,0, usando columnas de desalacion de PD-10
desechables (GE Healthcare). El tampon de liofilizacion se selecciond con respecto al punto isoeléctrico de
proteinas relevantes. Finalmente, los polipéptidos de unidon Hisg-ZtNF-g:185, HiSe-Zner2:342, Hiss-Zinsulina:s10, Hiss-
Ztaq1154, ZpDGF-Rp:2465-CYS, Hise-Zrer2:2628, HiSe-ZT1aq:3220, HiSe-ZTNF-o:3230, HiSe-Zinsuiina:3232 Y ZprpeF-rp:3358-Cys se
liofilizaron usando un instrumento Christ Alfa 2-4 LSC y se almacenaron a 4 °C hasta su uso (Tabla 5). La cisteina C
terminal libre se bloqued usando N-etiimaleimida (NEM) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante
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(Pierce).
Andlisis de polipéptidos purificados

Se realiz6 determinacion de la concentracion de soluciones polipeptidicas midiendo la absorbancia a 280 nm usando
un Espectrofotémetro NanoDrop® ND-1000. Las proteinas se analizaron adicionalmente con SDS-PAGE y CL-EM.

Para el analisis de SDS-PAGE, se mezclaron aproximadamente 10 pg de polipéptido con Tampoén de Muestra LDS y
DTT (concentracién final 45 mM), se incub6 a 70 °C durante 15 minutos y se cargé en Geles Bis-Tris 4-12 %
NuPAGE?®. Los geles se procesaron con Tampén de Ejecucion MES SDS en una Mini Celda Novex empleando el
patrén pretefiido SeeBlue™ Plus2 como marcador de peso molecular y Solucién de Tincién de Proteinas PageBIuem
para tincion.

Para verificar la identidad de los polipéptidos, se analizaron analisis de CL/EM usando un sistema Agilent 1100
LC/MSD, equipado con API-ESI y un analizador de masas cuadruple sencillo. Después de intercambio de tampones,
las muestras proteicas se diluyeron en tampén de liofilizaciéon a una concentracion final de 0,5 mg/ml y se cargaron
10 ul en una columna Zorbax 300SB-C8 Narrow-Bore (2,1 x 150 mm, 3,5 um) a un caudal de 0,5 ml/min. Las
proteinas se eluyeron usando un gradiente lineal de solucién B 10-70 % durante 30 minutos a 0,5 ml/min. La
separacion se realizé a 30 °C. Se controld la sefial idnica y la absorbancia a 280 y 220 nm. Los pesos moleculares
de las proteinas purificadas se determinaron por analisis de la sefial iénica.

Determinacién de la temperatura de fusion (Tm)

Se disolvieron polipéptidos liofilizados en PBS a una concentracion final de aproximadamente 0,5 mg/ml y se
almacenaron en hielo. Se realizé andlisis de DC en un espectropolarimetro Jasco J-81 0 en una celda con una
longitud del camino 6ptico de 1 mm. En mediciones de temperatura variable, la observancia se midié a 221 nm de 20
a 80 °C, con una pendiente de temperatura de 5 °C/min. Se calcularon las temperaturas de fusion (Tm) para los
polipéptidos ensayados determinando el punto medio de la transicion en la representaciéon de DC frente a
temperatura.

Las moléculas polipeptidicas modificadas de acuerdo con la invencién tuvieron temperaturas de fusién crecientes en
comparacion con las moléculas originales (Tabla 6). En la Figura 1, se muestra la curva de fusion obtenida para
Hise-Z1Nnr-o:3230 (polipéptido especifico de TNF-a de la invencion).

ELISA de antigenicidad in vitro (analisis de unién de IgG en suero)

Las condiciones generales para el ELISA fueron como sigue: se realizaron los ensayos de ELISA en placas de 96
pocillos de media area. Los volumenes usados fueron 50 pl por pocillo para todas las incubaciones excepto para el
bloqueo en el que se usaron 100 pl. Se realiz6 revestimiento durante una noche a 4 °C en tampon de revestimiento
(Na2CO3 15 mM y NaHCO3; 35 mM) y todas las otras incubaciones se realizaron a temperatura ambiente. Se realiz
dilucion de suero de primate y anticuerpos de deteccion en PBS + caseina 0,5 %. Todos los lavados se realizaron
usando un Scan Washer 300 de ELISA automatico, en el que cada pocillo se lavd cuatro veces con 175 pl de
tampodn de lavado (PBS-T; Tween 20 0,05 % en 1 x PBS) por lavado.

Los pocillos de la placa de ELISA se revistieron con 2 pug/ml de los polipéptidos de union Hise-ZtnF-q:185, Hise-
ZyEr2:342, Hise-Zinsulina:810, HiSe-ZTaq:1154, ZppGF-Rp:2465-CYS, Hise-Zner2:2628, HiS6-ZTaq:3220, HiS6-ZTNF-0:3230, HiSe-Zinsulina:3232
Y Zppcr-Rrp:3358-CYS-NEM. Zyer2:342 S€ UsG como patrén. Después del revestimiento, los pocillos se lavaron dos veces
con agua del grifo y se bloquearon con PBS + caseina 0,5 %. La placa se vacio y se afadio una serie de diluciones
2 veces de un grupo de suero de primate de mono cinomolgus (Macaca fascicularis; obtenida del Instituto Sueco
para el Control de Enfermedades Infecciosas) a los pocillos. La serie de valoraciones comenzé con una dilucion
1/100 y terminé a 1/102400. La dilucion se realizd directamente en la placa de 96 pocillos. Después de incubar
durante 1 hora con el grupo de suero de primate, la placa se lavé y se afadié un anticuerpo anti-lg humano-HRP de
cabra en dilucién 1/5000 para deteccion. Después de 50 minutos de incubacién con el anticuerpo de deteccion, la
placa se lavo y se afadio el sustrato. Se mezclaron volumenes iguales de los dos componentes en el kit de TMB
ImmunoPure®, y se anadieron 50 pl por pocillo. Posteriormente, la placa se incubd en oscuridad durante 12 minutos
y la reaccion se detuvo por adicion de 50 pl de solucién de parada (H2SO4 2 M). La absorbancia a 450 nm se registré
usando un lector de ELISA. Como control negativo, se us6 PBS + caseina 0,5 % en lugar del grupo de suero de
primate.

Para evaluar los resultados y obtener un valor de IVA que represente el nivel de moléculas de |g de primate que se
unen al polipéptido, se uso el programa GraphPad Prism 5. Se afiadieron valores de muestra, con los valores de DO
de fondo restados, a un molde basado en una formula de regresién no lineal XY (respuesta de dosis sigmoidea). Se
obtuvo un valor de diluciéon para DO 0,3 a partir de la formula y los valores de IVA se calcularon estableciendo el
valor de dilucion convencional en 100 y relacionando todas las muestras con 100. Un valor por debajo de 100 indica
una capacidad reducida del polipéptido ensayado para unirse con inmunoglobulinas en comparacién con la molécula
Zuer2:342 Usada como un control positivo.
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Las moléculas de la invencion mostraron menos potencial para unirse a inmunoglobulinas en comparaciéon con
moléculas originales (Tabla 7). Los resultados se muestran como valores de antigenicidad in vitro (IVA), y una
antigenicidad in vitro reducida (union de IgG) se lee como una reduccién del valor de IVA.

Tabla 3. Lista de secuencias polipeptidicas de union

Nombre Secuencia de aminoacidos

ZTNF-:185 VDNKFNKELGWAIGEIGTLPNLNHQQFRAFILSLWDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK (SEC
ID N°: 5)

ZHER2:342 VDNKFNKEMRNAYWEIALLPNLNNQQKRAFIRSLYDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK (SEC
ID N°: 6)

Zinsulina:810 VDNKFNKEKYMAY GEIRLLPNLNHQQVMAFIDSLVDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK (SEC
ID N°: 7)

Z1aq:1154 VDNKFNKEKGEAWEIFRLPNLNGRQVKAFIASLYDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK (SEC
ID N°: 8)

ZpDGF-Rp:2465 VDNKFNKELIEAAAEIDALPNLNRRQWNAFIKSLVDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK (SEC
ID N°: 9)

Tabla 4. Lista de oligonucleétidos
Nombre Secuencia 5’-3’

AFFI-069 GTGAGCGGATAACAATTCCCCTC (SEC ID N°: 13)

AFFI-070 CAGCAAAAAACCCCTCAAGACCC (SEC ID N°: 14)

AFFI-115 CAGCAAAAAACCCCTCAAGACCC (SEC ID N°: 15)

AFFI-267 AGATAACAAATTCAACAAAG (SEC ID N°: 16)

AFFI-270 CTACTTTCGGCGCCTGAGCATCATTTAG (SEC ID N°: 17)

AFFI-1014 [ACTTTCGGCGCCTGAGCATCATTTAG (SEC ID N°: 18)

AFFI-1015 |ATAACAAATTCAACAAAGAA (SEC ID N°: 19)

AFFI-1043 |ACTTTCGGCGCCTGAGAATCATTTAGCTTTTTA (SEC ID N°: 20)

AFFI-1044 [CTACTTTCGGCGCCTGAGAATCATTTAGCTTTTTA (SEC ID N°: 21)

AFFI-1143 [AGATGCCAAATACGCCAAAGAAATGCGAA (SEC ID N°: 22)

AFFI-1144 |ATGCCAAATACGCCAAAGAAATGCGAA (SEC ID N°: 23)

AFFI-1151 |CCCAAGCCAAAGCTCTGAATTGCTATCAGAAGCTAAAAAGC (SEC ID N°: 24)

AFFI-1152 [GCTTTTTAGCTTCTGATAGCAATTCAGAGCTTTGGCTTGGG (SEC ID N°: 25)

AFFI-1320 [AGATGCCAAATACGCCAAAGAAAAGGGGGAGGCGGTGGTT
GAGATCTTTAGGTTACCTAACTTAACCGGGAGGCAAGTGAA
GGCCTTCATCGCGAAATTATA (SEC ID N°: 26)

AFFI-1323 |CTACTTTCGGCGCCTGGCTATCATTTAGCTTTTTAGCTTCGCTCAGTAATTCAGAGCTC
TGGCTTGGGTCATCCCATAATTTAAGGATGAAGGCCCGAAATT (SEC ID N°: 27)

AFFI-1326 [AGATGCCAAATACGCCAAAGAAAAGTATATGGCGTATGGTGAGATCCGGTTGTTACCT
AACTTAACCCATCAGCAAGTTATG GCCTTCATCGATAAATTAGT (SEC ID N°: 28)

AFFI-1327 |CTACTTTCGGCGCCTGGCTATCATTTAGCTTTTTAGCTTCGCTCAGTAATTCAGAGCTC
TGGCTTGGGTCATCCACTAATTT ATCGATGAAGGCCATAACTT (SEC ID N°: 29)
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(continuacién)

Nombre Secuencia 5’-3’

AFFI-1328 |AGATGCCAAATACGCCAAAG (SEC ID N°: 30)

AFFI-1329 [ATGCCAAATACGCCAAAGAA (SEC ID Ne: 31)

AFFI-1330 [CTACTTTCGGCGCCTGGCTATCATTTAG (SEC ID N°: 32)
AFFI-1331 |ACTTTCGGCGCCTGGCTATCATTTAG (SEC ID N°: 33)

Tabla 5. Lista de polipéptidos ensayados

Diana Designacion Variante
TNF-alfa Hise -ZTNF-o:185 Original
TNF-alfa Hise ~-ZTNF-¢:3230 Invencion
HER2 ZHER2:342 Original
HER2 Hise -ZnERr2:342 Original
HER2 Hise -ZHER2:2628 Invencion
Insulina Hiss -Zinsuiina810 Original
Insulina Hiss -Zinsulina:3232 Invencion
Taq polimerasa  |Hise -Ztaq:1154 Original
Taqg polimerasa  |Hisg -ZTaq:3220 Invencion
PDGF-RpB ZppGF Rp:2465-CyS Original
PDGF-RB ZppeF Rrp:3558-CYS Invencion

Tabla 6. Valores de Tm determinados de los polipéptidos ensayados

Diana Designacion Variante |Tm (°C)
TNF-alfa Hise -ZTNF-o:185 Original 53
TNF-alfa Hise ~ZTNF-¢:3230 Invencion |60
HER2 Hisg -Zner2:342 Original 63
HER2 Hise -ZnEeRr2:2628 Invencion |69
Insulina Hise -Zinsulina:810 Original 42
Insulina Hise -Zinsulina:3232 Invencion |48
Taq polimerasa  |Hisg -Ztaq:1154 Original 46
Taq polimerasa  |Hise -Ztag:3220 Invencion |50
PDGF-RpB ZppaF Rp:2465-Cys-NEM Original 42
PDGF-Rp ZppeF Rp:3558-CYS-NEM Invencion |42
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Tabla 7. Valores de IVA de los polipéptidos ensayados

Diana Designacion Variante |Valor de IVA
TNF-alfa Hise -ZTNF-q:185 Original 38
TNF-alfa Hise -ZTNF-q:3230 Invencion |21
HER2 Hise -Zner2:342 Original 99
HER2 Hise -ZHER2:2628 Invencion |14
Insulina Hise -Zinsulina:810 Original 43
Insulina Hise -Zinsulina:3232 Invencion |16
Taq polimerasa  |Hisg -Ztaq:1154 Original 26
Taq polimerasa  |Hise -Z1aqg:3220 Invencion |18
PDGF-RpB ZppGF Rrp:2465-Cys-NEM Original 35
PDGF-Rp Zppar Rp:3558-Cys-NEM Invencion |3

Ejemplo 4 — Seleccién y caracterizacion de presentacion de fagos de variantes polipeptidicas de uniéon a
Dynazyme

Biotinilacion de Dynazyme

La ADN polimerasa de la proteina diana Dynazyme Il (Dynazyme) de la especie Thermus brockianus (Finnzymes, N°
F-501 L) se biotinilé6 usando un exceso molar 10 x de Sulfo-NHS-LC-biotina No-weight™ (Pierce, N° 21327) de
acuerdo con el protocolo del fabricante. El tampdn se cambid por didlisis usando casete de dialisis Slide-a-lyzer
(Pierce, 10K, 0,5-3 ml) a PBS antes de biotinilacion y a TKMT (Tris-HCI 10 mM, KCI 50 mM, MgCl, 1,5 mM, Triton X-
100 0,1 %, pH 8,8) después de biotinilacion para retirar la biotina no unida.

Seleccién de presentacion de fagos

Se realizé seleccion frente a Dynazyme biotinilada usando la poblacion de polipéptidos de la invencion (Ejemplo 1).
Se utilizaron dos enfoques para seleccién; uno con una concentracion de diana alta (pista 1) y uno con una baja
concentracién de diana (pista 2). Se realizaron cuatro ciclos de seleccion. Se prepararon nuevos repertorios de
fagos entre cada ciclo. Para visidon de conjunto y detalles de la seleccién, véase Figura 2.

El repertorio de biblioteca de fagos se precipité con PEG/NaCl dos veces como se describe en el Ejemplo 2 y se
disolvié en TKMT complementado con gelatina 0,1 % (TKMTg). Los fagos se preincubaron con perlas revestidas con
estreptavidina (perlas SA, Dynabeads® M-280) durante 30 minutos a TA. Las perlas usadas en el procedimiento de
seleccion y todos los tubos se prebloquearon en TKMTg.

Las concentraciones diana y el numero de lavados en cada ciclo se presentan en la Figura 2. El tampdn usado para
seleccioén y lavados fue TKMTg. Los fagos preseleccionados se incubaron con la diana biotinilada durante 17 horas
a 4 °C seguido de 3 horas a TA durante el primer ciclo y 3 horas o 1 hora, respectivamente, durante los siguientes
ciclos. Posteriormente, las particulas de fagos se transfirieron a perlas SA prebloqueadas, 5 mg (pista del primer
ciclo 1), 3,5 mg (pista del primer ciclo 2) o 0,5 mg (todos los otros ciclos) y se incubaron durante 10 minutos con
agitacion. A continuacion, las perlas se lavaron y las particulas de fagos se eluyeron con un tampén de pH bajo
como se describe en el Ejemplo 2. Los fagos eluidos se usaron para infectar células E. coli RR1AM15 en fase
logaritmica después de cada ciclo de seleccion. Después de 20 minutos de incubacién a 37 °C, las células se
recogieron por centrifugacion. El sedimento se disolvio en un volumen pequefio de TBS-YE, se extendieron en
placas TYE y se incubaron durante una noche a 37 °C. Se prepararon repertorios de fagos entre cada ciclo
esencialmente como se describe en el Ejemplo 2. Las titulaciones de particulas de fago y rendimientos se calcularon
después de cada ciclo de seleccion. El rendimiento de particulas de fago (particulas de fago fuera/particulas de fago
dentro) aumenté para cada ciclo (excepto el segundo), lo que indica un enriquecimiento de los clones de unién a
diana.

Analisis de ELISA de polipéptidos de unién a Dynazyme

Se seleccionaron aleatoriamente clones obtenidos después del ultimo ciclo de seleccion y se usaron para expresion
de proteina periplasmica en un formato de placa de 96 pocillos como se describe en el Ejemplo 2. Se ensayaron
sobrenadantes que contenian variantes polipeptidicas solubles fusionadas con ABD con respecto a unién con diana
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en un ELISA como sigue. Los polipéptidos de union potencial se expresaron como AQLE-[Z####]-VDYV-[ABD]-
SQKA (ABD = el dominio de unién a albumina GA3 de Streptococcus sp. G148, Kraulis y col (1996) FEBS Lett.
378(2): 190-194), en la que Z####Ht indica variantes individuales de la poblacion de polipéptidos de la invencion.

Se revistieron pocillos de microtitulacion de media area (Costar, N° 3690) con 50 pul de Dynazyme 2-3 pl/ml en
tampon de revestimiento de ELISA. Los pocillos se bloquearon con 100 ul de TKMT complementado con caseina 0,5
% (Sigma) (TKMT-caseina) durante 1 hora a TA. Después de la retirada de la solucion de bloqueo, se afiadieron 50
ul de sobrenadantes a los pocillos y las placas se incubaron durante 1,5 horas a TA. Se detectaron variantes
polipeptidicas capturadas afadiendo un anticuerpo primario y después uno secundario. El anticuerpo primario, una
Ig de conejo policlonal purificada por afinidad frente a variantes Z, se diluy6é 1:5000 en TKMT-caseina y se incubd
durante 1,5 horas a TA. El anticuerpo secundario, una Ig a-conejo-HRP de cabra (DakoCytomation, N° P0448), se
diluyé 1:5000 en TKMT-caseina y se incubd durante 1 hora a TA. Las placas se lavaron cuatro veces con TKMT
antes de la incubacion con los anticuerpos y la solucion de revelado.

Las placas se revelaron como se describe en el Ejemplo 2 y se leyeron a 450 nm en un espectrofotdmetro de ELISA.
Todas las placas se prepararon con controles negativos y positivos relevantes asi como con un blanco en el que se
us6 TKMT en lugar de sobrenadante periplasmico. En total, se exploraron 1080 clones seleccionados de forma
aleatoria en ELISA con respecto a su unién con Dynazyme. Se seleccionaron clones positivos y algunos clones con
bajos valores de absorbancia para la secuenciacion.

Secuenciacién de polipéptidos positivos para ELISA

Se sometieron clones individuales a secuenciacion de acuerdo con el Ejemplo 2. Se encontraron once polipéptidos
de union unicos considerados positivos en exploracién por ELISA. Algunos de los clones aparecieron en varias
copias. Ademas, se identificaron varias secuencias de clones con valores de ELISA més bajos.

Subclonacioén de polipéptidos en plasmido pA Y1448

Se sometieron quince polipéptidos unicos a subclonacidn como mondmeros en el vector de expresion pAY1448
proporcionando un marcador Hisg N terminal (como se ha descrito en el Ejemplo 2) usando plasmidos preparados
como moldes para la PCR de extremos adhesivos. La subclonacién se realizé como se describe en el Ejemplo 3.

Purificacién de polipéptidos

El siguiente texto describe la purificacion de quince polipéptidos marcados con Hiss monoméricos, concretamente
Hisg-Z04665, Hise-Z04672, Hise-Z04674, Hise-Z04678, Hise-Z204687, Hise-Z04767, Hise-Z04770, Hise-Z04775, Hise-
204776, Hisg-Z04777, Hise-Z04778, Hise-Z04779, Hise-Z04780, Hise-Z04781 e Hise-Z04899. Se suspendieron
células bacterianas sedimentadas que albergaban las moléculas marcadas con Hisg solubles en tampon de unidn
His GraviTrap " (fosfato sodico 20 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 20 mM y Benzonase® 25 U/ml) y se rompieron por
ultrasonicacion. Las suspensiones de células sonicadas se calentaron usando agua caliente (95 °C) hasta que la
temperatura de las suspensiones se estabilizdé a aproximadamente 90 °C durante 5 minutos. Después de
clarificacion por centrifugacion, los sobrenadantes se cargaron en columnas His GraviTrap (GE Healthcare)
previamente equilibradas con tampdén de unién His GraviTrap. Después de lavar las columnas con 5 VC de tampodn
de unién His GraviTrap y 5 VC de tampdn de lavado His GraviTrap (fosfato sédico 20 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 60
mM), los polipéptidos se eluyeron con 3 VC de tampdn de elucion His GraviTrap (fosfato sédico 20 mM, NaCl 0,5 M,
imidazol 500 mM).

Las variantes polipeptidicas se purificaron adicionalmente por cromatografia de fase inversa (RPC). Se afiadid
acetonitrilo (ACN) a una concentracion final de 2 % en las fracciones eluidas de His GraviTrap. Las muestras se
cargaron en una columna de RESOURCE™ RPC de 3 ml (GE Healthcare), previamente equilibrada con tampén de
RPC A (acido trifluoroacético 0,1 % (TFA), ACN 2 %, agua 98 %). Después de lavar la columna con 5 VC de tampodn
de RPC A, la proteina unida se eluyé con un gradiente lineal de 20 VC de tampén de RPC B 0-50 % (TFA 0,1 %,
ACN 80 %, agua 20 %). El caudal fue de 5 ml/min y se control6 la sefial de 280 nm. Se identificaron fracciones que
contenian polipéptidos puros por andlisis de SDS-PAGE y se agruparon.

El tampdn de los polipéptidos purificados se reemplazé con Tris-HCI 50 mM, pH 8,8, por cromatografia de exclusion
de tamafio en Columnas de Desalacion PD-10 desechables (GE Healthcare).

Doce de las quince variantes polipeptidicas se purificaron de forma exitosa: Hise-Z04665, Hise-Z04672, Hiss-Z204674,
Hisg-Z04687, Hise-Z04770, Hise-Z04775, Hise-Z04776, Hiss-Z04777, Hiss-Z04778, Hise-Z04780, Hise-Z04781 e Hise-
Z04899.

Analisis de polipéptidos purificados

Se realiz6 determinacion de la concentraciéon de soluciones polipeptidicas midiendo la absorbancia a 280 nM usando
un Espectrofotémetro NanoDrop™ ND-1000. Las proteinas se analizaron adicionalmente con SDS-PAGE y CL-EM.

Para el analisis por SDS-PAGE, se mezcld solucién de polipéptidos con Tampdn de Muestra LDS (Invitrogen) y se
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incub6 a 40 °C durante 10 minutos. Se cargaron 10 ug de cada variante polipeptidica en Geles NUPAGE® 4-12 %
Bis-Tris (Invitrogen). Los geles se procesaron con Tampon de Ejecuciéon MES SDS (Invitrogen) en una Mini Celda
XCell SureLock™ (Invitrogen) empleando Patron Proteico Pretefido Nitido Novex® (Invitrogen) como marcador de
peso molecular y Solucién de Tincién de Proteinas PhastGelTM Blue R (GE Healthcare) para tincion.

Para verificar la identidad de las variantes polipeptidicas, se realizaron analisis de CL/EM usando un sistema Agilent
1100 LC/MSD, equipado con API-ESI y analizador de masa cuadruple sencillo. Las muestras proteicas se diluyeron
en Tris-HCI 50 mM, pH 8,8, a una concentracion final de 0,5 mg/ml y se cargaron 10 ul en una columna Zorbax
300SB-C18 (4,6 x 150 mm, 3,5 um) (Agilent) a un caudal de 1 ml/min. La solucién A contenia TFA 0,1 % en agua y
la solucion B contenia TFA 0,1 % en ACN. Las proteinas se eluyeron usando un gradiente lineal de 22 minutos de
solucion B del 15 % al 65 % a 1 ml/min. La separacion se realizé6 a 30 °C. Se controld la sefial iénica y la
absorbancia a 280 y 220 nm. Los pesos moleculares de las proteinas purificadas se verificaron por analisis de la
sefial i6nica.

Se determiné que la pureza de las variantes polipeptidicas era mayor del 95 % de acuerdo con los analisis de SDS-
PAGE y CL/EM.

Determinacion de la temperatura de fusién (Tm)

Se diluyeron variantes polipeptidicas purificadas en Tris-HCI 50 mM, pH 8,8, a una concentracion final de 0,5 mg/ml.
Se realiz6 andlisis de dicroismo circular (DC) en un espectropolarimetro Jasco J-81 0 en una celda con una longitud
de camino 6ptico de 1 mm. En las mediciones de temperatura variable, la absorbancia se midié a 221 nm de 20° C
a 90 °C, con una pendiente de temperatura de 5 °C/min. Las temperaturas de fusién de polipéptido (Tm) se
calcularon determinando el punto medio de la transicién en la representacion de DC frente a temperatura. Para
resultados, véase Tabla 8.

Tabla 8. Tm de variantes polipeptidicas de unién a Dynazyme

Designacion Tm (°C)
Hisg-Z04665 38
Hisg-Z204672 33
Hise-Z204674 35
Hisg-Z204687 60
Hisg-Z04770 44
Hisg-Z04775 45
Hise-Z04776 55
Hise-Z04777 58
Hisg-Z04778 43
Hiss-Z04780 65
Hiss-Z204781 66
Hisg-Z204899 39

Analisis de estabilidad frente a calor

La capacidad para volver a plegarse en la estructura alfa helicoidal original después de someterse a calor era una
propiedad requerida de las variantes polipeptidicas descritas anteriormente. Para investigar la reversibilidad
estructural, se obtuvieron dos espectros de DC por muestra a 20 °C. Entre las dos mediciones, las muestras se
calentaron a 96 °C. Las muestras se mantuvieron a 96 °C durante 2 minutos, y después se enfriaron a 20 °C.
Espectros de DC similares antes y después del calentamiento demostrarian que una muestra era estructuralmente
reversible. Tres de doce variantes polipeptidicas analizadas se vieron afectadas negativamente por el tratamiento
con calor, mientras que se mostré6 que nueve variantes polipeptidicas recuperaban su estructura alfa helicoidal
completamente. Se muestra un solapamiento tipico de dos espectros de DC antes y después del calentamiento en la
Figura 3.
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Analisis de unién de Biacore

Las interacciones entre variantes Z monoméricas marcadas con 12 Hisg seleccionadas de acuerdo con la invencion y
Dynazyme se analizaron en el instrumento Biacore (GE Healthcare). La proteina diana se inmovilizé en una celda de
flujo en la capa de dextrano carboxilado de una superficie de microplaca CM5 (GE Healthcare). La inmovilizacién se
realizé usando quimica de acoplamiento de amina de acuerdo con el protocolo del fabricante y usando acetato pH
5,5. Se activé una superficie de celda de flujo en la microplaca y se desactivo para su uso como blanco durante las
inyecciones de analito. Los analitos, es decir variantes polipeptidicas diluidas en tampén de ejecucion HBS-EP (GE
Healthcare) a una concentracion de 10 uM, se inyectaron en orden aleatorio en duplicados a un caudal de 10 pl/min
durante 5 minutos. Después de 10 minutos de disociacion, las superficies se regeneraron con una inyeccién de SDS
0,05 %. Los resultados se analizaron en software BiaEvaluation (GE Healthcare). Se restaron las curvas de la
superficie de blanco de las curvas de las superficies de ligando. El analisis mostré una interaccién para 5 de las
variantes polipeptidicas con la Dynazyme inmovilizada, como se perfila en la Figura 4.

Ejemplo 5 — Estudio comparativo de sintesis quimica de un polipéptido de una poblacién de acuerdo con la
invencion

Sumario

En los experimentos que componen este ejemplo, se describe sintesis peptidica de fase sodlida (SPPS) de
polipéptidos de las poblaciones de acuerdo con la invencidn, y se compara con la sintesis de un polipéptido basada
en el armazoén original. Las mutaciones introducidas en cuatro posiciones, es decir [N23T], [A42S], [A46S] y [A54S],
permitieron usar una estrategia de sintesis alternativa con precursores de seudoprolina con la abreviatura
simplificada Fmoc-Xxx-Yyy-OH. Usando seudoprolinas en tres o cuatro de las posiciones descritas anteriormente, es
posible sintetizar moléculas de longitud completa con las secuencias:

SEC A: maESEKYAKEMR NAYWEIALLP NLTNQQKRAF IRKLYDDPSQ SSELLSEAKK LNDSQAPK (SEC ID N°:
10)

(en la que ma designa meracaptoacetilo acoplado con el extremo N terminal del polipéptido); y
SEC B: AEAKYAKEMW IAWEEIRNLP NLNGWQMTAF IAKLLDDPSQ SSELLSEAKK LNDSQAPKC (SEC ID N°: 11);
mientras que la sintesis convencional no produjo el péptido con SEC A.

Sintesis convencional de SEC C: AENKFNKEMW IAWEEIRNLP NLTGWQMTAF IASLLDDPSQ SANLLAEAKK
LNDAQAPK (SEC ID N°: 12), que es similar a SEC B pero contiene los aminoacidos del armazon original, dio como
resultado una preparacion muy impura y una baja produccion de péptidos.

La introduccién de nuevos restos de serina o treonina también permite el uso de dipéptidos de isoacilo, que es una
alternativa a seudoprolina para aumentar la eficacia sintética reduciendo la agregacion durante la sintesis peptidica
(Sohma y col, Tetrahedron Lett. 47: 3013, 2006). Estan disponibles varios de tales componentes basicos de
Novabiochem de Merck Biosciences AG.

Fundamento

La sintesis peptidica de la molécula de unién a HER2 Zgro:342 (desvelada en el documento WO 2005/003156 como
Zuer2:107, Y €n ocasiones también llamadas Z00342), asi como acoplamiento de DOTA con el extremo N terminal
para esta molécula es posible y esta descrito en la bibliografia (Orlova A y col (2006) Cancer Research 67: 2178-
2186). Sin embargo, se observé una gran variacion de la produccion de péptidos después de sintesis. Las
dificultades para sintetizar de forma reproducible el péptido pueden relacionarse tanto con la longitud del péptido
como con la secuencia de aminoacidos primaria. Ademas, los péptidos largos con los grupos reactivos de las
cadena laterales de aminoacidos aun protegidas pueden generar estructuras secundarias desfavorables, por
ejemplo laminas beta que pueden perturbar la sintesis peptidica de fase sélida (Quibell M y Johnson T in Fmoc Solid
Phase Peptide Synthesis-A Practical Approach, W. C. Chan, P. D. White Eds, Oxford University Press 2000: 115-
135). Una forma de evitar la formacion de estructura secundaria durante la sintesis peptidica es el uso de
seudoprolinas. Las seudoprolinas, con la abreviatura simplificada Fmoc-Xxx-Yyy-OH, pueden usarse si el
aminoacido Yyy es serina, treonina o cisteina. Estas seudoprolinas presentan una estructura de tipo prolina cerrada
con la cadena lateral ligada a la cadena principal y pueden convertirse en la estructura de aminoacidos normal por
tratamiento acido (Haack T y Mutter M (1992) Tetrahedron Lett 33: 1589-1592). Las seudoprolinas estan disponibles
en el mercado para 14 aminoacidos en posicion Xxx (todos los aminoacidos de origen natural excepto Arg, Cys, His,
Met, Pro, Thr) junto con serina o treonina en la posicion Yyy.

La molécula precursora Zyer2:342 NO tiene treonina ni cisteina en la secuencia primaria. La serina se encuentra solo
en las posiciones 33, 39 y 41. Un precursor de seudoprolina esta disponible solo para serina 41 (Q4°-S41). Para las
dos otras serinas, el aminoacido en la posicién Xxx evita el uso de seudoprolina, puesto que no hay precursores
disponibles (R32-S33 y P38-Ssg).
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Las mutaciones introducidas en los polipéptidos comprendidos en la poblacion de acuerdo con la invencion se
dirigen a, pero sin restriccion, facilitar la sintesis peptidica. Especialmente las mutaciones en las posiciones 23, 42,
46 y 54, es decir [N23T], [A42S], [A46S] y [A54S] pueden tener la capacidad para resolver dos de los problemas
identificados en SPPS: permiten el uso de seudoprolinas y la region critica alrededor de las posiciones de
aminodcidos 21 a 26 se cambia a la posicién 23 reemplazando asparagina con treonina.

Estrategia de sintesis 1

La secuencia de aminoacidos SEC A se ensambld en una resina de poliestireno Fmoc-Lys(Boc)-Wang en un
sintetizador de péptidos completamente automatico. Esta resina es altamente adecuada para la formacion de
péptidos con la estrategia de Fmoc. Se acoplaron 57 aminoacidos (con proteccion de cadena lateral apropiada) en la
resina. En la ultima etapa, el acoplamiento de acido mercaptoacético protegido con S-tritilo se realiz6 manualmente.

Etapa 1: Sintesis de Péptidos de Fase Sélida

La resina de poliestireno Fmoc-Lys(Boc)-Wang se transfirié a un reactor de SPPS con un agitador. Se inicié después
la sintesis con desproteccion de Fmoc de la resina, seguido de un procedimiento de acoplamiento con Fmoc-Pro-OH
de acuerdo con la descripcidon general proporcionada posteriormente. Esta etapa se sigui® de nuevo de una
desproteccion de Fmoc y posterior acoplamiento de los derivados de aminoacidos de acuerdo con la secuencia.
Después de lavados finales de la resina con isopropiléter (IPE), la resina peptidica se secoé en un desecador bajo
presion reducida.

Se realiz6 tanto sintesis peptidica de Fmoc convencional como sintesis usando seudoprolinas en cuatro posiciones.
Para sintesis de péptidos convencional, solo se usaron aminoacidos Fmoc. Para la sintesis de péptidos alternativa,
aparte de aminoacidos Fmoc se usaron las siguientes seudoprolinas: Fmoc-Leu-Thr-OH en la posicion 22-23, Fmoc-
Ser-Ser-OH en la posicion 41-42, Fmoc-Leu-Ser-OH en la posicion 45-46 y Fmoc-Asp-Ser-OH en la posicion 53-54.

Procedimiento de desprotecciéon de Fmoc

La resina también se traté con piperidina 20 % en N-metil-2-pirrolidona (NMP) para conseguir la escision del grupo
protector N-a-Fmoc. El lavado de la resina se realizé después con NMP.

Procedimiento de acoplamiento

Acoplamiento automatico de los derivados de aminoacidos Pro57 a Glu1. Hasta 3 equivalentes del derivado de
Fmoc-AA se disolvieron en NMP. Para el acoplamiento, se afiadieron 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio
tetrafluoroborato (TBTU) en dimetilformamida (DMF) y sym-colidina (2,4,6-trimetilpiridina) en NMP. La solucién
resultante se mezcld a temperatura ambiente antes de verterla en la resina. Se usé NMP como disolvente. Después
de un tiempo de acoplamiento de al menos 15 minutos a 60 °C, la resina se lavé con NMP.

Después de cada procedimiento de acoplamiento, tiene lugar una repeticiéon del acoplamiento con 2-(1H-7-
azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio tetrafluoroborato (TATU) en DMF como reactivo de acoplamiento y con
dicloroetano como disolvente de forma automatica, seguido de proteccion con anhidrido acético.

Etapa 2: Acoplamiento de acido mercaptoacético

Se realizaron acilaciones con 5 equivalentes molares de aminoacido, 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio
hexafluorfosfato (HBTU) y 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) y 10 equivalentes de N-etildiisopropilamina (DIEA, de
Lancaster Synthesis, Morecambe, Inglaterra). El acido S-triti-mercaptoacético fue de AnaSpec Inc (San Jose, CA,
Estados Unidos).

Etapa 3: Escision de la resina incluyendo escision de los grupos de proteccion restantes

La resina de péptidos se tratdé con acido trifluoroacético (TFA) en presencia de agua purificada, etanoditiol (EDT) y
triisopropilsilano (TIS). Después de aproximadamente 2 horas de tiempo de escision a temperatura ambiente, la
mezcla de reaccién se enfrié a aproximadamente 0 °C, y se afiadié yoduro de amonio y dimetil sulfuro para reducir la
metionina oxidada. Después de un tiempo de escision adicional de 60 minutos a aproximadamente 0 °C, se redujo el
yodo formado con acido ascorbico. Después de separar por filtrado el producto, se precipité en IPE en frio, se
separo por filtracion de nuevo, se lavé con IPE y se seco bajo presion reducida.

Andlisis de pureza por HPLC

La pureza de los péptidos de 58 aminoacidos de longitud y algunos intermedios se determiné por HPLC de fase
inversa usando una columna Vydac 218 TP54 (5 um, 250 x 4,6 mm) y TFA 0,1 %, acetonitrilo 1 % en H,O y TFA 0,1
% en acetonitrilo como disolvente A y B respectivamente. Se establecio la temperatura de horno de columna a 35
°C. La columna se eluy6 con un gradiente del 15 al 45 % de disolvente B en 30 minutos o con un gradiente del 20 al
50 % de B en 30 minutos. La deteccién de UV fue a 220 nm. La pureza se calculé por normalizacién de area.
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Resultados

Se analizaron el rendimiento y pureza de la molécula con la secuencia SEC A, sintetizada con o sin el uso de
seudoprolinas, por cromatografia de fase inversa analitica. Para seguir el progreso de la sintesis, se tomé una parte
pequefia de la resina de sintesis después de varias etapas de acoplamiento y se analiz6 con respecto a la
presencia, pureza y rendimiento del intermedio peptidico deseado. La Figura 5 muestra el analisis de HPLC del
intermedio peptidico de 41 aminoacidos de longitud (aminoacidos 18-58). En esta etapa de la sintesis peptidica, se
identificé un pico de péptido claro y predominante con la secuencia correcta (TA=15:33 min, rendimiento 49 %) si la
sintesis se realizé usando seudoprolinas (Figura 5 A). La sintesis de Fmoc convencional, sin embargo, dio como
resultado un gran numero de picos de péptidos pequefios y dos picos principales con tamafio similar, pero bajo
rendimiento. Uno de estos dos picos (TA = 20,82 min) se identificd6 como el péptido intermedio con la secuencia
correcta (aa 18-58) (Figura 5 B). El péptido de longitud completa (aminoacidos 1-58) se obtuvo solamente si la
sintesis se realiz6 usando seudoprolinas La Figura 6A muestra un pico de producto sencillo con un rendimiento del
péptido final del 26 %. La sintesis de Fmoc convencional, sin embargo, no produjo el producto peptidico final. El
analisis del intermedio de 49 aminoacidos de longitud (aminoacidos 10-58) de la sintesis convencional reveld que el
intermedio deseado no pudo detectarse y la sintesis se suspendi6 (Figura 6B).

Estrategia de sintesis 2

Se ensamblaron dos moléculas usando la estrategia de Fmoc en un sintetizador de péptidos completamente
automatico con un horno microondas integrado.

Los 59 restos aminoacidicos de SEC B, basados en la secuencia de armazoén de la invencion, se ensamblaron (con
protecciéon de cadena lateral apropiada) en una resina de poliestireno Fmoc-Cys(Trt)-Wang LL.

Los 58 restos aminoacidicos de SEC C, basados en el armazén de molécula Affibody® original, se ensamblaron (con
proteccion de cadena lateral apropiada) en una resina de poliestireno de Fmoc-Lys(Boc)-Wang LL.

La resina Wang LL es altamente adecuada para la formacion de péptidos con la estrategia de Fmoc.
Etapa 1: Sintesis de péptidos de fase sélida

La resina de poliestireno se transfiri6 automaticamente a un recipiente de reacciéon de SPPS por el sintetizador
(Liberty, CEM Corporation, NC Estados Unidos). Se inici6 después la sintesis con desproteccion de Fmoc de la
resina, seguido de un procedimiento de acoplamiento con el siguiente aminoacido protegido por Fmoc (Fmoc-AA) de
acuerdo con la descripcién general proporcionada posteriormente. Esta etapa se siguié de nuevo de una
desproteccién de Fmoc y posterior acoplamiento de los derivados de aminoacidos de acuerdo con la secuencia.
Después de los lavados finales de la resina con diclorometano (DCM), la resina de péptidos se seco bajo presion
reducida. El péptido completo SEC C se prepard por sintesis peptidica de Fmoc convencional, mientras que se
usaron seudoprolinas en las posiciones en SEC B en las que esto se posibilité por las mejoras realizadas al
armazon. Se usaron las siguientes seudoprolinas: Fmoc-Ser-Ser-OH en la posicion 41-42, Fmoc-Leu-Ser-OH en la
posicion 45-46 y Fmoc-Asp-Ser-OH en la posicion 53-54.

Procedimiento de desproteccion de Fmoc

La resina se trat6é con piperazina 5 % en NMP, con irradiacion de microondas, para conseguir la escision del grupo
protector de N-a-Fmoc. El lavado de la resina se realizd después con NMP.

Procedimiento de acoplamiento

Acoplamiento automatico de los derivados de aminoacidos Cys59 a Ala1 (para SEC B) y Lys58 a Ala1 (para SEC C).
Se disolvieron hasta 5 equivalentes del Fmoc-AA en NMP. Para el acoplamiento, se afiadieron O-(benzotriazol-
N,N,N’,N’-tetrametiluronio hexafluorofosfato (HBTU) y N-hidroxibenzotriazol (HOBt) en dimetilformamida (DMF),
N,N’-diisopropiletilamina (DIPEA) en NMP a la resina a una relacién molar de 1:1:1:2 (AA/HBTU/HOBt/DIPEA). La
mezcla se agité burbujeando gas de nitrégeno a través del fondo del recipiente de reaccion. Después de un tiempo
de acoplamiento de al menos 5 minutos a 75-80 °C con energia afiadida usando irradiacion de microondas, la resina
se lavo con NMP.

Después de cada procedimiento de acoplamiento, se realizé una proteccion con anhidrido acético automatica.
Etapa 2: Escision de la resina que incluye escisién de los grupos de proteccion restantes.

La resina peptidica se traté con acido trifluoroacético (TFA) en presencia de agua purificada, etanoditiol (EDT) y
triisopropilsilano (TIS). Después de aproximadamente 2 horas de escisién a temperatura ambiente, la mezcla de
escision se filtrd y la resina se aclaré con agua/TFA 95 % puro. El filtrado se afiadio lentamente a metil terc-butil éter
enfriado (MTBE). El precipitado se centrifugd y se retiré el MTBE. El sélido se resuspendio en éter y la operacion se
repitié un total de tres veces. Después de la ultima retirada de éter, el sélido se resuspendié en agua/TFA 0,1 %, se
dejo que el éter restante se evaporara y la solucion se congelé antes de liofilizacion.
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Analisis de masa y pureza por HPLC-MS

La pureza de los péptidos se determiné por cromatografia liquida de alto rendimiento y espectrometria de masas en
linea (HPLC-MS) usando un Agilent 1100 HPLC/MSD equipado con ionizacién por electronebulizacion (IEN) y un
cuadripolo sencillo. La HPLC se proces6 usando una columna Zorbax 300SB C18 (3,5 um, 150 x 4,6 mm) y
agua/TFA 0,1 % y TFA 0,1 %/acetonitrilo (ACN) como disolvente A y B respectivamente. La temperatura del horno
de columna se ajusté a 30 °C. La columna se eluy6 con un gradiente de disolvente B del 15 al 55 % en 40 minutos.
La deteccion de UV fue a 220 nm. La pureza se calculé por normalizacién de area. El software usado para el analisis
de masas y evaluacion fue ChemStation Rev. B. 02.01. (Agilent).

Resultados

El rendimiento y pureza de las moléculas SEC B y SEC C se analizé por cromatografia de fase inversa analitica. Los
péptidos de longitud completa se obtuvieron en ambas sintesis, sin embargo con un rendimiento mucho mayor para
SEC B. La Figura 7A muestra, para SEC B, un pico de producto principal (TR = 41,48 min) con la masa esperada y
un rendimiento del péptido final del 15 %. Se descubrié que un pico adicional (TR = 41,21 min) con un rendimiento
del 8 % tenia una masa que era 72 Da mas alta que la masa esperada del producto de longitud completa. Se cree
que esto se debe a una reaccién secundaria en el resto aminoacidico Cys59. Dependiendo del tipo de reaccion
secundaria, esto puede producirse durante la sintesis o durante la escision del péptido de la resina. Optimizando el
protocolo de escision y/o sintesis, esta reaccidon secundaria podria minimizarse y aumentarse de este modo el
rendimiento, en este caso hasta un rendimiento total del 23 %.

La sintesis de Fmoc convencional de SEC C, sin embargo, dio como resultado un gran numero de picos de péptidos
pequefos (Figura 7 B). Uno de los picos principales (TR = 43,60 min) se identific6 como el péptido de longitud
completa con la masa esperada. El rendimiento de este producto fue del 4 %.

Ejemplo 6 — Inmunogenicidad de variantes polipeptidicas originales y de la invencion
Sumario

En este ejemplo, la inmunogenicidad de una variante polipeptidica original y una de la invencion se comparé in vivo.
Se administraron moléculas diméricas a ratas, y las respuestas de anticuerpo especificas se determinaron en un
ensayo de anticuerpo antifarmaco (ADA). La molécula con las mutaciones de armazon introducidas de acuerdo con
la invencion presenta una respuesta de anticuerpo mas baja y retardada en comparacion con la variante Z original.

Clonacién y produccién de polipéptidos

Se usaron dos polipéptidos de unién especifica de Tag-polimerasa fusionados con el dominio de unién a albumina
ABDO035 (Jonsson y col (2008) Protein Eng Des Sel 8: 515-27) en el estudio:

1. (Z01154),-ABD035: armazoén original
2. (Z203229),-ABD035: armazén de la invencion.

Se clonaron fragmentos amplificados por PCR e hibridados de Z01154 y Z03229 con salientes de Accl como
dimeros en los vectores de expresion derivados de pET digerido con Accl (Novagen) pAY492 y pAY1450,
respectivamente. Los vectores resultantes se digirieron con Accl-Notl y se ligaron con fragmentos ABD035 que se
habian amplificado por PCR con salientes Accl y Notl, generando las construcciones pAY1827 (que codifica
MGSSLQ-[Z01154]-[Z01154]-VD-[ABD035]) y pAY2292 (que codifica MGSSLQ-[Z03229]-[203229]-VD-[ABD035]).
Los plasmidos se transformaron en células E. coli BL21 (DE3) competentes y se produjeron proteinas por
fermentacion, esencialmente como se ha descrito en el Ejemglo 3. Las células sedimentadas se suspendieron en
[Tris-HCI 25 mM, NaCl 200 mM, EDTA 1 mM, Benzonase™ 25 U/ml (Merck, N° 1.01654.0001), pH 8,0] y se
rompieron por sonicacion en hielo. Los sobrenadantes clarificados se cargaron en una columna empaquetada con
Sepharose activado con CNBr (GE Healthcare, N° 17-0981-03) acoplado de forma interna con albumina de suero
humano. La columna se preequilibré en 1 x TST [Tris-HCI 25 mM, NaCl 200 mM, EDTA 1 mM, Tween 20 0,05 %, pH
8,0]. Después de la aplicacion de la muestra, se realizé lavado con TST 1x seguido de NHsAc 5 mM pH 5,5, hasta
que no se observo reduccion de la sefial de Absyso. Las proteinas unidas se eluyeron con Hac 0,5 M, pH 2,8. Las
muestras eluidas se complementaron con acetonitrilo a una concentracion final de 2 % vy se purificaron
adicionalmente por cromatografia de fase inversa en una columna Resource RPC (GE Healthcare, N° 17-1182-01).
Se uso6 [acetonitrilo 2 %, TFA 0,1 % en agua] como tampdn de ejecucion y las muestras se eluyeron usando un
gradiente lineal de 0-50 % de [acetonitrilo 80 %, TFA 0,1 % en agua] sobre 25 volumenes de columna. Se realiz6
intercambio de tampodn a [fosfato sodico 5 mM, NaCl 150mM, pH 7,2] usando una columna de Desalacion HiPrep
26/10 (GH Healthcare, N° 17-5087-01). Se verificd la pureza de la muestra por analisis de SDS-PAGE y CL/EM
como se describe en el Ejemplo 3. Se retiraron las trazas de endotoxinas en un gel de retirada de endotoxina de
AffinityPak Detoxi-Gel (Thermo, N° 20344) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. No se detectaron
endotoxinas en los ensayos de coagulacion de gel LAL por APL (Apoteket Produktion & Laboratorier AB, Suecia).
Las muestras estaban sin agregados solubles como se verificé por cromatografia de exclusion por tamafio llevada a
cabo en una columna Superdex 75 10/300 (GE Healthcare, N° 17-5174-01) usando PBS 1 x como tampon de
ejecucion, un caudal de 0,5 ml/min y un volumen de muestras de 100 pl con una concentracion de 1 mg/ml.
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Administracion y esquemas de toma de muestras

El estudio animal se realiz6 en Agrisera AB (Vannas, Suecia) con permiso del comité de ética animal local. Se
inyectd a ratas hembra Sprague Dawley divididas en tres grupos por via subcutanea (Z01154),-ABD035, (203229),-
ABDO035 o un control de tampén como se perfila en la Tabla 9. Se proporcionaron inyecciones los dias 0, 4, 7, 14, 21
y 28. Se recogieron muestras de sangre de 250 pl de cada animal el dia -1 (antes del suero) y los dias 6, 13, 20 y
35. Todos los animales se sacrificaron el dia 35. Se dejé coagular las muestras de sangre recogidas durante una
noche a 4 °C y los sueros obtenidos se almacenaron a -20 °C hasta su analisis.

Tabla 9. Esquema de administraciéon de muestras

Grupo Numero de Molécula Medio de mg/animall/inyeccién ml/animal/inyeccién
animales administracion
1 8 (Z201154),-ABD035 s.C. 0,125 0,1
2 8 (203229),-ABD035 s.C. 0,125 0,1
3 4 Control de tampon: s.C. - 0,1

fosfato sdédico 5 mM,
NaCl 150 mM, pH 7,2

Ensayo de anticuerpo anti-farmaco (ADA)

Para analizar la presencia de anticuerpos anti-(Z01154),-ABD035 y anti-(Z03229),-ABD035, se realizaron tres tipos
de analisis ELISA. Todas las muestras se exploraron inicialmente con respecto a la presencia de anticuerpos
reactivos seguido de un ensayo de confirmacion para verificar la especificidad. Las muestras de suero con
anticuerpos especificos frente a variantes de Z se valoraron posteriormente para cuantificar la titulacion de
anticuerpos anti-(Z01154),-ABD035 y anti-(Z03229),ABD035.

Para la exploracion de muestras de suero, se revistieron placas de ELISA (placas de media area de 96 pocillos,
Costar, N° 3690) durante una noche con (Z01154),-ABD035 o (Z03229),-ABD035 diluidas en tampén de
revestimiento (Sigma, N° C3041) hasta una concentracion final de 2 ug/ml. Se afadieron 50 pl de la solucién de
revestimiento por pocillo y las placas se incubaron durante una noche a 4 °C. Las placas se lavaron dos veces
manualmente con agua desionizada y posteriormente se bloquearon durante 2 horas con PBS-Caseina 100
ul/pocillo (PBS con Caseina 0,5 % (Sigma, N° 8654)). La solucion de bloqueo se retird y se afiadieron muestras de
suero (50 pl/pocillo) diluidas 1:50 en tampén de bloqueo. Después de 1,5 horas de incubacion a TA, las placas se
lavaron en un lavador de ELISA automatico (Scanwasher 300, Scatron) con PBST (PBS con Tween 20 0,05 %
(Acros Organics, N° 233362500)). Para detectar anticuerpos de rata contra variantes Z, se afiadieron 50 pul por
pocillo de IgG anti-rata conjugada con HRP (Southern Biotech, N° 3050-05), diluida 1:6000 en PBS-Caseina.
Después de 1 hora de incubacion, las placas se lavaron como se ha descrito anteriormente y se afiadieron 50
pl/pocillo de solucidon de sustrato (Immunopure® TMB, Pierce, N° 34021). Las placas se incubaron a TA en
oscuridad, y se detuvo el desarrollo del color después de 15 minutos con 50 pl/pocillo de H,SO4 2 M (VWR, N°
14374-1). Las placas se leyeron a 450 nm en un lector de ELISA (Victor3, Perkin Elmer).

El procedimiento de ELISA descrito anteriormente también se usé para los ensayos de ELISA de confirmacion y
valoracion, pero con algunas alteraciones. Para el ensayo de confirmacion, las muestras de suero se diluyeron 1:50
en PBS-Caseina o en PBS-Caseina que incluia 1 ug/ml de variante polipeptidica respectiva. Se consideré que las
muestras de suero con una reduccién de la sefial de DO de 45 % o mas contenian anticuerpos especificos contra
variantes de Z. Para ensayo de valoracion, se diluyeron las muestras de suero 1:50 en PBS-Caseina y después en
series de diluciones de 2 veces 0 5 veces hasta que cruzaron el punto de corte especifico de placa para permitir que
se calcule un valor de titulacion para la muestra.

Durante el desarrollo del ensayo se determinaron los siguientes parametros clave:

e Dilucién minima: 1:50

*  Fondo no especifico (NSB): DOuso de un grupo de suero de rata normal (ratas Sprague Dawley, Scanbur) usado
como matriz de dilucion e incluido en cada placa durante todo el analisis

e Punto de corte del ensayo: DO4sp media de sueros de rata normales de 30 individuos mas 1,645 veces las
desviaciones tipicas de la media. Se obtuvo un valor de 0,11 tanto para (Z01154),-ABD035 como para
(203229),-ABD035.

*  Factor de normalizacién. Punto de corte del ensayo dividido por la media de DO4so del NSB: 1,87 y 1,86 para
(Z01154),-ABDO035 y (203229),-ABD035, respectivamente.

Durante el analisis de la muestra, el punto de corte especifico de placa se determiné después como: Media de DOasp
de NSB especifico de placa, multiplicado por el factor de normalizacion.
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Se us6 suero de ratas (ratas Sprague Dawley hiperinmunizadas, Agrisera) que se habia confirmado que contenian
anticuerpos contra las dos variantes polipeptidicas para preparar muestras de control positivas (CP) incluidas en
cada placa durante todo el analisis: CP Alto: suero de control positivo diluido 1:4 en la matriz antes de la dilucidn
minima en PBS-Caseina. Este CP tiene valores de DO altos por encima del punto de corte de ensayo/placa. CP
Bajo: suero de control positivo diluido 1:300 en matriz antes de la dilucion minima en PBS-Caseina. Este CP tiene
valores de DO que quedan justo por encima del punto de corte de ensayo/placa.

Los valores de CP Bajo y CP Alto se usaron para preparar los controles de calidad de titulacion LoQC1-5 y HIQC1-5.
El CP Bajo y CP Alto se diluyeron 1:50 en PBS-Caseina para obtener LoQC1 y HiQC1 respectivamente. Estos se
diluyeron después adicionalmente en PBS-Caseina para obtener LoQC2 (1:100), LoQC3 (1:200), LoQC4 (1:400) y
LoQCS5 (1:800), y HiIQC2 (1:250), HIQC3 (1:1250), HiIQC4 (1:6250) y HiQC5 (1:31250), respectivamente.

Los valores de titulacion se calcularon usando GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc). Brevemente, los valores
de DOu4so se representaron frente a dilucion logaritmica y la titulacion de la muestra se definid6 como la dilucion
logaritmica en el punto de corte especifico de placa.

Resultados

La comparacién in vivo entre las moléculas original ((Z01154),-ABD035) y de la invencién ((Z03229),-ABD035)
mostré que la molécula de la invencidon era menos inmunogénica. La respuesta varié considerablemente entre
individuos y aumenté a lo largo del tiempo. La titulacion pudo determinarse en tres individuos que recibieron la
molécula original en comparacion con dos individuos que recibieron la molécula de la invencion. La titulacion real
también fue mas baja en el grupo que recibié la molécula de la invencion (Tabla 10). La razén para ver que pocos
animales desarrollan una respuesta de anticuerpo puede deberse a la molécula ABD fusionada, que previamente se
ha mostrado que reducia la inmunogenicidad de un polipéptido fusionado (véase por ejemplo, documento WO
2005/097202).

Tabla 10. Respuestas inmunes en ratas a las que se proporcion6 una variante polipeptidica original o una de la
invencion

Grupo 1 (201154),-ABD035 Grupo 2 (203229),-ABD035 Grupo 3 control de tampén n=4

n=8 n=8
Respuesta Respuesta Respuesta
Tiempo (dias) especifica Titulacion especifica Titulacion especifica (n° Titulacién
P (n° de Media+DT (n° de Media+DT de animales) Media+DT
animales) animales)
-1 0 - 0 - 0 -
6 0 - 0 - 0 -
13 1 2,9 0 - 0 -
20 2 3,4(£1,0) 1 2,1 0 -
27 3 2,7 (= 1,0) 1 24 0 -
35 2 3,4 (+1,3) 2 2,8(x0,1) 0 -
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<220>

<221> misc_feature

<222> (6)..(7)

<223> xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(11)

<223> xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (17)..(18)

<223> xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(21)

<223> xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (25)..(25)

<223> xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (28)..(28)

<223> xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 1
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GIn Ser ggr Glu Leu Leu Ser g&u Ala Lys Lys Leu :gn Asp Ser Gln

<210> 2
<211> 53
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
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<223> xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural
<220>

<221> misc_feature

<222> (11)..(12)

<223> xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural
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<222> (22)..(23)
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<220>

<221> misc_feature

<222> (25)..(26)

<223> xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (30)..(30)

<223> xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (33)..(33)

<223> xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 2

27

30



ES 2383574 T3

Ala Lys Tyr Ala Lys Glu Xaa Xaa Xaa Ala Xaa Xaa Glu Ile Xaa Xaa

1 S 10 15

Leu Pro Asn Leu Thr Xaa Xaa Gln Xaa xaa Ala pPhe Ile Xaa Lys Leu
20 25 30

Xaa Asp gss.p Pro Ser GIn Ser 2gr Glu Leu Leu Ser g}u Ala Lys Lys
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REIVINDICACIONES

1. Una poblacién de variantes polipeptidicas basadas en un armazén comun, comprendiendo cada polipéptido en la
poblacién la secuencia de aminoacidos de armazoén

EXXXAXXEIX XLPNLTXXQX XAFIXKLXDD PSQSSELLSE AKKLNDSQ, (SEC ID N°: 1)

en la que cada X individualmente corresponde a un resto aminoacidico que varia en la poblacion.

2. Una poblacion de variantes polipeptidicas de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en la que dicha secuencia de
aminoacidos del armazon es

AKYAK EXXXAXXEIX XLPNLTXXQX XAFIXKLXDD PSQSSELLSE
AKKLNDSQ,
(SEC ID N°: 2)

en la que cada X corresponde individualmente a un resto aminoacidico que varia en la poblacién.

3. Una poblacion de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, que comprende al menos 1 x 10* moléculas polipeptidicas
unicas.

4. Una poblacién de polinucleétidos, caracterizada porque cada miembro de la misma codifica un miembro de una
poblacion de polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3.

5. Una combinacién de una poblacién de polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 con
una poblacion de polinucledtidos de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que cada miembro de dicha poblacion de
polipéptidos se asocia fisica o espacialmente con el polinucleétido que codifica ese miembro mediante medios para
acoplamiento de genotipo-fenotipo.

6. Un procedimiento para seleccionar un polipéptido deseado que tenga una afinidad por una diana predeterminada
de una poblacion de polipéptidos, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una poblacion de polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3;
(b) poner la poblacion de polipéptidos en contacto con la diana predeterminada en condiciones que
permitan la interaccién especifica entre la diana y al menos un polipéptido deseado que tenga una afinidad
por la diana; y

(c) seleccionar, basandose en dicha interaccion especifica, el al menos un polipéptido deseado de la
poblacion restante de polipéptidos.

7. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que la etapa (a) comprende las etapas preparatorias
de proporcionar una poblacion de polinucledtidos de acuerdo con la reivindicacion 4 y expresar dicha poblacion de
polinucledtidos para producir dicha poblacion de polipéptidos, en la que cada miembro de dicha poblacion de
polipéptidos se asocia fisica o espacialmente con el polinucleétido que codifica ese miembro mediante medios para
acoplamiento de genotipo-fenotipo.

8. Un procedimiento para aislar un polinucleétido que codifica un polipéptido deseado que tenga una afinidad por
una diana predeterminada, que comprende las etapas de:

- seleccionar dicho polipéptido deseado y el polinucleétido que lo codifica a partir de una poblacion de
polipéptidos usando el procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 7; y
- aislar el polinucleétido separado de este modo que codifica el polipéptido deseado.

9. Un procedimiento para identificar un polipéptido deseado que tenga una afinidad por una diana predeterminada,
que comprende las etapas de:

- aislar un polinucleétido que codifica dicho polipéptido deseado usando el procedimiento de acuerdo con la
reivindicacion 8; y

- secuenciar el polinucledtido para establecer por deduccion la secuencia de aminoacidos de dicho
polipéptido deseado.

10. Un procedimiento para seleccionar e identificar un polipéptido deseado que tenga una afinidad por una diana
predeterminada a partir de una poblacion de polipéptidos, que comprende las etapas de:

(a) sintetizar cada miembro de una poblacion de polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-3 en un vehiculo o perla separado;

(b) seleccionar o enriquecer los vehiculos o perlas basandose en la interaccion del polipéptido con la diana
predeterminada; y

(c) identificar el polipéptido por metodologia de caracterizacion de proteinas.
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11. Un procedimiento para la produccion de un polipéptido deseado que tenga una afinidad por una diana
predeterminada, que comprende las etapas de:

- aislar e identificar un polipéptido deseado usando el procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 9; o
seleccionar e identificar un polipéptido deseado usando el procedimiento de acuerdo con la reivindicacién
10;y

- producir dicho polipéptido deseado.

12. Un procedimiento para la produccion de un polipéptido deseado que tenga una afinidad por una diana
predeterminada, que comprende las etapas de:

(a1) aislar un polinucleétido que codifique dicho polipéptido deseado usando el procedimiento de acuerdo
con la reivindicacion 8; o

(a2) retrotraducir un polipéptido identificado usando el procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 10; y
(b) después de (a1) o (a2), expresar el polinucleétido aislado de este modo para producir dicho polipéptido
deseado,

13. Un procedimiento para la produccion de un primer polipéptido basado en un armazén, que comprende las etapas
de

proporcionar un segundo polipéptido que tenga afinidad por una diana predeterminada estando dicho segundo
polipéptido basado en un armazon original derivado de SpA, y

mutar los aminoacidos del armazén original para generar el primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos del armazén

EXXXAXXEIX XLPNLTXXQX XAFIXKLXDD PSQSSELLSE AKKLNDSQ (SEC ID Ne°: 1),

en la que cada X individualmente corresponde a un resto aminoacidico que se conserva del segundo polipéptido.

14. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 13, en el que dicha secuencia de aminoacidos del armazén
es

AKYAK EXXXAXXEIX XLPNLTXXQX XAFIXKLXDD PSQSSELLSE
AKKLNDSQ,
(SEC ID N°: 2)

en la que cada X corresponde individualmente a un resto aminoacidico que se conserva del segundo polipéptido.

15. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13 y 14, en el que dicho armazén
original comprende una secuencia de aminoacidos del armazén seleccionada de
EXXXAXXEIX XLPNLNXXQX XAFIXSLXDD PSQSANLLAE AKKLNDAQ (SEC ID N°: 3) y

NKFNK EXXXAXXEIX XLPNLNXXQX XAFIXSLXDD PSQSANLLAE
AKKLNDAQ (SEC ID N°: 4),

en la que cada X corresponde individualmente a cualquier resto aminoacidico.

16. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13-15, en el que dicho armazdn original
deriva de SpA dominio B y comprende una mutacién G29A, que corresponde a A en la posicion 22 en SEC ID N°: 1
y A en la posicion 27 en SEC ID N°: 2.

17. Un polipéptido que tiene afinidad por una diana predeterminada, que puede obtenerse por un procedimiento de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13-16 y comprende la primera secuencia de aminoacidos del
armazoén

EXXXAXXEIX XLPNLTXXQX XAFIXKLXDD PSQSSELLSE AKKLNDSQ, (SEC ID N°: 1),

en la que cada X corresponde a un resto aminoacidico seleccionable de forma aleatoria en un segundo polipéptido
basado en una secuencia de aminoacidos del armazon original y en el que dicho segundo polipéptido tiene afinidad
por dicha diana predeterminada.

18. Un polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 17, en el que dicha primera secuencia de aminoacidos del
armazoén es

AKYAK EXXXAXXEIX XLPNLTXXQX XAFIXKLXDD PSQSSELLSE
AKKLNDSQ,
(SEC ID N°: 2)
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en la que cada X corresponde a un resto aminoacidico seleccionable de forma aleatoria en un segundo polipéptido
basado en una secuencia de aminoacidos del armazon original y en el que dicho segundo polipéptido tiene afinidad
por dicha diana predeterminada.

19. Uso de un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 17-18 como un reactivo de
deteccion, reactivo de captura o reactivo de separacion.

20. Un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 17-18 para su uso en terapia.

21. Un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 17-18 para su uso como un agente de
diagnéstico.

22. Un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 17-18 en el que dicha diana se selecciona
de TNF-q, insulina y Taq polimerasa.
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