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DESCRIPCION

Dominios de inmunoglobulinas sintéticas con propiedades de uniéon modificadas en regiones de la molécula
diferentes de las regiones que determinan la complementariedad

Campo de la invencion
La presente invencion se refiere a un dominio variable de inmunoglobulina modificado.

El campo general corresponde a la modificacion de proteinas con el objetivo de impartirlas unas propiedades de
union especifica. De modo mas concreto, las proteinas modificadas pertinentes en la presente son inmunoglobulinas
(anticuerpos), y aun mas concretamente, dominios individuales o parejas o combinaciones de dominios individuales
de inmunoglobulinas. Las propiedades de unidn especifica de las inmunoglobulinas son caracteristicas importantes,
puesto que controlan la interacciéon con otras moléculas, tales como antigenos, y hacen que las inmunoglobulinas
sean Utiles para aplicaciones de diagnéstico y terapéuticas.

La estructura basica de los anticuerpos se explicara en la presente utilizando como ejemplo una inmunoglobulina
IgG1 intacta.

Dos cadenas pesadas (H) idénticas y dos cadenas ligeras (L) idénticas se combinan para formar la molécula en
forma de Y del anticuerpo. Las cadenas pesadas tienen cada una cuatro dominios. Los dominios variables amino-
terminales (VH) se encuentran en los extremos de la Y. Tras ellos se encuentran tres dominios constantes: CH1,
CH2, y el carboxi-terminal CH3, en la base del tronco de la Y. Un tramo corto, el interruptor, conecta las regiones
variable y constante de la cadena pesada. La bisagra conecta CH2 y CH3 (el fragmento Fc) al resto del anticuerpo
(los fragmentos Fab). Puede producirse un fragmento Fc y dos fragmentos Fab idénticos mediante la ruptura
proteolitica de la bisagra en una molécula de anticuerpo intacta. Las cadenas ligeras estan construidas por dos
dominios, uno variable (VL) y otro constante (CL), separados por un interruptor.

Las dos cadenas pesadas estan conectadas por enlaces disulfuro en la region bisagra. Las cadenas ligeras estan
acopladas a las cadenas pesadas mediante otros enlaces disulfuro. En los dominios constantes, en diferentes
posiciones, aparecen restos carbohidatos enlazados a través de Asn, dependiendo de la clase de inmunoglobulina.
Para 1gG1, dos enlaces disulfuro en la region bisagra, entre las parejas Cys235 y Cys238, unen las dos cadenas
pesadas. Las cadenas ligeras estan acopladas a las cadenas pesadas mediante dos enlaces disulfuro adicionales,
entre Cys229s en los dominios CH1 y Cys214s en los dominios CL. Aparecen restos carbohidratos unidos a Asn306
de cada CH2, generando una protuberancia prominente en el tronco de la Y.

Estas caracteristicas tienen profundas consecuencias funcionales. Las regiones variables de ambas cadenas
pesada (VH) y ligera (VL) se encuentran en los “extremos” de la Y, en donde estan colocadas para que reaccionen
con el antigeno. Este extremo de la molécula es el lado en el que esta localizado el N-terminal de la secuencia de
aminoacidos. El tronco de la Y sobresale de tal modo que media de forma eficaz en las funciones efectoras, tales
como la activacion del complemento y la interaccion con los receptores de Fc, o ADCC y ADCP. Sus dominios CH2 y
CH3 sobresalen para facilitar la interaccion con proteinas efectoras. El C-terminal de la secuencia de aminoacidos
se localiza en el lado opuesto del extremo, que puede denominarse “parte baja” de la Y. La estructura de una IgG1
intacta se ilustra en la figura 1a.

En los anticuerpos se encuentran dos tipos de cadenas ligeras, denominadas lambda (A) y kappa (k). Una
inmunoglobulina concreta tiene cadenas k o cadenas A, nunca una de cada. No se han descubierto diferencias
funcionales entre los anticuerpos que tienen cadenas ligeras A o x.

La organizacion estructural de los mondmeros de la principal clase de inmunoglobulinas humanas se muestra en la
figura 1b. Las clases se diferencian en la composicién y en la secuencia de sus respectivas cadenas pesadas.
Ambas IgM e IgE carecen de una region bisagra pero cada una contiene un dominio de cadena pesada adicional
(CH4). El numero y las localizaciones de los enlaces disulfuro (lineas) que conectan las cadenas se diferencian entre
los isotipos. También se diferencian en la distribucion de los grupos carbohidratos N-conectados, que se muestran
simbdlicamente como circulos.

Cada dominio en una molécula de anticuerpo tiene una estructura similar de dos laminas beta muy compactadas
entre si en un barril beta antiparalelo comprimido. Esta estructura conservada se denomina plegamiento de la
inmunoglobulina. El plegamiento de la inmunoglobulina de dominios constantes contiene una lamina tricatenaria
compactada junto a una lamina tetracatenaria. El plegamiento es estabilizado por enlaces de hidrogeno entre las
cadenas beta de cada lamina, por enlaces hidréfobos entre restos de laminas opuestas en el interior, y por un
puente disulfuro entre las laminas. La lamina tricatenaria comprende las cadenas C, F y G, y la lamina tetracatenaria
tiene las cadenas A, B, E y D. Las letras A a G indican las posiciones secuenciales de las cadenas beta a lo largo de
la secuencia de aminoacidos del plegamiento de la inmunoglobulina.
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El plegamiento de dominios variables tiene 9 cadenas beta dispuestas en dos laminas de 4 y 5 cadenas. La lamina
pentacatenaria es estructuralmente homologa a la lamina tricatenaria de los dominios constantes, pero contiene dos
cadenas mas, C’' y C”. El resto de las cadenas (A, B, C, D, E, F, G) tienen la misma topologia y una estructura
similar a sus homdlogos en los plegamientos de inmunoglobulinas de dominios constantes. Un enlace disulfuro
conecta las cadenas B y F en laminas opuestas, al igual que en los dominios constantes. El plegamiento de la
inmunoglobulina se ilustra en la figura 2 para un dominio constante y un dominio variable de una inmunoglobulina.

Los dominios variables de ambas cadenas de inmunoglobulina ligera y pesada contienen tres bucles hipervariables,
o regiones determinantes de la complementariedad (CDR). Las tres CDR de un dominio V (CDR1, CDR2, CDR3) se
agrupan en un extremo del barril beta. Las CDR son bucles que conectan las cadenas beta B-C, C’-C”, y F-G del
plegamiento de la inmunoglobulina. Los restos en las CDR varian de una molécula de inmunoglobulina a otra,
impartiendo especificidad de antigeno a cada anticuerpo.

Los dominios VL y VH en los extremos de las moléculas de anticuerpos estan muy compactados entre si de modo
que las 6 CDR (3 en cada dominio) cooperan para construir una superficie (o cavidad) para la unién especifica del
antigeno. Por tanto, el sitio de union al antigeno natural de un anticuerpo estd compuesto por los bucles que
conectan las cadenas B-C, C’-C”, y F-G del dominio variable de cadena ligera, y las cadenas B-C, C-C”, y F-G del
dominio variable de cadena pesada.

Utilizando la estructura tridimensional de una proteina como ayuda para el disefio, se han aleatorizado restos
aminoacidos localizados sobre la superficie de muchas proteinas utilizando la estructura central de la proteina como
andamiaje. Los ejemplos de esta estrategia se describen o se resefian en las siguientes referencias que se
incorporan en la presente como referencia: Nygren, P.A., Uhlen, M., Curr. Opin. Stuctur. Biol. (1997), 7:463-469;
Binz, H.K., Amstutz, P., Kohl, A., Stumpp, M.T., Briand, C., Forrer, P., Grutter, M.G., Pluckthun, A., Nat. Biotechnol.
(2004), 22:575-582; Vogt, M., Skerra, A., Chembiochem. (2004), 5:191-199; documento US 6.562.617.

El principio basico de esta técnica se basa en la observacién de que muchas proteinas tienen un nucleo central
estable, formado por disposiciones especificas de elementos de la estructura secundaria, tales como laminas beta o
alfa-hélices, que estan interconectados por estructuras, tales como bucles, vueltas, o espirales aleatorias.
Generalmente, estos Ultimos tres elementos de estructura son menos cruciales para la estructura global de la
proteina, y a menudo pueden intercambiarse restos aminoacidos en estos elementos de estructura sin destruir el
plegamiento general de la proteina. Un ejemplo natural de este principio de disefio son las CDR de los anticuerpos.
Los ejemplos artificiales incluyen lipocalinas, anquirinas y otros andiamajes de proteinas.

Los bucles que no son bucles de CDR en una inmunoglobulina nativa no tienen especificidad de unién al antigeno o
de unién al epitopo pero contribuyen al plegamiento correcto de la molécula de inmunoglobulina completa y/o a sus
funciones efectoras o a otras funciones y, por tanto, se denominan bucles estructurales para el objetivo de esta
invencion.

En la patente de EEUU 6.297.654 se demuestra que pueden prepararse anticuerpos alterados en los que un
antigeno peptidico puede incorporarse a un bucle que no sea un bucle de CDR en un anticuerpo (Ab) en la region
CH1 entre la region bisagra y la region variable, y el Ab resultante puede ser captado por una APC (“antigen
presenting cells”, células presentadoras de antigenos) de modo que el antigeno peptidico se presente sobre la
superficie de la APC en el contexto de MHC Il, y producir con ello una respuesta inmunoldgica. Estos péptidos
insertados son epitopos y la estructura global de la molécula portadora no es importante. Se ha demostrado que
puede colocarse un péptido ras sobre un bucle (que no sea un bucle de CDR) de una inmunoglobulina, y que la
inmunoglobulina sigue siendo segregada. Existe un “control de calidad” estricto en las células que evita que la
inmunoglobulina se segregue a menos que esté plegada correctamente, y la alteracion de la secuencia de
aminoacidos del bucle puede provocar que la proteina se pliegue en una estructura que la célula detecta como
incorrecta, y por tanto la degrada. Asi, ademas de los ejemplos mostrados, se consideré dificil modificar ain mas los
bucles estructurales sin cambiar la naturaleza de la inmunoglobulina.

La solicitud de patente de EEUU 2004/0101905 describe moléculas de unién que comprenden un sitio de unién a la
diana y un péptido efector Fc. El péptido efector Fc es un péptido que interacciona con una molécula efectora. Se ha
demostrado la insercion de un péptido efector en un bucle que no es un bucle de CDR de un dominio CH1 de un
fragmento de inmunoglobulina.

Los péptidos efectores Fc son estructuras que aparecen en la naturaleza en los bucles que no son un bucle de CDR
de los anticuerpos vy, por tanto, se espera que no alteren la estructura de la inmunoglobulina si se injertan sobre
diferentes localizaciones equivalentes en una inmunoglobulina.

No obstante, cada péptido injertado en un bucle que no es un bucle de CDR segun esta descripcion tiene una alta
probabilidad de ser inactivo por el diferente entorno estructural del que se ha seleccionado.

En ambos documentos de la técnica anterior mencionados arriba, se indica que es dificil insertar péptidos en el

3



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2384 039 T3

bucle que mantengan su estructura y funcion, puesto que resulta fundamental no alterar la estructura de plegamiento
de la inmunoglobulina puesto que esta es importante para la funcién y la secrecion.

El documento WO 01/83525 A2 describe la fusion de dominios Fc con péptidos biolégicamente activos para
aumentar la semivida in vivo de los péptidos. Los dominios Fc estan conectados a los péptidos bioldgicos a través
del N-terminal o C-terminal, o a través de una cadena lateral de aminoacido.

Las solicitudes de patente de EEUU 2004/01032101 y 2005/0244403 describen inmunoglobulinas mutantes con una
afinidad de union alterada por un ligando efector, que son los ligandos naturales para los bucles estructurales de los
anticuerpos. En este documento, se describe una serie de mutaciones en diversas regiones a lo largo de la molécula
entera de inmunoglobulina que influyen en la funcién efectora del anticuerpo completo.

Otros documentos de la técnica anterior demuestran que los andamiajes de tipo inmunoglobulina se han empleado
hasta la fecha con el fin de manipular el sitio de unién al antigeno existente, introduciendo con ello nuevas
propiedades de unién. Sin embargo, hasta la fecha sélo se han modificado regiones CDR para la unién al antigeno;
en otras palabras, en el caso del plegamiento de las inmunoglobulinas, sélo se ha modificado el sitio de unién al
antigeno natural para cambiar su afinidad o especificidad de unién. Existe una ingente cantidad de bibliografia que
describe diferentes formatos de dichas inmunoglobulinas manipuladas, que se expresan con frecuencia en forma de
fragmentos Fv monocatenarios (scFv) o fragmentos Fab, mostrados sobre la superficie de particulas de fagos o
expresados de forma soluble en diversos sistemas de expresién procariotas o eucariotas. Entre los principales
autores del campo estan Greg Winter, Andreas Plickthun, y Hennie Hoogenboom.

Un objeto de la presente invenciéon es proporcionar inmunoglobulinas con nuevos sitios de unién al antigeno
introducidos, y métodos para modificar y preparar dichas inmunoglobulinas.

Por tanto, la presente invencion se refiere a un método para modificar una inmunoglobulina que comprende al
menos una modificacién en una regién de bucle estructural de dicha inmunglobulina, y determinar la unién de dicha
inmunoglobulina a un epitopo de un antigeno, en el que la inmunoglobulina no modificada no se une
significativamente a dicho epitopo, que comprende las etapas de:

- proporcionar un acido nucleico que codifica una inmunoglobulina que comprende al menos una regién de bucle
estructural,

- modificar al menos un resto nucleétido de al menos una de dichas regiones de bucles estructurales,
- trasladar dicho acido nucleico modificado en un sistema de expresion,

- expresar dicha inmunoglobulina modificada,

- poner en contacto la inmunoglobulina modificada expresada con un epitopo, y

- determinar si dicha inmunoglobulina modificada se une a un dominio variable de inmunoglobulina, o a parte de
éste, que comprende al menos una region de bucle estructural de un dominio variable de la cadena pesada o ligera
de la inmunoglobulina, comprendiendo dicha al menos una region de bucle estructural al menos una modificacion
para proporcionar un sitio de unién que no es una CDR que se une a un epitopo de un antigeno, no uniéndose dicha
region de bucle estructural no modificada a dicho epitopo, en el que dicha modificacién comprende una mutagénesis
en un bucle inferior seleccionado del grupo que consiste en los bucles que conectan las cadenas beta A-B, C-C’, C”-
D y E-F del dominio variable.

La invencién se refiere también a una inmunoglobulina modificada, en la que dicha region de bucle modificada esta
en cualquiera de Vh o VI.

La invencion se refiere también a una inmunoglobulina modificada, en la que dicha regiéon de bucle modificada esta
en la region C-terminal.

La invencion se refiere también a una inmunoglobulina modificada, que comprende un dominio bivalente o
biespecifico.

La invencién se refiere también a una inmunoglobulina modificada, que comprende un Unico dominio de
inmunoglobulina o un Fv monocatenario.

La invencion se refiere también a una inmunoglobulina modificada, con al menos dos regiones de bucles estruturales
modificadas.

La invencion se refiere también a una inmunoglobulina, que comprende al menos una inmunoglobulina modificada
segun la invencion, en la que dicha region de bucle estructural modificada comprende al menos 6 modificaciones de
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aminoacidos.

La invencién se refiere también a una molécula que comprende al menos una inmunoglobulina modificada segun la
invencion, y al menos otra molécula de unién, en la que dicha otra molécula de unién se selecciona del grupo de
inmunoglobulinas, receptores solubles, ligandos, &cidos nucleicos, y carbohidratos.

La invencion se refiere también a una inmunoglobulina, que se caracteriza porque dicha modificacion esta dentro de
un dominio variable humano en una de las posiciones de aminoacidos dentro de la secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en los aminoacidos 8 a 20, los aminoacidos 44 a 50, los aminoacidos 67 a 76, y
los aminoacidos 89 a 101, en la que la numeracién de la posicion de los aminoacidos de los dominios es la del
IMGT.

La invencién se refiere también a una inmunoglobulina, que se caracteriza porque dicha modificacién esta dentro de
un dominio variable murino en una de las posiciones de aminoacidos dentro de la secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en los aminoacidos 6 a 20, los aminoacidos 44 a 52, los aminoacidos 67 a 76, y
los aminoacidos 92 a 101, en la que la numeracion de la posicidon de los aminoacidos de los dominios es la del
IMGT.

La invencion se refiere también a una inmunoglobulina, que tiene especificidad de unién a un antigeno seleccionado
del grupo que consiste en alergenos, antigenos asociados a tumores, autoantigenos, enzimas, antigenos
bacterianos, antigenos fungicos, antigenos viricos y antigenos protozoarios.

La invencion se refiere también a una inmunoglobulina, que tiene especificidad de unién a FcRn.
La invencion se refiere también a una inmunoglobulina, que tiene especificidad de unién a una molécula efectora.

La invencidn se refiere también a una inmunoglobulina, que comprende una inmunoglobulina humana, humanizada,
quimérica, murina o de camello, o sus homdlogos.

La invencion se refiere también a un acido nucleico que codifica una inmunoglobulina segun la invencion.

La invencion se refiere también a una preparacion farmacéutica que contiene una inmunoglobulina segun la
invencion.

En particular, la presente invencion se refiere a una inmunoglobulina que se une especificamente a un epitopo de un
antigeno seleccionado del grupo que consiste en alergenos, antigenos asociados a tumores, autoantigenos,
enzimas, antigenos bacterianos, antigenos flngicos, antigenos viricos y antigenos protozoarios. Mediante la
modificacién en la region de bucle estructural, la inmunoglobulina puede modificarse para unirse al epitopo. En una
realizacién preferida, la inmunoglobulina se une especificamente al menos a dos de estos epitopos, que son
diferentes entre si, del mismo antigeno o de antigenos diferentes.

Por ejemplo, la invencidn se refiere a la modificacién de una inmunoglobulina que se une especificamente al menos
a un primer epitopo y que comprende al menos una modificacion en al menos una regién de bucle estructural de
dicha inmunoglobulina, y determinar la union especifica de dicha al menos una regién de bucle con al menos un
segundo epitopo, seleccionandose dicho epitopo del grupo de antigenos mencionados anteriormente, en la que la
region de bucle estructural no modificada (regidon que no es una CDR) no se une especificamente con dicho al
menos un segundo epitopo, que comprende las etapas de:

- proporcionar un acido nucleico que codifica una inmunoglobulina que se une especificamente con al menos un
primer epitopo que comprende al menos una regién de bucle estructural,

- modificar al menos un resto nucleétido de al menos una de dichas regiones de bucles codificadas por dicho acido
nucleico,

- trasladar dicho acido nucleico modificado en un sistema de expresion,

- expresar dicha inmunoglobulina modificada,

- poner en contacto la inmunoglobulina modificada expresada con dicho al menos un segundo epitopo, y
- determinar si dicha inmunoglobulina modificada se une especificamente al segundo epitopo.

La invencion se refiere preferiblemente al menos a una modificacion en al menos una regién de bucle estructural de
dicha inmunoglobulina, y determinar la unién especifica de dicha al menos una regién de bucle con al menos un
antigeno seleccionado del grupo que consiste en alergenos, antigenos asociados a tumores, autoantigenos,
enzimas, antigenos bacterianos, antigenos fungicos, antigenos viricos y antigenos protozoarios, en la que la
inmunoglobulina que contiene una regién de bucle estructural no modificada no se une especificamente a dicho al
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menos un antigeno.

El término “inmunoglobulinas”, tal como se emplea en la presente (los términos inmunoglobulina y anticuerpo son
intercambiables), puede mostrar propiedades de unién monoespecifica, o multiespecifica, o multivalente, al menos
dos, preferiblemente al menos tres sitios de unién especifica para epitopos, por ejemplo de antigenos,
proteinas/moléculas efectoras. Las inmunoglobulinas segun la invencién también son fragmentos funcionales
aceptados en la técnica, tales como Fc, Fab, scFv, dimeros monocatenarios de dominios CH/CL, Fv, u otros
derivados o combinaciones de las inmunoglobulinas, dominios de cadenas pesadas y ligeras de la region variable
(tales como Fd, Vlambda, Vkappa, Vh) y la region constante de un anticuerpo intacto, tal como CH1, CH2, CH3,
CH4, Cl y Ck, asi como minidominios que consisten en dos cadenas beta de un dominio de inmunoglobulina
conectadas por un bucle estructural.

Se entiende que el término “inmunoglobulina”, las expresiones “inmunoglobulina modificada” o “inmunoglobulina
segun la invencion” incluyen también un derivado de inmunoglobulinas. Un derivado es cualquier combinacién de
una o mas inmunoglobulinas de la invencion y/o una proteina de fusidn en la que cualquier dominio o minidominio de
la inmunoglobulina de la invencion puede estar condensado en cualquier posicion posible de una o mas proteinas
distintas (tales como otras inmunoglobulinas, ligandos, proteinas de andamiaje, toxinas enzimaticas y similares).
También puede obtenerse un derivado de la inmunoglobulina de la invencién mediante la unién a otras sustancias a
través de diversas técnicas quimicas, tales como acoplamiento covalente, interaccion electrostatica, formacion de
enlaces disulfuro, etc.

Las otras sustancias unidas a las inmunoglobulinas pueden ser lipidos, carbohidratos, acidos nucleicos, moléculas
organicas y anorganicas o cualquiera de sus combinaciones (por ejemplo, PEG, profarmacos o farmacos). Un
derivado también es una inmunoglobulina con la misma secuencia de aminoacidos pero preparada total o
parcialmente a partir de aminoacidos no naturales o quimicamente modificados.

Las moléculas modificadas segun la presente invencion seran utiles como proteinas autébnomas, asi como proteinas
de fusion o derivados, de manera mas tipica condensadas de tal forma que sean parte de estructuras de anticuerpos
mas grandes o de moléculas de anticuerpos completos, o sus partes, tales como fragmentos Fab, fragmentos Fc,
fragmentos Fv y otros. Es posible utilizar las proteinas modificadas para producir moléculas que sean
monoespecificas, biespecificas, triespecificas e incluso que porten mas especificidades al mismo tiempo, y sera
posible al mismo tiempo controlar y preseleccionar la valencia de la unién al mismo tiempo segun los requisitos del
uso previsto de dichas moléculas.

Segun la presente invencion, pueden introducirse regiones de unién al antigeno o sitios de unién al antigeno de todo
tipo de alergenos, antigenos asociados a tumores, autoantigenos, enzimas, antigenos bacterianos, antigenos
fungicos, antigenos viricos y antigenos protozoarios, en un bucle estructural de una estructura de anticuerpo dada.

El término “antigeno” segun la presente invencion significa moléculas o estructuras de las cuales se sabe que
interaccionan o que son capaces de interaccionar con la region de bucle de CDR de inmunoglobulinas. Las regiones
de bucles estructurales de la técnica anterior no interaccionan con antigenos sino que contribuyen a la estructura
general y/o a la unién a moléculas efectoras.

Los términos y las expresiones “alergenos, antigenos asociados a tumores, autoantigenos, enzimas, antigenos
bacterianos, antigenos fungicos, antigenos viricos y antigenos protozoarios” segun la presente invencion incluyen
todos los alergenos y los antigenos capaces de ser reconocidos por una estructura de anticuerpo, y fragmentos de
dichas moléculas (en especial subestructuras denominadas en general “epitopos” (por ejemplo, epitopos de células
B)), con la condicion de que sean inmunolégicamente pertinentes, es decir, que también sean reconocibles por
anticuerpos naturales o monoclonales.

El término “epitopo” segun la presente invencion significa una estructura molecular que puede formar completamente
una pareja de union especifica, o ser parte de una pareja de unién especifica con el dominio de unién o a la
inmunoglobulina de la presente invencion.

Desde el punto de vista quimico, un epitopo puede estar compuesto de un carbohidrato, un péptido, un acido graso,
una sustancia anorganica o sus derivados, y cualquiera de sus combinaciones. Si un epitopo es un polipéptido,
normalmente incluird al menos 3 aminoacidos, preferiblemente de 8 a 50 aminoacidos, y mas preferiblemente entre
aproximadamente 10-20 aminoacidos en el péptido. No existe un limite superior critico para la longitud del péptido,
que puede comprender casi la longitud completa de la secuencia del polipéptido. Los epitopos pueden ser epitopos
lineales o conformacionales. Un epitopo lineal esta formado por un Unico segmentop de una secuencia primaria de
una cadena polipeptidica. Los epitopos lineales pueden ser contiguos o estar solapados. Los epitopos
conformacionales estan formados por aminodcidos juntados por el plegamiento del polipéptido para formar una
estructura terciaria, y los aminoacidos no son necesariamente adyacentes entre si en la secuencia lineal.

De modo mas especifico, los epitopos son al menos parte de una molécula diagndsticamente pertinente, es decir, la
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ausencia o la presencia de un epitopo en una muestra se correlaciona cualitativa o cuantitativamente con una
enfermedad o con el estado de salud o con un estado del proceso en la fabricacién o con un estado ambiental y
alimentario. Los epitopos también puede ser al menos parte de moléculas terapéuticamente pertinentes, es decir,
moléculas que a las que puede dirigirse el dominio de unién especifica que cambia el desarrollo de la enfermedad.

Los “alergenos, antigenos asociados a tumores, autoantigenos, enzimas, antigenos bacterianos, antigenos fungicos,
antigenos viricos y antigenos protozoarios” preferidos son los alergenos o los antigenos que ya han demostrado ser
capaces 0 que son capaces de ser inmunoldgica o terapéuticamente pertinentes, en especial aquellos en los que se
ha ensayado una eficacia clinica.

Por otra parte, segun otro aspecto de la presente invencién, también pueden introducirse otras capacidades de
union en las regiones de bucles estructurales, por ejemplo, capacidades de unidn para moléculas pequenas, tales
como farmacos o enzimas, sitios cataliticos de enzimas o sustratos enzimaticos, o para un analogo de estado de
transicién de un sustrato enzimatico.

Preferiblemente, el nuevo sitio de union al antigeno en los bucles estructurales es extrafio a la inmunoglobulina no
modificada. Por tanto, se excluyen preferiblemente dianas, tales como receptores o moléculas efectoras Fc, de las
moléculas de unién y de la especificidad de las inmunoglobulinas segun la invencion.

Preferiblemente, los nuevos sitios de union al antigeno en los bucles estructurales se introducen por sustitucion,
delecion y/o insercion de la inmunoglobulina codificada por el acido nucleico seleccionados.

Segun otra realizacion preferida de la presente invencion, la modificacién de al menos un nucleétido produce una
sustitucion, delecion y/o insercién en la inmunoglobulina codificada por dicho acido nucleico.

La modificacion de dicha al menos una region de bucle puede producir una sustitucion, delecion y/o insercion de uno
0 mas aminoacidos, preferiblemente una mutacién puntual, un intercambio de bucles completos, mas
preferiblemente el cambio de al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 hasta 30 aminoacidos.

También se prefiere la mutacién aleatoria dirigida a sitio. Con este método, uno o mas restos aminoacidos
especificos del bucle se intercambian o se introducen utilizando inserciones generadas al azar en dichos bucles
estructurales. Como alternativa, se prefiere el uso de estrategias combinatorias.

Dicha al menos una regién de bucle se muta o se modifica preferiblemente mediante métodos de mutagénesis
aletoria, semialeatoria o, en particular, aleatoria dirigida a sitio. Estos métodos pueden utilizarse para producir
modificaciones de aminoacidos en posiciones deseadas de la inmunoglobulina de la presente invencién. En estos
casos, las posiciones se eligen al azar, o los cambios de aminoacidos se realizan utilizando reglas simplistas. Por
ejemplo, todos los restos pueden mutarse a alanina, denominado barrido de alanina. Estos métodos pueden
acoplarse con estrategias de modificacion mas sofisticadas que emplean métodos de seleccién para seleccionar
niveles mayores de diversidad de secuencia.

Un método preferido segun la invencion se refiere a la molécula de acido nucleico modificada aleatoriamente que
comprende al menos una unidad repetida de nucledétido que tiene la secuencia 5’-NNS-3’, 5’-NNN-3’, 0 5'-NNK-3'.

Tal como se conoce en la técnica, existe una diversidad de técnicas de seleccion que pueden utilizarse para la
identificacion y el aislamiento de proteinas con ciertas caracteristicas y afinidades de unién que incluyen, por
ejemplo, tecnologias de presentacion, tales como presentacion de fagos, presentacion de ribosomas, presentacion
en la superficie celular y similares, tal como se describe a continuacién. Los métodos para la produccion y la
seleccion de variantes de anticuerpos son muy conocidos en la técnica. Los métodos generales para la biologia
molecular, la expresion, la purificacion y la seleccion de anticuerpos se describen en Antibody Engineering, editado
por Duebel y Kontermann, Springer-Verlag, Heidelberg, 2001; y Hayhurst y Georgiou, 2001, Curr. Opin. Chem. Biol.,
5:683-689; Maynard y Georgiou, 2000, Annu. Rev. Biomed. Eng., 2:339-376.

Un “bucle estructural” o “bucle que no es un bucle de CDR” segun la presente invencion debe entenderse de la
siguiente manera: las inmunoglobulinas estan formadas por dominios con un denominado plegamiento de la
inmunoglobulina. En esencia, laminas beta antiparalelas estan conectadas por bucles para formar un barril beta
antiparalelo comprimido. En la regién variable, algunos de los bucles de los dominios contribuyen fundamentalmente
a la especificidad del anticuerpo, es decir, la unién al antigeno. Estos bucles se denominan bucles de CDR. Todos
los demas bucles de los dominios del anticuerpo estan contribuyendo a la estructura de la molécula y/o a la funcion
efectora. Estos bucles se denominan en la presente bucles estructurales o bucles que no son bucles de CDR.

Las moléculas de acidos nucleicos que codifican las inmunoglobulinas modificadas (y que siempre incluyen, a través
de la siguiente descripcion entera, los fragmentos de inmunoglobulinas) pueden clonarse en células hospedantes,
expresarse y ensayarse para sus especificidades de unién. Estas practicas se realizan utilizando procedimientos
muy conocidos, y se describe una diversidad de métodos que pueden utilizarse en la presente invencién en
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Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3.sup.rd ed. (Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York,
2001), y Current Protocols in Molecular Biology (John Wiley & Sons). Los acidos nucleicos que codifican las
inmunoglobulinas modificadas de la presente invencién pueden incorporarse en un vector de expresion para
expresar dichas inmunoglobulinas. Los vectores de expresién comprenden generalmente una inmunoglobulina unida
operablemente, que se coloca en una relacién funcional, con secuencias control o reguladoras, marcadores
seleccionables, cualquier pareja de fusion y/o otros elementos. Las inmunoglobulinas modificadas de la presente
invencién pueden producirse cultivando una célula hospedante transformada con un acido nucleico, preferiblemente
un vector de expresion, que contiene un acido nucleico que codifica las inmunoglobulinas modificadas, bajo las
condiciones apropiadas para inducir o provocar la expresion de las inmunoglobulinas modificadas. Los métodos para
introducir moléculas de acidos nucleicos exdgenos en un hospedante son muy conocidos en la técnica y variaran
segun el hospedante utilizado. Por supuesto pueden emplearse sistemas de expresion acelulares o sin células para
la expresion de las inmunoglobulinas modificadas.

En una realizacion preferida de la presente invencion, las inmunoglobulinas modificadas se purifican o se aislan
después de la expresion. Las inmunoglobulinas modificadas pueden aislarse o purificarse en una diversidad de
formas conocidas por los expertos en la técnica. Los métodos de purificacion convencionales incluyen técnicas
cromatograficas, electroforéticas, inmunoldgicas, de precipitaciéon, de didlisis, de filtracién, de concentracén y de
cromatoenfoque. A menudo la purificacion puede ser habilitada por una pareja de fusion particular. Por ejemplo,
pueden purificarse anticuerpos utilizando resina de glutation si se emplea una fusiéon de GST, una cromatografia de
afinidad de Ni*? si se emplea un marcador de His, o un anticuerpo antimarcador inmovilizado si se utiliza un
marcador. Para una guia general de técnicas de purificacién adecuadas, véase Antibody Purification: Principles and
Practice, 3.sup.rd ed., Scopes, Springer-Verlag, NY, 1994. Por supuesto, también es posible expresar las
inmunoglobulinas modificadas segun la presente invencion sobre la superficie de un hospedante, en particular sobre
la superficie de una célula bacteriana, de insecto o de levadura, o sobre la superficie de fagos o virus.

Las inmunoglobulinas modificadas pueden seleccionarse utilizando una diversidad de métodos que incluyen, pero no
se limitan a los que se emplean en ensayos in vitro, in vivo y en ensayos basados en células, y tecnologias de
seleccion. En los procedimientos de seleccion pueden emplearse tecnologias de seleccion automatica y de alta
capacidad de procesamiento. La seleccion puede utilizar una pareja de fusién o marcador, por ejemplo una enzima,
un marcador inmunolégico, un marcado isotépico, o un marcador de molécula pequefia, tal como un tinte
fluorescente o colorimétrico, o una molécula luminogénica.

En una realizacién preferida, las propiedades funcionales y/o biofisicas de las inmunoglobulinas se seleccionan en
un ensayo in vitro. En una realizacion preferida, el anticuerpo se selecciona segun su funcionalidad, por ejemplo por
su capacidad para catalizar una reaccion o su afinidad de union por su diana.

Los ensayos pueden emplear una diversidad de métodos de deteccion que incluyen, pero no se limitan a
marcadores cromogeénicos, fluorescentes, luminiscentes, o isotdpicos.

Tal como se sabe en la técnica, un subconjunto de métodos de seleccion son en los que se seleccionan miembros
favorables de un banco. Los métodos se denominan en la presente “métodos de seleccion”, y estos métodos pueden
emplearse en la presente invencion para seleccionar inmunoglobulinas modificadas. Cuando se seleccionan bancos
de inmunoglobulinas utilizando un método de seleccion, sélo los miembros del banco que son favorables, es decir,
que cumplen ciertos criterios de seleccion, se propagan, se aislan y/o se observan. Tal como se apreciara, debido a
que sOlo se observan los variantes mas adecuados, estos métodos permiten la seleccion de bancos que son
mayores que los que se seleccionan mediante métodos que ensayan la aptitud de los miembros del banco
individualmente. La seleccion puede realizarse mediante cualquier método, técnica, o pareja de fusién que enlace,
covalente o no covalemente, el fenotipo de inmunoglobulinas con su genotipo, es decir, la funcién de un anticuerpo
con el acido nucleico que lo codifica. Por ejemplo, el uso de la presentacion de fagos como método de seleccion
puede realizarse por la fusion de miembros del banco con la proteina del gen Ill. De esta manera, la seleccion o el
aislamiento de inmunoglobulinas modificadas que cumplen algunos criterios, por ejemplo afinidad de unién con la
diana de la inmunoglobulina, también selecciona o aisla el acido nucleico que las codifican. Tras haber sido aislado,
el gen o genes que codifican las inmunoglobulinas modificadas puede entonces amplificarse. Este proceso de
aislamiento y amplificacion, denominado inmunoadsorcion (“panning”), puede repetirse, permitiendo que el banco se
enriquezca en los variantes de anticuerpos favorables. La secuenciacion de acidos nucleicos del acido nucleico
unido permite, en ultimo término, la identificacion del gen.

En la técnica se conoce una diversidad de métodos de seleccion que pueden utilizarse en la presente invencion para
seleccionar bancos de inmunoglobulinas. Estas incluyen, pero no se limitan a la presentacién de fagos (Phage
display of peptides and antibodies: a laboratory manual, Kay et al., 1996, Academic Press, San Diego, Calif,;
Lowman et al., 1991, Biochemistry, 30:10832-10838; Smith, 1985, Science, 228:1315-1317) y sus derivados, tales
como infeccion de fagos selectiva (Malmborg et al, 1997, J. Mol. Biol., 273:544-551), fagos selectivamente
infecciosos (Krebber et al., 1997, J. Mol. Biol., 268:619-630), e inmunoadsorcién de infectividad retrasada (Benhar et
al., 2000, J. Mol. Biol., 301:893-904), presentacion en la superficie de células (Witrrup, 2001, Curr. Opin. Biotechnol.,
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12:395-399), tal como presentacion sobre bacterias (Georgiou et al., 1997, Nat. Biotechnol., 15:29-34; Georgiou et
al., 1993, Trends Biotechnol., 11:6-10; Lee et al., 2000, Nat. Biotechnol., 18:645-648; Jun et al., 1998, Nat.
Biotechnol., 16:576-580), levaduras (Boder y Wittrup, 2000, Methods Enzymol, 328:430-444; Boder y Wittrup, 1997,
Nat. Biotechnol., 15:553-557), y células de mamifero (Whitehorn et al., 1995, Bio/technology, 13:1215-1219), asi
como tecnologias de presentacion in vitro (Amstutz et al., 2001, Curr. Opin. Biotechnol., 12:400-405), tales como
presentacion de polisomas (Mattheakis et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91:9022-9026), presentacion de
ribosomas (Hanes et al., 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94:4937-4942), presentacion de ARNm (Roberts y
Szostak, 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94:12297-12302; Nemoto et al., 1997, FEBS Lett., 414:405-408), y el
sistema de presentacion de inactivacion de ribosomas (Zhou et al., 2002, J. Am. Chem. Soc., 124, 538-543).

Otros métodos de seleccion que pueden ser Utiles en la presente invencion incluyen métodos que no se basan en la
presentacion, tales como métodos in vivo que incluyen, pero no se limitan a la expresion periplasmica y la seleccion
citométrica (Chen et al., 2001, Nat. Biotechnol., 19:537-542), el ensayo de complementacién de fragmentos de
anticuerpos (Johnsson y Varshavsky, 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91:10340-10344; Pelletier et al., 1998, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 95:12141-12146), y la seleccion de dos hibridos de levaduras (Fields y Song, 1989, Nature,
340:245-246) utilizado en el modo de seleccién (Visintin et al.,, 1999, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96:11724-11728).
En una realizacion alternativa, la seleccidon puede realizarse mediante una pareja de fusion que se une a una
secuencia especifica sobre el vector de expresion, uniendo covalente o no covalentemente la pareja de fusion y el
miembro del banco de variantes de Fc asociado con el acido nucleico que los codifica. Por ejemplo, los documentos
PCT WO 00/22906; PCT WO 01/49058; PCT WO 02/04852; PCT WO 02/04853; PCT WO 02/08023; PCT WO
01/28702; y PCT WO 02/07466 describen dicha pareja de fusion y técnica que puede utilizarse en la presente
invencion. En una realizacion alternativa, puede producirse la seleccion in vivo si la expresion del anticuerpo imparte
alguna ventaja de crecimiento, reproduccion o supervivencia a la célula.

Un subconjunto de métodos de seleccion denominados métodos de “evolucion directa” son los que incluyen el
apareamiento o la reproducciéon de secuencias favorables durante la seleccidon, a veces con la incorporacion de
nuevas mutaciones. Tal como apreciaran los expertos en la técnica, los métodos de evolucion dirigida pueden
facilitar la identificacion de las secuencias mas favorables en un banco, y pueden aumentar la diversidad de
secuencias que se seleccionan. En la técnica se conoce una diversidad de métodos de evolucion dirigida que
pueden utilizarse en la presente invencion para seleccionar variantes de anticuerpos que incluyen, pero no se limitan
al reordenamiento de ADN (documento PCT WO 00/42561 A3; documento PCT WO 01/70947 A3), reordenamiento
de exones (patente de EEUU n° 6.365.377; Kolkman y Stemmer, 2001, Nat. Biotechnol., 19:423-428),
reordenamiento de familias (Crameri et al., 1998, Nature, 391:288-291; patente de EEUU n° 6.376.246), RACHITT.
TM. (Coco et al., 2001, Nat. Biotechnol., 19:354-359; documento PCT WO 02/06469), STEP y cebado aleatorio de
recombinacioén in vitro (Zhao et al., 1998, Nat. Biotechnol., 16:258-261; Shao et al., 1998, Nucleic Acids Res.,
26:681-683), ensamblado de genes mediado por exonucleasas (patente de EEUU n° 6.352.842; patente de EEUU n°
6.361.974), Gene Site Saturation Mutagnesis.TM. (patente de EEUU n° 6.358.709), Gene Reassembly.TM. (patente
de EEUU n° 6.358.709), SCRATCHY (Lutz et al., 2001, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 98:11248-11253), métodos de
fragmentacion de ADN (Kikuchi et al., Gene, 236:159-167), reordenamiento de ADN monocatenario (Kikuchi et al.,
2000, Gene, 243:133-137), y la tecnologia de modificacion de anticuerpos de evolucién dirigida AMEsystem.TM.
(Applied Molecular Evolution) (patente de EEUU n°® 5.824.514; patente de EEUU n°® 5.817.483; patente de EEUU n°
5.814.476; patente de EEUU n° 5.763.192; patente de EEUU n° 5.723.323).

En una realizacion preferida, se seleccionan variantes de anticuerpos utilizando uno o mas ensayos basados en
células o in vivo. Para estos ensayos, generalmente se afiaden de forma exdgena inmunoglobulinas modificadas
purificadas o no purificadas, de modo que las células se exponen a las inmunoglobulinas individuales o a
agrupaciones de inmunoglobulinas que pertenecen a un banco. Estos ensayos se basan generalmente, pero no
siempre, en la funcién de la inmunoglobulina; es decir, la capacidad del anticuerpo de unirse a su diana y mediar en
alguin acontecimiento bioquimico, por ejemplo la funcién efectora, la inhibicion de la unién al ligando/receptor, la
apoptosis y similares. Estos ensayos a menudo implican controlar la respuesta de las células al anticuerpo, por
ejemplo, la supervivencia celular, la muerte celular, el cambio en la morfologia celular, o la activacion transcripcional,
tal como la expresion celular de un gen natural o un gen indicador. Por ejemplo, estos ensayos pueden medir la
capacidad de los variantes de anticuerpos para producir ADCC, ADCP, o CDC. Para algunos ensayos es posible
que sea necesario afadir otras células o componentes, ademas de las células diana, por ejemplo el complemento
del suero, o células efectoras, tales como monocitos de sangre periférica (PMBC), células NK, macrofagos, y
similares. Estas otras células pueden proceder de cualquier organismo, preferiblemente seres humanos, ratones,
ratas, conejos, y monos. Las inmunoglobulinas pueden provocar la apoptosis de ciertas lineas celulares que
expresan la diana, o pueden mediar en el ataque a las células diana por células inmunoldgicas que se han afadido
al ensayo. Los métodos para controlar la muerte o la viabilidad celular son conocidos en la técnica, e incluyen el uso
de tintes, reactivos inmunoquimicos, citoquimicos, y radiactivos. Por ejemplo, los ensayos de tincion de caspasa
pueden permitir medir la apoptosis, y la captacion o la liberacion de sustratos radiactivos o tintes fluorescentes, tales
como azul de alamar, puede permitir controlar el crecimiento o la activacion celular. En una realizacion preferida,
puede utilizarse el ensayo de citotoxicidad basado en EUTDA DELFIA.RTM. (Perkin Elmer, MA). Como alternativa,
las células diana muertas o dafiadas pueden controlarse midiendo la liberacion de uno o mas componentes
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intracelulares naturales, por ejemplo, lactato deshidrogenasa. La activaciéon transcripcional también puede actuar
como un método para ensayar la funcidn en ensayos basados en células. En este caso, la respuesta puede
controlarse ensayando genes naturales o inmunoglobulinas que pueden estar sobrerregulados, por ejemplo puede
medirse la liberacion de ciertas interleuquinas, o como alternativa la lectura de salida puede realizarse a través de
una construccién indicadora. Los ensayos basados en células también pueden implicar la medicién de cambios
morfoldgicos de las células en respuesta a la presencia de inmunoglobulinas modificadas. Los tipos de células para
estos ensayos pueden ser procariotas o eucariotas, y puede emplearse una diversidad de lineas celulares que son
conocidas en la técnica. Como alternativa, se realizan selecciones basadas en células utilizando células que se han
transformado o transfectado con acidos nucleicos que codifican los variantes. Es decir, no se afiaden de modo
exdgeno variantes de anticuerpos a las células. Por ejemplo, en una realizacién, la seleccion basada en células
utiliza la presentacion en la superficie de células. Puede emplearse una pareja de fusién que permite la presentacion
de inmunoglobulinas modificadas sobre la superficie de células (Witrrup, 2001, Curr. Opin. Biotechnol., 12:395-399).

En una realizacion preferida, la inmunogenicidad de las inmunoglobulinas modificadas puede determinarse de modo
experimental utilizando uno o mas ensayos basados en células. En una realizacion preferida, se emplean ensayos
de activaciéon de células T ex vivo para cuantificar la inmunogenicidad de modo experimental. En este método, las
células presentadoras de antigenos y células T sin estimular de donantes emparejados se exponen a un péptido o a
un anticuerpo completo de interés una o mas veces. Después puede detectarse la activacion de las células T
utilizando una serie de métodos, por ejemplo, controlando la produccién de citoquinas o midiendo la captacién de
timidina tritiada. En la realizaciéon mas preferida, la produccion de interferén gamma se controla utilizando ensayos
Elispot (Schmittel et al., 2000, J. Immunol. Meth., 24:17-24).

Las propiedades bioldgicas de las inmunoglobulinas modificadas de la presente invencién pueden caracterizarse en
experimentos con células, tejidos, y organismos completos. Tal como se conoce en la técnica, los farmacos a
menudo se ensayan en animales que incluyen, pero no se limitan a ratones, ratas, conejos, perros, gatos, cerdos, y
monos, para medir la eficacia de un farmaco para el tratamiento de una enfermedad o un modelo de enfermedad, o
para medir la farmacocinética, la toxicidad y otras propiedades de un farmaco. Los animales pueden denominarse
modelos de enfermedad. Los productos terapéuticos a menudo se ensayan en ratones que incluyen, pero no se
limitan a ratones atimicos, ratones SCID, ratones de xenoinjerto, y ratones trangénicos (incluyendo con genes
activados e inactivados). Esta experimentacion puede proporcionar datos valiosos para la determinacion del
potencial de un anticuerpo para ser utilizado como producto terapéutico. Puede utilizarse cualquier organismo,
preferiblemente mamiferos, para el ensayo. Por ejemplo, debido a su similitud genética con seres humanos, los
monos pueden ser modelos terapéuticos adecuados, y por tanto pueden utilizarse para ensayar la eficacia, la
toxicidad, la farmacocinética u otras propiedades de las inmunoglobulinas modificadas de la presente invencion. En
ultimo término son necesarios ensayos en seres humanos para la aprobacién como farmacos, y asi por supuesto se
contemplan estos experimentos. Por tanto, las inmunoglobulinas modificadas de la presente invencion pueden
ensayarse en seres humanos para determinar su eficacia terapéutica, toxicidad, inmunogenicidad, farmacocinética
y/u otras propiedades clinicas.

Las inmunoglobulinas modificadas de la presente invencion pueden utilizarse en una amplia gama de productos de
anticuerpos. En una realizacion, el variante de anticuerpo de la presente invencion se utiliza para terapia o profilaxis,
para un uso preparativo o analitico, como un producto de diagnéstico, un compuesto industrial o un reactivo de
investigacion, preferiblemente un producto terapéutico. El variante de anticuerpo puede utilizarse en una
composicion de anticuerpos que sean monoclonales o policlonales. En una realizacion preferida, las
inmunoglobulinas modificadas de la presente invencion se utilizan destruir células diana que portan el antigeno
diana, por ejemplo células de cancer. En una realizaciéon alternativa, las inmunoglobulinas modificadas de la
presente invencion se utilizan para bloquear, antagonizar, o agonizar el antigeno diana, por ejemplo antagonizando
una citoquina o un receptor de citoquina. En una realizacion alternativa preferida, las inmunoglobulinas modificadas
de la presente invencién se emplean para bloquear, antagonizar, o agonizar el antigeno diana y destruir las células
diana que portan el antigeno diana. En una realizacion alternativa preferida, las inmunoglobulinas modificadas de la
presente invencion se emplean para bloquear, antagonizar, o agonizar factores del crecimiento o receptores de
factores del crecimiento, y destruir las células diana que portan o que necesitan el antigeno diana. En una
realizaciéon alternativa preferida, las inmunoglobulinas modificadas de la presente invencién se emplean para
bloquear, antagonizar, o agonizar enzimas y sustratos de enzimas.

Las inmunoglobulinas modificadas de la presente invencion pueden utilizarse para diversos objetivos terapéuticos.
En una realizacién preferida, un anticuerpo que comprende las inmunoglobulinas modificadas se administra a un
paciente para tratar un trastorno especifico. Un “paciente” para los objetivos de la presente invencion incluye seres
humanos y otros animales, preferiblemente mamiferos y lo mas preferiblemente seres humanos. Un “trastorno
especifico” en la presente significa un trastorno que puede mejorarse mediante la administracion de una
composicion farmacéutica que comprende una inmunoglobulina modificada de la presente invencion.

En una realizacion, una inmunoglobulina modificada segun la presente invencidn es el Unico agente
terapéuticamente activo administrado a un paciente. Como alternativa, la inmunoglobulina modificada segun la
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resente invencion se administra en combinacion con uno o mas agentes terapéuticos distintos que incluyen, pero no
se limitan a agentes citotdxicos, agentes quimioterapéuticos, citoquinas, agentes inhibidores del crecimiento,
agentes antihormonales, inhibidores de quinasas, agentes antiangiogénicos, cardioprotectores, u otros agentes
terapéuticos. Las inmunoglobulinas modificadas pueden administrarse al mismo tiempo que uno o mas regimenes
terapéuticos distintos. Por ejemplo, un variante de anticuerpo de la presente invencién puede administrarse al
paciente junto con quimioterapia, terapia de radiacién, o ambas quimioterapia y terapia de radiacién. En una
realizacion, las inmunoglobulinas modificadas de la presente invenciéon pueden administrarse junto con uno o mas
anticuerpos, que pueden comprender o no un variante de anticuerpo de la presente invenciéon. Segun otra
realizacién de la invencion, las inmunoglobulinas modificadas de la presente invencion y una o mas terapias
anticancer distintas se emplean para tratar células de cancer ex vivo. Se contempla que dicho tratamiento ex vivo
pueda ser Util en el transplante de médula ésea y, en particular, el transplante de médula 6sea autélogo. Por
supuesto, se contempla que los anticuerpos de la invencién puedan emplearse en combinacion con otras técnicas
terapéuticas, tales como la cirugia.

Puede utilizarse una diversidad de otros agentes terapéuticos para la administracion con las inmunoglobulinas
modificadas de la presente invencion. En una realizacién, la inmunoglobulina modificada se administra con un
agente antiangiogénico, que es un compuesto que bloquea, o interfiere en algun grado, el desarrollo de vasos
sanguineos. El factor antiangiogénico puede ser, por ejemplo, una molécula pequefa o una proteina, por ejemplo un
anticuerpo, una fusiéon Fc, o una citoquina, que se une a un factor del crecimiento o a un receptor de un factor del
crecimiento implicado en la estimulaciéon de la angiogénesis. El factor antiangiogénico preferido en la presente es un
anticuerpo que se une al factor del crecimiento endotelial vascular (VEGF). En una realizacién alternativa, la
inmunoglobulina modificada se administra con un agente terapéutico que induce o potencia una respuesta
inmunoldgica adaptativa, por ejemplo un anticuerpo que se dirige a CTLA-4. En una realizacién alternativa, la
inmunoglobulina modificada se administra con un inhibidor de la tirosina quinasa, que es una molécula que inhibe,
hasta cierto grado, la actividad tirosina quinasa de una tirosina quinasa. En una realizacién alternativa, las
inmunoglobulinas modificadas de la presente invencién se administran con una citoquina. Una “citoquina”, tal como
se emplea en la presente, es un término genérico para proteinas liberadas por una poblacién celular que actian
sobre otra célula como mediadores intercelulares, que incluyen las quimioquinas.

Se contemplan composiciones farmacéuticas en las que se formulan las inmunoglobulinas modificadas de la
presente invencion y uno o mas agentes terapéuticamente activos. Las formulaciones de los variantes de
anticuerpos de la presente invencidn se preparan para su conservacion mezclando dicha inmunoglobulina que tiene
el grado deseado de pureza con vehiculos, excipientes o estabilizantes farmacéuticamente aceptables opcionales
(Remington’s Pharmaceutical Sciences, 162 edicion, Osol, A., ed., 1980) en forma de formulaciones liofilizadas o
disoluciones acuosas. Las formulaciones que se van a utilizar para la administracion in vivo son preferiblemente
estériles. Esto se logra con facilidad mediante una filtracion a través de membranas de filtracion estériles u otros
métodos. Las inmunoglobulinas modificadas y otros agentes terapéuticamente activos descritos en la presente
también pueden formularse como inmunoliposomas y/o encerrarse en microcapsulas.

La administracion de la composicién farmacéutica que comprende una inmunoglobulina modificada de la presente
invencion, preferiblemente en forma de una disolucién acuosa estéril, puede realizarse en una diversidad de formas
que incluyen, pero no se limitan a por via oral, subcutanea, intravenosa, intranasal, intraética, transdérmica, topica
(por ejemplo, geles, pomadas, lociones, cremas, etc.), intraperitoneal, intramuscular, intrapulmonar (por ejemplo, la
tecnologia inhalable AERx™ disponible en el mercado en Aradigm, o el sistema de administracion pulmonar
Inhance™ disponible en el mercado en Inhale Therapeutics), vaginal, parenteral, rectal, o intraocular.

Tal como se emplea en la presente, la expresion “se une especificamente” se refiere a una reaccion de unién que
depende del ligando cognado de interés en una poblacién heterogénea de moléculas. Asi, bajo condiciones
indicadas (por ejemplo, condiciones de inmunoensayo en el caso de una inmunoglobulina), el anticuerpo
especificado se une a su diana “concreta” y no se une en una cantidad significativa a otras moléculas presentes en
la muestra. Comparables a las CDR de los anticuerpos, las regiones de bucles estructurales modificadas son restos
de proteinas de union al antigeno o a moléculas y no son propiamente antigenos.

La expresién “sistema de expresion” se refiere a moléculas de acidos nucleicos que contienen una secuencia
codificadora deseada y secuencias control operablemente unidas, de forma que hospedantes transformados o
transfectados con estas secuencias son capaces de producir las proteinas codificadas. Para realizar la
transformacion, el sistema de expresion puede incluirse en un vector; sin embargo, el ADN pertinente puede también
integrarse en el cromosoma del hospedante.

Segun una realizacion preferida de la presente invencion, el sistema de expresion comprende un vector. Puede
utilizarse cualquier vector de expresion conocido en la técnica para este objetivo, segun sea apropiado.

La inmunoglobulina modificada se expresa preferiblemente en un hospedante, preferiblemente en una bacteria, una
levadura, una célula vegetal, una célula animal, o en una planta o un animal.
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Puede utilizarse una amplia variedad de células hospedantes apropiadas para expresar la inmunoglobulina
modificada que incluyen, pero no se limitan a células de mamifero (células animales), células vegetales, bacterias
(por ejemplo, Bacillus subtilis, Escherichia coli), células de insecto, y levaduras (por ejemplo, Pichia pastoris,
Saccharomyces cerevisiae). Por ejemplo, una diversidad de lineas celulares que pueden utilizarse en la presente
invencion se describe en el catalogo de lineas celulares ATCC, disponible en the American Type Culture Collection.
Ademas, también pueden utilizarse plantas y animales como hospedantes para la expresiéon de la inmunoglobulina
segun la presente invencion. La expresion, asi como los modulos o vectores de transfeccion, puede seleccionarse
segun el hospedante utilizado.

Por supuesto, también pueden utilizarse sistemas de expresion de proteinas sin células o acelulares. Las
plataformas de expresion de proteinas de transcripcion/traduccion in vitro, que producen cantidades suficientes de
proteinas, ofrecen muchas ventajas de una expresidon de proteinas sin células, eliminando la necesidad de
laboriosas etapas corriente arriba y abajo (por ejemplo, transformacion de células hospedantes, cultivos, o lisis)
asociadas generalmente con los sistemas de expresién basados en células.

Un método para preparar una inmunoglobulina, o una preparacion farmacéutica de ésta, comprende al menos una
modificacién en una region de bucle estructural de dicha inmunoglobulina, y determinar la unién de dicha
inmunoglobulina a un epitopo de un antigeno, en el que la inmunoglobulina no modificada no se une
significativamente a dicho epitopo, que comprende las etapas de:

- proporcionar un acido nucleico que codifica una inmunoglobulina que comprende al menos una region de bucle,
- modificar al menos un resto nucleétido de al menos una de dichas regiones de bucles,

- trasladar dicho acido nucleico modificado en un sistema de expresion,

- expresar dicha inmunoglobulina modificada,

- poner en contacto la inmunoglobulina modificada expresada con un epitopo, y

- determinar si dicha inmunoglobulina modificada se une a dicho epitopo, y

- proporcionar la inmunoglobulina modificada que se une a dicho epitopo, y opcionalmente acabarla en una
preparacion farmacéutica.

En particular, un método para preparar una inmunoglobulina multiespecifica que se une especificamente al menos a
una primera molécula, o una preparacion farmacéutica de esta, que comprende al menos una modificacién en al
menos una region de bucle estructural de dicha inmunoglobulina, y determinar la unién especifica de dicha al menos
una region de bucle con al menos una segunda molécula seleccionada del grupo que consiste en alergenos,
antigenos asociados a tumores, autoantigenos, enzimas, antigenos bacterianos, antigenos fungicos, antigenos
viricos y antigenos protozoarios, en el que la inmunoglobulina que contiene una regién de bucle estructural no
modificada no se une especificamente a dicha al menos segunda molécula, que comprende las etapas de:

- proporcionar un acido nucleico que codifica una inmunoglobulina que se une especificamente al menos a una
primera molécula que comprende al menos una region de bucle estructural,

- modificar al menos un resto nucleétido de al menos una de dichas regiones de bucles codificadas por dicho acido
nucleico,

- trasladar dicho acido nucleico modificado en un sistema de expresion,

- expresar dicha inmunoglobulina modificada,

- poner en contacto la inmunoglobulina modificada expresada con dicha al menos una segunda molécula, y
- determinar si dicha inmunoglobulina modificada se une especificamente a la segunda molécula, y

- proporcionar la inmunoglobulina modificada que se une especificamente a dicha al menos una segunda molécula,
y opcionalmente acabarla en una preparacion farmacéutica.

Se prefiere la modificacion de mas de una especificidad en un miembro de una pareja de union especifica (Kufer et
al. (2004), Trends in Biotechnology, vol. 22, pp. 238-244).

Se han realizado numerosos intentos de producir anticuerpos o fragmentos de anticuerpos monoclonales
multiespecificos, por ejemplo, biespecificos. Un problema en la produccién de anticuerpos biespecificos preparados
a partir de dos cadenas polipeptidicas diferentes (cadena pesada y ligera) es la necesidad de expresar cuatro
cadenas diferentes (dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras) en una célula que produzca una serie de diversas
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combinaciones de moléculas que deben separarse de la molécula biespecifica deseada en la mezcla. Debido a su
similitud, la separaciéon de estas moléculas resulta dificil y cara. Se ha empleado una serie de técnicas para
minimizar la aparicion de dichos apareamientos no deseados (Carter (2001), Journal of Immunological Methods, vol.
248, pp. 7-15).

Una solucién al problema es la produccion de una cadena polipeptidica con dos especificidades, por ejemplo, dos
scFv unidos entre si, o la produccién de los denominados diacuerpos. Estas moléculas han demostrado ser muy
diferentes del plegamiento de una molécula natural y son muy dificiles de producir (LeGall et al. (2004), Protein
Engineering, Design & Selection, vol. 17, pp. 357-366).

Otro problema del disefio actual de anticuerpos biespecificos es el hecho de que incluso si los anticuerpos de origen
se unen bivalentemente a su respectiva pareja de unién (por ejemplo, IgG), el anticuerpo biespecifico resultante es
monovalente para cada una de las parejas de union respectivas.

Las moléculas multiespecificas preferidas de la presente invencién resuelven estos problemas.

La expresién de una molécula biespecifica como una sola cadena polipeptidica es posible (un dominio de Ig
modificado con dos especificidades de unién, véase la seccion de ejemplos), lo cual es mas facil de lograr que la
expresion de dos cadenas polipeptidicas de anticuerpos (Cabilly et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:3273-3277
(1984)).

También puede producirse como una molécula de tipo anticuerpo (es decir, preparada a partir de dos cadenas
polipeptidicas), debido al hecho de que la segunda especificidad esta localizada en la parte no variable de la
molécula, y no son necesarias dos cadenas pesadas diferentes o cadenas ligeras diferentes. Asi, no existe la
posibilidad de un apareamento erréneo de las dos cadenas.

Un anticuerpo de la presente invencién puede consistir en una cadena pesada y una cadena ligera, que forman
juntas una region variable que se une a una pareja de union especifica, y la segunda especificidad puede formarse
mediante un bucle modificado de cualquiera de los bucles estructurales de la cadena pesada o de la cadena ligera.
El sitio de unién también puede estar formado por més de un bucle que no es un bucle de CDR, que puede ser un
vecino estructural (sobre la cadena pesada o sobre la cadena ligera o sobre ambas cadenas).

El anticuerpo modificado o derivado puede ser un anticuerpo completo o un fragmento de anticuerpo (por ejemplo,
Fab).

Puede unirse de modo monovalente o multivalente a parejas de unidn, o incluso con diferente valencia para las
diferentes parejas de union, dependiendo del disefio.

Puesto que existe una serie de diversos bucles disponibles para la seleccion y el disefio de un sitio de union
especifica en las regiones que no son CDR de cadenas pesadas y ligeras, es posible disefiar derivados de
anticuerpos con incluso mas de dos especificidades sin los problemas mencionados anteriormente.

Los dominios de union especifica dentro de una cadena polipeptidica pueden estar conectados con o sin un
conector peptidico.

Algunas clases de anticuerpos pueden considerarse como multiespecificas, en particular biespecificas, por su
naturaleza: se unen a un antigeno (que generalmente es, por ejemplo, una estructura extrafia o una estructura
asociada a cancer) con la regién variable, y se unen a moléculas efectoras Fc con la parte Fc (por ejemplo,
receptores de Fc sobre diversas células inmunoldégicas o proteinas del complemento), permitiendo con ello efectos
tales como ADCC, ADCP o CDC.

Las moléculas efectoras Fc son unidas por la parte Fc de una molécula de inmunoglobulina (para IgG1 consiste en
los dominios CH2 y CH3), y se han descrito una serie de métodos para optimizar la funcién efectora mejorando la
union de la parte Fc de una molécula de anticuerpo mediante técnicas de glicomodificacion (documento US
6.602.684) o mediante modificacion de proteinas directamente en el Fc (documento US 2005/0054832) o
indirectamente mediante una modificaciéon fuera del Fc (documento US 2005/02444403). Ambas, la unién de la
region Fc al receptor de Fc y/o la union a proteinas del complemento, tales como Cq1, ha sido alterada mediante
estas técnicas. Habitualmente se busca mejorar la afinidad de unién a dichas moléculas efectoras Fc, puesto que
esto se correlaciona con unas funciones efectoras mejoradas.

Con la presente invencion es posible disefiar un anticuerpo que se une a moléculas efectoras Fc fuera de la region
de union de Fc natural. Pueden seleccionarse bucles modificados en dominios de anticuerpos distintos de los bucles
implicados en la union de moléculas efectoras de Fc “natural” a partir de un banco, o pueden disefiarse para que se
unan a una o mas moléculas efectoras de Fc. Un anticuerpo con dichos sitios de uniéon a moléculas efectoras Fc
adicionales tendra una avidez mas fuerte por cierta molécula efectora Fc o célula efectora que presente una
molécula efectora Fc y, por tanto, puede tener un efecto ain mas potente que los anticuerpos glicomodificados o
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regiones Fc mejoradas de otra forma. Sin embargo, para ciertas realizaciones de la presente invencion, las
caracteristicas efectoras de un anticuerpo dado que se va a modificar no deberian cambiarse directamente sino que
deben permancer sin altera por la modificacion en el bucle estructural segun la presente invencion.

Los fragmentos de anticuerpos tienen ciertas ventajas comparados con los anticuerpos completos. Los fragmentos
habitualmente tienen buenas propiedades de biodistribucién y pueden producirse con mas facilidad. Sin embargo, la
mayoria de los disefios de fragmentos de anticuerpos carecen de funciones efectoras y tiene una semivida in vivo
corta (Holliger P., et al., Nat. Biotechnol. (2005), 23:1126-1136).

Ninguno de los dominios CH1, Cx o CA median en funciones efectoras, que es la razén por la que los Fab no
muestran ADCC, ADCP o CDC. El documento WO 02/44215 describe moléculas de uniéon que consisten en el sitio
de union al antigeno de un anticuerpo y un péptido que une moléculas efectoras Fc. De tal manera puede
construirse un fragmento de anticuerpo que muestra funciones efectoras. El péptido se incorpora en la molécula de
union en una posicién que no destruye la unién del antigeno ni la capacidad del péptido de unirse a una molécula
efectora Fc.

Sin embargo, segun la presente invencion, la union a moléculas efectoras Fc puede realizarse con dominios de
inmunoglobulinas modificados que se han seleccionado para la unién a moléculas efectoras Fc de bancos de
secuencias de bucles aleatorias dentro de un andamiaje fijo de un dominio de inmunoglobulina. Por tanto, es posible
seleccionar secuencias de bucle especificas que no se unan a moléculas efectoras Fc fuera del andamiaje del
dominio de Ig. Los polipéptidos que resultan de la presente invencion por tanto consisten preferiblemente en mas de
100 aminoacidos.

Para seleccionar funciones efectoras potenciales de dichos dominios segun la presente invencién pueden
seleccionarse bancos de dominios CH1, Ck o CA mutantes para la union a receptores Fc y/o factores del
complemento, tales como Clq.

Para aumentar la semivida in vivo de una molécula que consiste o que contiene dicho dominio (por ejemplo, CH1,
CH2, CH3, CH4, Ck o CX), la unién a FcRn puede seleccionarse en bancos de mutantes, por ejemplo, dominios
Ckappa o Clambda segun la presente invencion.

Pueden proporcionarse receptores FcRn para la seleccién sobre la superficie de células que expresan de forma
natural los respectivos receptores, o mediante la expresion y la purificacion de la parte extracelular del respectivo
receptor. Para los fines de esta invencion, una primera seleccién en FcRn puede seleccionar dominios mutantes que
después pueden ensayarse in vitro y caracterizarse ain mas en experimentos FACS mediante la union a células que
expresan el receptor FcRn. También pueden caracterizarse ain mas mediante una clasificacién de afinidad de la
union a diversos FcRn recombinantes, isoformas y alotipos, por ejemplo con técnicas de resonancia de plasmoén de
superficie.

Segun una realizacion preferida de la presente invencion, la inmunoglobulina es de origen humano o murino.

Puesto que la inmunoglobulina modificada puede emplearse para diversos fines, en particular en composiciones
farmacéuticas, la inmunoglobulina es preferiblemente de origen humano o murino. Por supuesto, la inmunoglobulina
humana también puede ser una inmunoglobulina humanizada o quimérica.

Segun otra realizacion preferida de la presente invencion, la inmunoglobulina humana se selecciona del grupo que
consiste en IgA1, IgA2, IgD, IgE, 1gG1, 1gG2, IgG3, IgG4 e IgM.

La inmunoglobulina murina se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en IgA, IgD, IgE, 1gG1, IgG2A,
IgG2B, 1gG2C, IgG3 e IgM.

La inmunoglobulina modificada puede derivarse de una de las clases de inmunoglobulinas indicadas anteriormente.

La inmunoglobulina comprende preferiblemente una cadena pesada y/o ligera de la inmunoglobulina, o una parte de
esta.

La inmunoglobulina modificada puede comprender una cadena pesada y/o ligera, al menos un dominio variable.

La inmunoglobulina segun la presente invencion comprende preferiblemente al menos un dominio variable de la
inmunoglobulina, o una parte de este que incluye un minidominio.

Un dominio constante es una unidad de plegamiento de la inmunoglobulina de la parte constante de una molécula
de inmunoglobulina, también denominada dominio de la regién constante (por ejemplo, CH1, CH2, CH3, CH4, Ck,
Cl).

Un dominio variable es una unidad de plegamiento de la inmunoglobulina de la parte variable de una
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inmunoglobulina, también denominada dominio de la region variable (por ejemplo, Vh o VI).

Una inmunoglobulina preferida segun la invencién consiste en un dominio variable de una cadena pesada o ligera, o
una parte de este que incluye un minidominio, con al menos una regién de bucle, y se caracteriza porque dicha al
menos una regiéon de bucle comprende al menos una modificacién de un aminoacido que forma al menos una region
de bucle modificada, en la que dicha al menos una regién de bucle modificada se une especificamente con al menos
un epitopo de un antigeno.

Segun una realizacién preferida, el dominio constante se selecciona del grupo de CH1, CH2, CH3, CH4, Igk-C, Igl-C
y sus combinaciones.

La inmunoglobulina modificada segun la presente invencion puede comprender uno 0 mas dominios constantes (por
ejemplo, al menos dos, tres, cuatro, cinco, seis, diez dominios). Si estd presente mas de un dominio en la
inmunoglobulina modificada, estos dominios pueden ser del mismo tipo o de tipos diferentes (por ejemplo, CH1-
CH1-CH2, CH3-CH3). Por supuesto, también el orden de los dominios individuales puede ser cualquiera (por
ejemplo, CH1-CH3-CH2, CH4-CH1-CH3-CH2).

Todas las numeraciones de las secuencias de aminoacidos de las inmunoglobulinas se realizan segun el esquema
de numeraciéon de IMGT (IMGT, el sistema de informacion internacional ImMunoGeneTics system@imgt.cines.fr;
http://imgt.cines.fr; Lefranc et al., 1999, Nucleic Acids Res., 27:209-212; Ruiz et al., 2000, Nucleic Acid Res., 28:219-
221; Lefranc et al., 2001, Nucleic Acids Res., 29:207-209; Lefranc et al., 2003, Nucleic Acids Res., 31:307-310;
Lefranc et al., 2005, Dev. Comp. Immunol., 29:185-203).

Las regiones de bucles estructurales del dominio variable de la inmunoglobulina de origen humano comprenden
preferiblemente los aminoacidos 8 a 20, los aminoacidos 44 a 50, los aminoacidos 67 a 76, y los aminoacidos 89 a
101.

Segun una realizacién preferida de la presente invencion, las regiones de bucles estructurales del dominio variable
de la inmunoglobulina de origen murino comprenden los aminoacidos 6 a 20, los aminoacidos 44 a 52, los
aminoacidos 67 a 76, y los aminoacidos 92 a 101.

Las regiones de aminoacidos identificadas anteriormente de las respectivas inmunoglobulinas comprenden regiones
de bucles que se van a modificar.

La inmunoglobulina segun la invencién preferiblemente es de origen de camello.

Los anticuerpos de camello comprende sélo una cadena pesada y tienen la misma afinidad de antigeno que los
anticuerpos normales que consisten en cadenas ligeras y pesadas. Por consiguiente, los anticuerpos de camello son
mucho mas pequefios que, por ejemplo, los anticuerpos humanos, lo cual les permite penetrar tejidos densos para
alcanzar el antigeno, mientras que proteinas mas grandes no pueden. Ademas, la comparativa simplicidad, la alta
afinidad y especificidad, y el potencial para alcanzar e interaccionar con sitios activos, hace que los anticuerpos de
cadena pesada de camello presentan ventajas sobre los anticuerpos comunes en el disefio, la produccion y la
aplicacion de compuestos clinicamente valiosos.

La inmunoglobulina de origen de camello comprende preferiblemente al menos un dominio constante seleccionado
del grupo que consiste en CH1, CH2 y CH3.

Segun una realizacion preferida de la presente invencion, la unién especifica de la inmunoglobulina modificada a la
molécula se determina mediante un ensayo de unién seleccionado del grupo que consiste en ensayos
inmunoldgicos, preferiblemente ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA), ensayos de resonancia de
plasmon de superficie, espectroscopia de resonancia magnética nuclear de diferencia de transferencia de
saturacion, espectroscopia de resonancia magnética nuclear de transferencia NOE (trNOE), ensayos competitivos,
ensayos de unioén de tejidos, ensayos de union de células vivas, y ensayos de extractos celulares.

Los ensayos de union pueden realizarse utilizando una diversidad de métodos conocidos en la técnica que incluyen,
pero no se limitan a ensayos basados en FRET (transferencia de energia de resonancia de fluorescencia) y en
BRET (transferencia de energia de resonancia de bioluminiscencia), AlphaScreen.TM. (ensayo homogéneo de
proximidad luminiscente amplificado), ensayo de proximidad de centelleo, ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado
a enzimas), SPR (resonancia de plasmén de superficie, también conocido como BIACORE.RTM.), calorimetria de
titulacion isotérmica, calorimetria de barrido diferencial, electroforesis en gel, y cromatografia, incluyendo filtracion en
gel. Estos y otros métodos pueden aprovechar alguna pareja de fusién o marcador.

La inmunoglobulina modificada preferiblemente se conjuga con un marcador seleccionado del grupo que consiste en
moléculas organicas, marcadores enzimaticos, marcadores radiactivos, marcadores coloreados, marcadores
fluorescentes, marcadores cromogénicos, marcadores luminiscentes, haptenos, digoxigenina, biotina, complejos
metalicos, metales, oro coloidal y sus mezclas.
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La inmunoglobulina modificada puede conjugarse a otras moléculas que permitan la simple detecciéon de dicho
conjugado, por ejemplo en ensayos de union (por ejemplo, ELISA) y estudios de union.

Se prefiere combinar molecularmente al menos un dominio de anticuerpo modificado (= unién de la pareja especifica
a través de las secuencias no variables o bucle estructural) con al menos otra molécula de unién que puede ser un
anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, un receptor soluble, un ligando u otro dominio de anticuerpo modificado.

La molécula se selecciona del grupo que consiste en moléculas proteicas, acidos nucleicos, y carbohidratos.

Las regiones de bucles de las inmunoglobulinas modificadas pueden unirse especificamente a cualquier tipo de
moléculas de union, en particular a moléculas proteicas, proteinas, péptidos, polipéptidos, acidos nucleicos,
glicanos, carbohidratos, lipidos, moléculas organicas pequefias, moléculas anorganicas. Por supuesto, las
inmunoglobulinas modificadas pueden comprender al menos dos regiones de bucles, pudiendo unirse
especificamente cada una de las regiones de bucles con otras moléculas o epitopos.

Segun una realizacion preferida de la presente invencién, la molécula que se une a la regién de bucle estructural
modificada se selecciona del grupo que consiste en antigenos asociados a tumores, en particular EpCAM,
glicoproteina-72 asociada a tumores (TAG-72), antigeno CA 125 asociado a tumores, antigeno de membrana
especifico de prostata (PSMA), antigeno asociado a melanoma de alto peso molecular (HMW-MAA), antigeno
asociado a tumores que expresa el carbohidrato relacionado con Lewis Y, antigeno carcinoembrionico (CEA),
CEACAM5, HMFG PEM, mucina MUC1, MUC18 y antigeno asociado a tumores citoqueratinicos, antigenos
bacterianos, antigenos viricos, alergenos, fluoresceina, lisozima, receptor 9 de tipo Toll, eritropoyetina, CD2, CD3,
CD3E, CD4, CD11, CD11a, CD14, CD18, CD19, CD20, CD22, CD23, CD25, CD28, CD29, CD30, CD33 (proteina
p67), CD38, CD40, CD40L, CD52, CD54, CD56, CD80, CD147, GD3, IL-1, IL-1R, IL-2, IL-2R, IL-4, IL-5, IL-6, IL-6R,
IL-8, IL-12, IL-15, IL-18, IL-23, interferon alfa, interferon beta, interferon gamma; TNF-alfa, TNFbeta2, TNF.alfa.,
TNFalfabeta, TNF-RI, TNF-RIl, FasL, CD27L, CD30L, 4-1BBL, TRAIL, RANKL, TWEAK, APRIL, BAFF, LIGHT,
VEG1, OX40L, receptor-1 TRAIL, receptor de adenosina A1, receptor de linfotoxina beta, TACI, BAFF-R, EPO; LFA-
3, ICAM-1, ICAM-3, integrina beta1, integrina beta2, integrina alfa4/beta7, integrina alfa2, integrina alfa3, integrina
alfa4, integrina alfa5, integrina alfa6, integrina alfav, alfaVbeta3 integrina, FGFR-3, factor del crecimiento de
queratinocitos, VLA-1, VLA-4, L-selectina, anti-Id, E-selectina, HLA, HLA-DR, CTLA-4, receptor de células T, B7-1,
B7-2, VNRintegrina, TGFbeta1l, TGFbeta2, eotaxina1l, BLyS (estimulador de linfocitos B), complemento C5, IgE,
factor VII, CD64, CBL, NCA 90, EGFR (ErbB-1), Her2/neu (ErbB-2), Her3 (ErbB-3), Her4 (ErbB4), factor tisular,
VEGF, VEGFR, receptor de endotelina, VLA-4, carbohidratos, tales como antigenos de los grupos sanguineos y
carbohidratos relacionados, glicosilacion-galili, gastrina, receptores de gastrina, carbohidratos asociados a tumores,
hapteno NP-cap o NIP-cap, receptor alfa/beta de células T, E-selectina, digoxina, fosfatas alcalina placentaria
(PLAP) y fosfatasa alcalina de tipo PLAP testicular, receptor de transferrina, heparanasa |, miosina cardiaca
humana, glicoproteina llIb/llla (GPIlIb/Illa), glicoproteina de la envuelta gH del citomegalovirus humano (HCMV),
gp120 de VIH, HCMV, virus respiratorio sincitial RSV F, Fgp de RSVF, VNRintegfina, gp120 de Hep B, CMV,
gplibllla, bucle V3 de gp120 IlIB de VIH, Fgp del virus respiratorio sincitial (RSV), glicoproteina gD del virus del
Herpex simplex (HSV), glicoproteina gB de HSV, glicoproteina de la envuelta gB de HCMV, toxina de Clostridium
perfringens y sus fragmentos.

La inmunoglobulina modificada segun la presente invencion puede unirse preferiblemente a una de las moléculas
descritas anteriormente. Estas moléculas también comprenden alergenos.

La modificacién de la inmunoglobulina segun la presente invencion es preferiblemente una delecién, una sustitucion
0 una insercion.

Segun la presente invencion, al menos 1, preferiblemente al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 y 15 aminoacidos se
delecionan, se sustituyen por otros aminoacidos (también con aminoacidos modificados), o se insertan en la region
de bucle de la inmunoglobulina. Sin embargo, el numero maximo de aminoacidos insertados en una regién de bucle
de una inmunoglobulina puede no exceder del numero de 30, preferiblemente 25, mas preferiblemente 20
aminoacidos. La sustitucion y la insercién de los aminoacidos se produce preferiblemente al azar mediante métodos
conocidos en la técnica y segun se describe en la presente solicitud de patente.

La region CH3 comprende SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO:18, cuando EpCam se une a dicha inmunoglobulina, SEQ
ID NO:20, cuando la fluoresceina se une a dicha inmunoglobulina, SEQ ID NO:22, 24, 26, 28, 30 o 32, cuando la
lisozima se une a dicha inmunoglobulina, SEQ ID NO:34, 36, 38 o 40, cuando TLR9 se une a dicha inmunoglobulina,
y SEQ ID NO:42, cuando la lisozima y/o la eritropoyetina se une a dicha inmunoglobulina.

Una inmunoglobulina se caracteriza porque comprende SEQ ID NO:44 o SEQ ID NO:46, cuando la lisozima y gp41
se unen a dicha inmunoglobulina.

La inmunoglobulina modificada preferiblemente se conjuga con un marcador o una molécula indicadora
seleccionada del grupo que consiste en moléculas organicas, marcadores enzimaticos, marcadores radiactivos,
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marcadores coloreados, marcadores fluorescentes, marcadores cromogénicos, marcadores luminiscentes,
haptenos, digoxigenina, biotina, complejos metalicos, metales, oro coloidal y sus mezclas.

Las inmunoglobulinas modificadas conjugadas con marcadores segun se especificd anteriormente pueden utilizarse,
por ejemplo, en métodos de diagndstico.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso de una inmunoglobulina segun la presente invenciéon para la
preparacion de una vacuna para la inmunizacion activa. En la presente, la inmunoglobulina se utiliza como sustancia
farmaco antigénica para formular una vacuna, o se utiliza para pescar o capturar estructuras antigénicas para su uso
en la formulacion de vacunas.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso de una inmunoglobulina segun la presente invencion para la
preparacién de un banco de proteinas de inmunoglobulinas.

Otro aspecto se refiere a un método para unir y/o detectar especificamente una molécula, que comprende las etapas
de:

(a) poner en contacto una inmunoglobulina modificada segun la presente invencidon con una muestra de ensayo
sospechosa de contener dicha molécula; y

(b) detectar la formacion potencial de un complejo de inmunoglobulina/molécula especifico.
Otro aspecto se refiere a un método para aislar especificamente una molécula, que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto una inmunoglobulina modificada segun la presente invencién con una muestra que contiene
dicha molécula;

(b) separar el complejo de inmunoglobulina/molécula especifico formado; y
(c) opcionalmente aislar la molécula de dicho complejo.

Las inmunoglobulinas segun la presente invencion pueden utilizarse para aislar especificamente moléculas de una
muestra. Si se emplean inmunoglobulinas multiespecificas puede aislarse mas de una molécula de una muestra.
Resulta especialmente ventajoso emplear las inmunoglobulinas modificadas en dichos métodos porque permiten,
por ejemplo, generar una matriz que tiene una superficie homogénea con cantidades definidas de parejas de union
(es decir, inmunoglobulinas modificadas) inmovilizadas sobre ella, que son capaces de unirse a las moléculas que
se van a aislar. En contraste con esto, si se emplean parejas de unién monoespecificas no puede generarse una
matriz homogénea, porque las parejas de unién individuales no se unen con la misma eficacia a la matriz.

Otro aspecto se refiere a un método para dirigir un compuesto a una diana, que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto una inmunoglobulina modificada segun la presente invencién capaz de unirse especificamente
a dicho compuesto;

(b) transportar el complejo de inmunoglobulina/compuesto hasta la diana.

Las inmunoglobulinas modificadas segun la presente invencion pueden utilizarse para transportar al menos un
compuesto unido a las CDR y/o regiones de bucles modificadas, hasta una diana. Estas inmunoglobulinas pueden
utilizarse para transportar sustancias terapéuticas hasta un sitio preferido de accién en el desarrollo del tratamiento
de una enfermedad.

Otro aspecto se refiere a un banco de proteinas que comprende una inmunoglobulina segun la presente invencion.

Los métodos preferidos para construir un banco pueden encontrarse anteriormente y en los ejemplos. Un banco
puede utilizarse para identificar inmunoglobulinas que se unen a una molécula diferenciada.

En particular, la presente invencion se refiere al uso de un banco de proteinas que comprende una inmunoglobulina
segun la presente invencion para el disefio de derivados de inmunoglobulinas. Una inmunoglobulina existente puede
cambiarse para introducir sitios de union al antigeno en cualquier dominio o minidominio utilizando un banco de
proteinas del respectivo dominio de al menos 10, preferiblemente 100, mas preferiblemente 1000, mas
preferiblemente 10000, mas preferiblemente 100000, mas preferiblemente mas de 1000000 dominios variantes con
al menos un bucle modificado. El banco entonces se selecciona para la unién al antigeno especifico. Después de la
caracterizacion molecular para las propiedades deseadas, el dominio o minidominio seleccionado se clona en la
inmunoglobulina original mediante técnicas de ingenieria genética de manera que reemplaza a la regién de tipo
salvaje. Como alternativa, sélo el ADN que codifica los bucles o que codifica los aminoacidos mutados puede
intercambiarse para obtener una inmunoglobulina con el sitio de unién adicional para el antigeno especifico.
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La eleccion del sitio para el bucle estructural mutado especifico de antigeno depende de la estructura de la
inmunoglobulina original y del uso del sitio de union adicional. Por ejemplo, si la molécula original es una
inmunoglobulina completa que necesita tener insertado un sitio de unién al antigeno adicional sin que se altere la
funcion efectora, los bucles que se van a modificar deben seleccionarse de dominios distantes de CH2 y CH3 que
son las parejas de unién naturales para las moléculas efectoras Fc. Si la inmunoglobulina original es un Fab, es
posible la modificacion de los bucles en los dominios constantes de las cadenas ligeras o las cadenas pesadas o los
respectivos dominios variables. Para generar un banco se pueden preparar bancos de moléculas originales
mutantes que tengan mutaciones en uno o mas bucles estructurales de uno o mas dominios. La selecciéon con
moléculas originales mutadas completas puede tener algunas ventajas, puesto que la seleccion para la unién al
antigeno con un bucle estructural modificado producira las modificaciones estéricamente ventajosas si también se
ensaya para las otras propiedades que deberia mostrar la inmunoglobulina mutada.

El requisito del tamafio (es decir, el nUmero de proteinas variantes) de un banco de proteinas de un dominio mutado
0 un minidominio o una molécula de fusion de un dominio depende de la tarea. En general, es necesario que un
banco que vaya a generar un sitio de unién al antigeno de novo sea mayor que un banco que se utilice para
modificar ain mas un sitio de unién al antigeno modificado ya existente formado por un bucle estructural modificado
(por ejemplo, para potenciar la afinidad o para cambiar la especificidad fina frente al antigeno).

La presente invencion también se refiere a un banco de inmunoglobulinas o a un banco de acidos nucleicos que
comprende una pluralidad de inmunoglobulinas, por ejemplo, un dominio variable, un minidominio y/o al menos una
region de bucle estructural contenida en un minidominio, o las moléculas de acidos nucleicos que los codifican. El
banco contiene miembros con diferentes modificaciones, en el que la pluralidad se define por las modificaciones en
dicha al menos una regién de bucle estructural. El banco de acidos nucleicos preferiblemente incluye al menos 10
miembros diferentes (que resultan en un intercambio de aminoacido) y mas preferiblemente incluye al menos 100,
mas preferiblemente 1000 o 10000 miembros diferentes (por ejemplo, disefiado mediante estrategias de
aleatorizacion o técnicas combinatorias). También se prefiere un niumero aun mas diversificado de miembros
individuales, tales como al menos 1000000 o al menos 10000000.

Otro aspecto de la invencién es la combinacién de dos dominios o minidominios diferentes seleccionados de al
menos dos bancos segun la invencidon para generar inmunoglobulinas multiespecificas. Estas inmunoglobulinas
especificas seleccionadas pueden combinarse entre si y con otras moléculas, similares a bloques constituyentes,
para disefiar la disposicion dptima de los dominios o minidominios para obtener las propiedades deseadas.

Ademas, pueden introducirse una o mas inmunoglobulinas modificadas segun la invencion en diversos o todos los
diferentes sitios posibles de una proteina sin destruir la estructura de la proteina. Mediante esta técnica de
“reordenamiento de dominios” se crean nuevos bancos que de nuevo se seleccionan para las propiedades
deseadas.

El banco preferido contiene inmunoglobulinas segun la invencion, seleccionadas del grupo que consiste en dominios
de una inmunoglobulina, minidominios o sus derivados.

Una realizacién preferida de la presente invencién es una molécula de unién para un antigeno (molécula de unién al
antigeno) que comprende al menos un dominio de inmunoglobulina y una region de bucle estructural que esta
modificada segun la presente invencién para que se una al antigeno, en la que dicha molécula de union no
comprende dominios variables de un anticuerpo. Puede comprender otras partes utilizables para actividades de
anticuerpo (por ejemplo, tales como regiones efectoras naturales o modificadas (secuencias)); sin embargo, carece
de la regién de unién “natural” de los anticuerpos, es decir, los dominios variables en su posiciéon natural. Estas
moléculas de unidn al antigeno segun la presente invencion tienen las ventajas descritas anteriormente para las
presentes moléculas, pero sin la actividad de unién especifica de los anticuerpos, aunque sin embargo con una
actividad de union especifica recién introducida en la region de bucle estructural.

Preferiblemente, estas moléculas de unién al antigeno segun la presente invencion comprenden CH1, CH2, CH3,
CH4, Igk-C, Igl-C y sus combinaciones; comprendiendo dichas combinaciones al menos dos, preferiblemente al
menos cuatro, en especial al menos seis dominios constantes y al menos una region de bucle estructural modificada
segun la presente invencion. Preferiblemente, estas regiones de bucles estructurales estan conectadas a través de
una regién de bucle estructural modificada segun la presente invencion, o los bucles estructurales estan presentes
de modo natural entre estos dos dominios constantes. Una realizacion de estas moléculas de unién al antigeno
consiste en la region Fc de un anticuerpo con al menos una modificacion en un bucle estructural. Ademas, para las
moléculas de unién al antigeno segun la presente invencion se prefiere que los nuevos sitios de unién al antigeno en
los bucles estructurales se introduzcan por medio de tecnologias de aleatorizacion, es decir, intercambiando uno o
mas restos aminoéacidos del bucle mediante técnicas de aleatorizacion o introduciendo inserciones generadas de
modo aleatorio en dichos bucles estructurales. Como alternativa, se prefiere el uso de estrategias combinatorias.

Segun otro aspecto, la presente invencion se refiere a una inmunoglobulina modificada que tiene un sitio de unién al
antigeno extrafio a la inmunoglobulina no modificada e incorporado en uno o mas bucles estructurales. El término
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“extrafio” significa que el sitio de unidn al antigeno no esta formado de modo natural por la region especifica de la
inmunoglobulina, y una pareja de unién extrafia, pero no la pareja de unién natural de una inmunoglobulina, se une
al sitio de union al antigeno. Esto significa que no se considera que una pareja de unién, tal como un receptor de Fc
o un efector del sistema inmunoldgico, se vaya a unir al sitio de unién al antigeno extrafio a la inmunoglobulina no
modificada.

Preferiblemente, el antigeno se selecciona del grupo que consiste en un antigeno de un patégeno, un antigeno
asociado a tumores, una enzima, un sustrato, un autoantigeno, una molécula organica, o un alergeno. Los antigenos
mas preferidos se seleccionan del grupo que consiste en antigenos viricos, antigenos bacterianos, o antigenos de
patégenos de eucariotas o fagos. Los antigenos viricos preferidos incluyen antigenos de HAV, HBV, HCV, VIH |, VIH
Il, parvovirus, virus de la gripe, HSV, virus de la hepatitis, flavivirus, virus del Nilo Occidental, virus de Ebola,
poxvirus, virus de la viruela, virus del sarampién, herpesvirus, adenovirus, virus del papiloma, virus del polioma,
parvovirus, rhinovirus, virus de Coxsackie, virus de la poliomielitis, echovirus, virus de la encefalitis japonesa, virus
del dengue, virus de la encefalitis portado por garrapatas, virus de la fiebre amarilla, coronavirus, virus respiratorio
sincitial, virus de parainfluenza, virus de La Crosse, virus de Lassa, virus de la rabia, rotavirus; los antigenos
bacterianos preferidos incluyen antigenos de Pseudomonas, Mycobacterium, Staphylococcus, Salmonella,
Meningococcus, Borellia, Listeria, Neisseria, Clostridium, Escherichia, Legionella, Bacillus, Lactobacillus,
Streptococcus, Enterococcus, Corynebacterium, Nocardia, Rhodococcus, Moraxella, Brucella, Campylobacter,
Cardiobacterium, Francisella, Helicobacter, Haemophilus, Klebsiella, Shigella, Yersinia, Vibrio, Chlamydia,
Leptospira, Rickettsia, Mycobacterium, Treponema, Bartonella. Los antigenos de eucariotas patogénicos preferidos
incluyen antigenos de Giardia, Toxoplasma, Cyclospora, Cryptosporidium, Trichinella, levaduras, Candida,
Aspergillus, Cryptococcus, Blastomyces, Histoplasma, Coccidioides.

Las inmunoglobulinas preferidas segun la presente invencién comprenden al menos dos sitios de unién al antigeno,
uniéndose el primer sitio a un primer epitopo, y uniéndose el segundo sitio a un segundo epitopo.

Segun una realizacion preferida, la presente inmunoglobulina comprende al menos dos regiones de bucles,
uniéndose la primera region de bucle con un primer epitopo, y uniéndose la segunda regién de bucle con un
segundo epitopo. Al menos la primera region de bucle, al menos la segunda region de bucle, o ambas pueden
contener un bucle estructural. Las inmunoglobulinas segun la presente invencién incluyen sus fragmentos conocidos
en la técnica por ser funcionales, que contienen los elementos fundamentales segun la presente invencion: la region
de bucle estructural modificada segun la presente invencion.

Preferiblemente, la inmunoglobulina segin la presente invencién estd compuesta de al menos dos dominios de
inmunoglobulina, o una parte de estos que comprenden un minidominio, y cada dominio contiene al menos un sitio
de union al antigeno.

También se prefiere una inmunoglobulina segun la invencién, que comprende al menos un dominio de la regiéon
constante y/o al menos un dominio de la regién variable de la inmunoglobulina, o una parte de este que incluye un
minidominio. Asi, un dominio variable, que por ejemplo esta modificado en la regiéon C-terminal, o el dominio variable
unido a una region CH1 modificada, por ejemplo un minidominio CH1 modificado, es una de las realizaciones
preferidas.

La inmunoglobulina preferida segun la invencion comprende un dominio que tiene al menos 50% de homologia con
el dominio no modificado.

El término “homologia” indica que los polipéptidos tienen los mismos restos o restos conservados en la
correspondiente posicién en su estructura primaria, secundaria o terciaria. El término también se extiende a dos o
mas secuencias de nucledtidos que codifican los polipéptidos homadlogos.

Un “dominio de inmunoglobulina homdélogo” significa un dominio de inmunoglobulina segun la invencién que tiene al
menos aproximadamente 50% de coincidencia en la secuencia de aminoacidos con respecto a una secuencia nativa
de longitud completa de un dominio de inmunoglobulina, o cualquier otro fragmento de una secuencia de longitud
completa de un dominio de inmunoglobulina segun se describe en la presente. Preferiblemente, un dominio de
inmunoglobulina homdlogo tendrd una coincidencia de secuencia de aminoacidos de al menos aproximadamente
50%, mas preferiblemente una coincidencia de secuencia de aminoacidos de al menos aproximadamente 60%, mas
preferiblemente una coincidencia de secuencia de aminoacidos de al menos aproximadamente 65%, mas
preferiblemente una coincidencia de secuencia de aminoacidos de al menos aproximadamente 70%, mas
preferiblemente una coincidencia de secuencia de aminoacidos de al menos aproximadamente 75%, mas
preferiblemente una coincidencia de secuencia de aminoacidos de al menos aproximadamente 80%, mas
preferiblemente una coincidencia de secuencia de aminoacidos de al menos aproximadamente 85%, mas
preferiblemente una coincidencia de secuencia de aminoacidos de al menos aproximadamente 90%, mas
preferiblemente una coincidencia de secuencia de aminoacidos de al menos aproximadamente 95%, o cualquier otro
fragmento definido especificamente de una secuencia de longitud completa de un dominio de inmunoglobulina
segun se describe en la presente.
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El “porcentaje (%) de coincidencia de secuencia de aminoacidos” con respecto a las secuencias de dominios de
inmunoglobulinas identificadas en la presente se define como el porcentaje de restos aminoacidos en una secuencia
candidata que son idénticos a los restos aminoacidos en la secuencia del dominio de inmunoglobulina especifica,
después de alinear la secuencia y la introduccién de huecos, si es necesario, para lograr el porcentaje maximo de
coincidencia de secuencia, y no considerando ninguna sustitucién conservadora como parte de la coincidencia de
secuencia. El alineamiento para determinar el porcentaje de coincidencia de secuencia de aminoacidos puede
lograrse de diversas formas que estan dentro del conocimiento de la técnica, por ejemplo utilizando programas
informaticos disponibles para el publico, tales como BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos
en la técnica pueden determinar los parametros apropiados para medir el alineamiento, incluyendo cualquier
algoritmo necesario para lograr el maximo alineamiento a lo largo de la longitud completa de las secuencias que se
estan comparando.

Los valores del porcentaje de coincidencia de secuencia de aminoacidos pueden obtenerse como se describe a
continuacion utilizando el programa informatico WU-BLAST-2 (Altschul et al., Methods in Enzymology, 266:460-480
(1996)). La mayoria de los parametros de busqueda de WU-BLAST-2 estan ajustados a los valores por defecto. Los
que no estan ajustados a los valores por defecto, es decir, los pardmetros ajustables, se ajustan a los siguientes
valores: distancia de solapamiento = 1, fraccion de solapamiento = 0,125, umbral de palabras (T) = 11, y matriz de
puntuacion = BLOSUMG62. Cuando se emplea WU-BLAST-2 se determina el valor del porcentaje de coincidencia de
secuencia de aminoacidos dividiendo (a) el niumero de restos aminoacidos idénticos apareados entre la secuencia
de aminoacidos del dominio de inmunoglobulina de interés que tiene una secuencia derivada del dominio de
inmunoglobulina nativa, y la secuencia de aminoacidos de interés de comparacion (es decir, la secuencia con la que
se esta comparando el dominio de inmunoglobulina de interés que puede ser el dominio de inmunoglobulina no
modificado), segin se determina por WU-BLAST-2, entre (b) el nimero total de restos aminoacidos de las partes no
aleatorizadas del dominio de inmunoglobulina de interés. Por ejemplo, en la afirmacion “un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos A que tiene al menos 80% de coincidencia de secuencia de aminoacidos
con la secuencia de aminoacidos B”, la secuencia de aminoacidos A es la secuencia de aminoacidos de interés de
comparacion, y la secuencia de aminoacidos B es la secuencia de aminoacidos del dominio de inmunoglobulina de
interés.

En una realizacion preferida, la inmunoglobulina segun la invencién es un anticuerpo biespecifico o un anticuerpo
monocatenario biespecifico. También se prefiere que la inmunoglobulina comprenda un dominio biespecifico o una
parte de este que incluya un minidominio.

La inmunoglobulina segun la presente invencion puede utilizarse para cualquier objetivo conocido en la técnica para
las inmunoglobulinas pero también permite aplicaciones que dependen de la combinacion de especificidades
introducidas por la presente invencion. Por consiguiente, las inmunoglobulinas segun la presente invencién se
emplean preferiblemente para un uso terapéutico y profilactico (por ejemplo, como una inmunoterapia activa o
pasiva), para un uso preparativo y analitico, y para un uso de diagndstico.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un kit de parejas de unién que contiene:

(a) una inmunoglobulina modificada que tienen un sitio de union al antigeno extrafio a la inmunoglobulina
incorporado en uno o mas bucles estructurales, y

(b) una molécula de unién que contiene un epitopo de dicho antigeno.

Esta molécula de unién de este kit segun la presente invencién puede utilizarse para identificar la especificidad de
unién de la inmunoglobulina modificada segun la presente invencion. Utilizando la molécula de union de este kit
segun la presente invencion puede determinarse la potencia de las inmunoglobulinas modificadas segun la presente
invencion.

La potencia, segun se define en la presente, es la propiedad de unién de la molécula modificada a su antigeno. La
unién puede determinarse de modo cuantitativo y/o cualitativo en términos de especificidad y/o afinidad y/o avidez ,
segun se emplea para objetivos de control de calidad.

Ademas, la molécula de unién de un kit segun la presente invencién puede utilizarse para seleccionar la
inmunoglobulina modificada segun la presente invencién a partir de un banco que consiste en al menos 10,
preferiblemente al menos 100, mas preferiblemente al menos 1000, mas preferiblemente al menos 10000,
especialmente al menos 100000 inmunoglobulinas con diferentes modificaciones en los bucles estructurales.

Segun la presente invencion, una de las caracteristicas clave de la presente invencion es que la modificacion de los
dominios de inmunoglobulina se realiza en regiones que normalmente no estan implicadas en la unién al antigeno,
en otras palabras, en regiones que no son las CDR de un anticuerpo. Se observa que el plegamiento especifico de
los dominios de inmunoglobulinas permite la introduccion de mutaciones aleatorias en regiones que son
estructuralmente analogas a las CDR pero diferentes en la posiciéon en la secuencia. Las regiones identificadas por
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la presente invencioén son, igual que las CDR, regiones de bucles que conectan las cadenas beta del plegamiento de
la inmunoglobulina.

De forma mas especifica, en la presente se describe que mediante la introduccidon de mutaciones aleatorias en los
bucles que conectan las cadenas beta A-B y E-F de un dominio CH3 de IgG1 humana, se seleccionan dominios CH3
mutados que se unen especificamente al péptido del receptor similar a Toll-9 (TLR-9) o la lisozima de huevo de
gallina, que son un péptido y una proteina, respectivamente, que normalmente no son reconocidos ni unidos por los
dominios de CH3 de IgG1 humana. Las mutaciones introducidas por los inventores incluyen mutaciones en las que
restos aminoacidos seleccionados en la secuencia de tipo salvaje se reemplazan por restos elegidos al azar, y
también incluyen inserciones de restos aminoacidos adicionales en los bucles mencionados anteriormente.

Por analogia, los dominios de inmunoglobulinas de cualquier clase de inmunoglobulinas y de inmunoglobulinas de
cualquier especie pueden someterse a este tipo de modificacién. Ademas, no sélo pueden manipularse los bucles
especificos a los que se dirige la presente invencion, sino que cualquier bucle que conecte cadenas beta en
dominios de inmunoglobulinas puede manipularse de la misma manera.

Los dominios de inmunoglobulinas modificados de cualquier organismo y de cualquier de inmunoglobulina pueden
utilizarse segun la presente invencion como tales (como dominios individuales) o como parte de una molécula mas
grande. Por ejemplo, pueden ser parte de una inmunoglobulina intacta que, por consiguiente, tendria su region de
union al antigeno “normal” formada por las 6 CDR y la nueva regiépn de union al antigeno modificada. De forma
similar, puede generarse una inmunoglobulina multiespecifica, por ejemplo, biespecifica. Los dominios de
inmunoglobulinas modificados también pueden formar parte de cualquier proteina de fusién. El uso de estos
dominios de inmunoglobulinas modificados pertenece al campo general del uso de las inmunoglobulinas.

Los dominios de las siguientes inmunoglobulinas se entienden como dominios de inmunoglobulinas en la presente:
- para IgG, IgD e IgA: VL, CL, VH, CH1, CH2, CH3
- para IgM e IgE: VL, CL, VH, CH1, CH2, CH3, CH4

1. Dominios de inmunoglobulina individuales aleatorizados en un lado, es decir, en los bucles que conectan las
cadenas beta B-C, D-E- o F-G (el “extremo”, con la excepcion de los dominios variables que son cubiertos por
muchas patentes) o las cadenas beta A-B, C-D, (C-C’ y C”-D en el caso de los dominios variables) o E-F (la “parte
baja”). Pueden aleatorizarse bucles individuales o cualquier combinacion de bucles. Los restos pueden cambiarse,
delecionarse, o pueden insertarse restos adicionales.

2. Dominios de inmunoglobulina individuales aleatorizados en ambos lados, el extremo y la parte baja.
3. Cualquier proteina que contiene uno de los dominios aleatorizados individuales, tales como:

a) dimeros de “CH3 monocatenarios” (scCH3), scCH2, scCH1/CL, aleatorizados en uno o ambos lados,
b) Fv monocatenarios aleatorizados en la “parte baja”, es decir, en el lado opuesto a las CDR,

c) fragmentos Fab aleatorizados en la “parte baja”, es decir, en el extremo C-terminal del dominio CH1 y del dominio
CL,

d) fragmentos Fc (es decir, proteinas que consisten en CH2-CH3) aleatorizados en uno o ambos lados,
e) inmunoglobulinas completas aleatorizadas en la parte baja de Fc,
f) otros dominios adecuados.

La principal ventaja de los dominios individuales es que son muy similares a todos los argumentos que se emplean
para estimular a moléculas de VH de camello (“nanocuerpos”, véase www.ablynx.com). Los dominios de
inmunoglobulina aleatorizados son proteinas muy pequefias (peso molecular de aproximadamente 12-15 kDa,
dependiendo del numero de restos aminoacidos insertados) y por tanto tendran las siguientes ventajas comparados
con los anticuerpos convencionales o con fragmentos de anticuerpos, tales como scFv y Fab: reconocen epitopos
poco habituales o escondidos, se unen a cavidades o sitios activos de las dianas de proteinas, son faciles de
producir, y muchas otras. En el caso de un dominio de inmunoglobulina que esté aleatorizado en ambos lados puede
generarse una molécula bivalente o biespecifica. Las principales ventajas de los dominios individuales como parte
de proteinas de fusion es que se pueden modificar otras propiedades de unién sobre cualquier otra proteina.

Se contempla que puede utilizarse cualquier sistema de expresion para preparar las proteinas. Una analogia con los
dominios inviduales descritos en la presente puede encontrarse en los anticuerpos de camello, que soélo tienen una
VH pero no tienen VL. En estas proteinas, so6lo 3 CDR (en lugar de las 6 en los anticuerpos “normales”) son
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responsables de la union al antigeno.

Las siguientes referencias de patentes se incorporan en la presente como referencia como si se mostraran en su
totalidad en la presente:

- documento US 6.294.654: Una molécula de inmunoglobulina modificada que incorpora un antigeno en una region
de bucle que no es un bucle de CDR.

- documento US 5.844.094: Polipéptido de union a la diana.

- documento US 5.395.750: Métodos para producir proteinas que se unen a antigenos predeterminados.

- documento 2004/0071690: Reactivos polivalentes y poliespecificos de alta avidez.

- documento 2004/0018508: Sustitutos de anticuerpos y métodos para su preparacion y su uso.

- documento 2003/0157091: Proteinas multifuncionales.

- documento 2003/0148372: Método para seleccionar bancos de presentacion de fagos con diferentes ligandos.

- documento 2002/0103345: Proteinas de unién al antigeno de tipo inmunoglobulina biespecifica y método de
produccién.

- documento 2004/0097711: Proteinas de la superfamilia de las inmunoglobulinas.

- documento 2004/0082508: Proteinas segregadas.

- documento 2004/0063924: Proteinas segregadas.

- documento 2004/0043424: Proteinas de la superfamilia de las inmunoglobulinas.

- documento US 5.892.019: Produccion de una inmunoglobulina codificada por un solo gen.

- documento US 5.844.094: Polipéptido de unidn a la diana.

La presente invencion se ilustra mas a fondo en las siguientes figuras y ejemplos sin estar restringidos a ellos.
La figura 1a muestra la estructura de una IgG1 intacta. Los dominios se indican con flechas.

La figura 1b ilustra la organizacion estructural de los monémeros del principal isotipo de inmunoglobulina humana.
Los enlaces disulfuro se muestran como lineas, y los grupos carbohidrato N-enlazados se muestran como circulos.

La figura 2 muestra el plegamiento de una inmunoglobulina para un dominio constante (izquierd) y un dominio
variable (derecha) de una inmunoglobulina. Las cadenas beta se indican mediante flechas.

La figura 3 muestra un modelo molecular del dominio CH3 modificado con la parte aleatorizada indicada por una
superficie accesible al disolvente. La superficie esta rodeada por un circulo.

La figura 4 muestra una presentacion esquematica de las PCR utilizadas para la produccion de los fragmentos
utilizados para el ensamblaje del dominio CH3 mutado. Los cebadores de PCR se indican mediante flechas con su
respeciva orientacion 5'-3’, y las lineas verticales indican las posiciones aproximadas de los sitios de restriccion
introducidos que se emplean para el ensamblaje del gen mutado. Los siguientes sitios de restriccion estan
contenidos en los cebadores para los acoplamientos de los fragmentos de PCR: CH3LNCO: Ncol; CH3LSAC y
CH3CSAC: Sacl; CH3CHIN y CH3RHIN: Hindlll; CH3RNOT: Notl.

La figura 5 muestra algunos ejemplos de como pueden utilizarse los dominios de inmunoglobulina de la presente
solicitud. Las regiones aleatorizadas se indican con una estrella. Las especificidades de las regiones aleatorizadas
en una molécula pueden ser idénticas o diferentes.

La figura 6 muestra una presentacion esquematica del disefio del dominio CH3 modificado biespecifico. Los
nombres de los cebadores aparecen en recuadros y las flechas indican la direccion en que se alargan los
cebadores. Los recuadros con lineas oblicuas indican las posiciones relativas de las regiones que estan
aleatorizadas en esta construccion, los recuadros con lineas verticales indican las posiciones relativas de las
regiones que han sido introducidas para la generacion del clon C24, y se indican los sitios de restriccion utilizados
para el procedimiento de clonacion.

La figura 7 muestra una presentacion esquematica del disefio del dominio CH3 modificado biespecifico. La
secuencia de nucleétidos y su traduccion se muestra en el disefio basico del dominio CH3 modificado biespecifico.
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Las secuencias en rojo indican regiones aleatorizadas para generar la construccion biespecifica, mientras que los
recuadros verdes indican las regiones en las que se aleatorizé la secuencia para generar el clon C24.

La figura 8 muestra el listado de secuencias de las secuencias descritas en la presente.
Descripcion de los ejemplos especificos:
Ejemplo 1: Construccion del banco de CH3 y presentacion en la superficie de fagos

Se empled la estructura cristalina de un fragmento Fc de IgG1, que esté publicado en la base de datos Brookhaven
como la entrada 10QO.pdb, para ayudar al disefio del dominio CH3 mutado.

La secuencia que se utilizd como base para la construccion del banco de CH3 se indica en SEQ ID NO:1. En esta
secuencia, el primer aminoacido se corresponde con la prolina 343 de la cadena A de la entrada de la base de datos
Brookhaven 10qo.pdb. El ultimo resto contenido en 10qo.pdb es la serina 102 de SEQ ID NO:1. Después del analisis
detallado de la estructura de 1o0qo.pdb y mediante la inspeccion visual de los restos que forman los bucles que
conectan las cadenas beta, se decidié aleatorizar los restos 17, 18 y 19, que son parte del bucle que conecta las
cadenas beta A-B, asi como 71, 72, 73, 76 y 77, que son parte del bucle que conecta la cadena beta E-F de SEQ ID
NO:1. Un modelo molecular del dominio CH3 modificado, con la parte aleatorizada indicada por una superficie
accesible al disolvente, se muestra en la figura 3. El gen modificado se produjo mediante una serie de reacciones de
PCR, seguido del acoplamiento de los productos de la PCR resultantes. Para facilitar el acoplamiento, algunos de
los codones de la secuencia de nucleétidos que codifican SEQ ID NO:1 se modificaron para producir sitios de
restriccion sin cambiar las secuencias de aminoacidos (mutaciones silenciosas). Para la inserciéon en el vector de
clonacion pHEN1 (Nucleic Acids Res., 1991, 11 de agosto, 19(15):4133-4137, Multi-subunit proteins on the surface
of filamentous phage: methodologies for displaying antibody (Fab) heavy and light chains, Hoogenboom, H.R.,
Griffiths, A.D., Johnson, K.S., Chiswell, D.J., Hudson, P., Winter, G.) en marco con la sefial de secrecién pelB, se
unieron restos nucleétidos adicionales que codifican Met-Ala en el extremo 5’ de la secuencia para crear un sitio de
restriccion Ncol. Para los restos aleatorizados, se eligié el coddon NNS (cddigo IUPAC, en la que S significa C o G)
que codifica la totalidad de los 20 aminoacidos naturales pero evita 2 de 3 codones de fin. La secuencia modificada
se indica como una secuencia de nucleétidos en SEQ ID NO:2, y como una secuencia de aminoacidos en SEQ ID
NO:3. La letra X en SEQ ID NO:3 indica los restos aminoacidos aleatorizados. Las secuencias de los cebadores de
PCR utilizados para el ensamblaje del dominio CH3 mutado se indica en SEQ ID NO:4 a 9. La figura 4 muestra una
presentacion esquematica de los fragmentos de PCR generados para el ensamblaje del gen mutado, y los
cebadores utilizados para ello.

Se empled el ADNc de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 3D6 (Felgenhauer, M., Kohl, J., Riker,
F., Nucleotide sequences of the cDNAs encoding the V-regions of H- and L-chains of a human monoclonal antibody
specific to HIV-1-gp41, Nucleic Acids Res., 1990, 25 de agosto, 18(16):4927) como molde para las reacciones de
PCR. Los tres productos de la PCR se digirieron con Sacl y/o Hindlll, respectivamente, y se acoplaron entre si. El
producto del acoplamiento después se digirid con Ncol y Notl, y se acoplé en el vector de fagmido de presentacion
sobre la superficie pHEN1, que se habia digerido previamente con Ncol y Notl. Se controlé6 una serie de clones
seleccionados mediante un andlisis de restriccion y mediante secuenciacion de ADN, y se descubrié que contenian
el inserto segun se planed, incluyendo las secuencias aleatorizadas insertadas correctamente. Para las siguientes
etapas de la preparacion de fagos se siguieron protocolos convencionales. Brevemente, la mezcla de acoplamiento
se transformé en células TG1 de E. coli mediante electroporacion. Después las particulas de fagos se rescataron de
las células TG1 de E. coli con el fago auxiliar M13-KO7. Las particulas de fagos entonces se precipitaron del
sobrenadante del cultivo con PEG/NaCl en 2 etapas, se disolvieron en agua y se utilizaron para la seleccion
mediante inmunoadsorcion o, como alternativa, se conservaron a -80 °C.

Ejemplo 2: Construcciéon del banco de CH3+3

Este banco se construyd y se cloné de la misma manera que el banco de CH3. La secuencia de aminoacidos de la
construccion se indica en SEQ ID NO:10, la correspondiente secuencia de nucleétidos en SEQ ID NO:11, y los
cebadores utilizados para la construccion fueron SEQ ID NO:4-7, SEQ ID NO:9 y SEQ ID NO:12.

Ejemplo 3: Construccion del banco de CH3+5

Este banco se construyd y se clon6 de la misma manera que el banco de CH3. La secuencia de aminoacidos de la
construccién se indica en SEQ ID NO:13, la correspondiente secuencia de nucleétidos en SEQ ID NO:14, y los
cebadores utilizados para la construccion fueron SEQ ID NO:4-7, SEQ ID NO:9 y SEQ ID NO:15.

Ejemplo 4: Inmunoadsorcién del banco de fagos-CH3 sobre el péptido de TLR-9

Se realizaron tres rondas de inmunoadsorcién segun protocolos convencionales. Brevemente, se aplicé el siguiente
método. Se revistieron placas Maxisorp de 96 pocillos (Nunc) con un péptido sintético que representa parte de la
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secuencia del receptor de tipo Toll-9 (TLR-9). Se afiadieron 200 pul de la siguiente disolucién por pocillo: tampdn Na-
carbonato 0,1 M, pH 9,6, con las siguientes concentraciones de péptido disuelto:

12 ronda de inmunoadsorcion: péptido de TLR-9 1 mg/ml
22 ronda de inmunoadsorcion: péptido de TLR-9 500 ug/ml
3?2 ronda de inmunoadsorcion: péptido de TLR-9 100 pg/ml

La incubacion se realizé durante 1 hora a 37 °C, seguido de un bloqueo con leche en polvo al 2% (M-PBS) con 200
ul por pocillo durante 1 hora a temperatura ambiente.

Entonces se dejoé que el banco de fagos de presentacion sobre la superficie reaccionase con el péptido unido
afadiendo 100 pl de una suspensién de fagos y 100 ul de leche en polvo al 4% (M-PBS), seguido de una incubacién
durante 45 minutos con agitacién y durante 90 minutos sin agitacion a temperatura ambiente.

Las particulas de fagos sin unir retiraron mediante un lavado como sigue. Después de la 12 ronda de
inmunoadsorcién: 10 x 300 ul de T-PBS, 5 x 300 pul de PBS; después de la 22 ronda de inmunoadsorcion: 15 x 300 pl
de T-PBS, 10 x 300 pl de PBS; después de la 32 ronda de inmunoadsorcién: 20 x 300 ul de T-PBS, 20 x 300 pl de
PBS.

La elucion de las particulas de fagos unidas se realizé afiadiendo 200 pl por pocillo de glicina 0,1 M, pH 2,2, y una
incubacién con agitacion durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después la suspension de fagos se neutralizé
mediante la adicion de 60 pl de Tris-Base 2 M, seguido de una infeccion en células TG1 de E. coli mezclando 10 ml
de cultivo en crecimiento exponencial con 0,5 ml de fago eluido y una incubacion durante 30 minutos a 37 °C. Por
ultimo, las bacterias infectadas se cultivaron en placa en medio TYE con glucosa al 1% y ampicilina 100 ug/ml, y se
incubaron a 30 °C durante la noche.

Tabla 1: Resultados de la inmunoadsorcién del banco de fagos-CH3 sobre el péptido de TLR-9 (titulaciones de los

fagos)
Ronda de Concentracion de TLR-9 Entrada (fagos/ml) Salida (fagos/ml)
inmunoadsorcién en la inmunoadsorcion
1a 1 mg/ml 6x10™ 2x10™
22 0,5 mg/ml 4x10™ 2x10™
32 0,1 mg/ml 4 x10% 6x10™

Ejemplo 5: Clonacién de clones seleccionados de mutantes de CH3 seleccionados contra TLR-9 para la
expresion soluble

Se aislé ADN fagmidico del fago seleccionado a través de las 3 rondas de inmunoadsorcién con un midi-prep. El
ADN que codifica las regiones CH3 mutadas se amplificé en lotes mediante PCR y se cloné con Ncol-Notl en el
vector pPNOTBAD/Myc-His, que es el vector de expresion de E. coli pBAD/Myc-His (Invitrogen) con un sitio de
restriccion Notl insertado para facilitar la clonacion. Las construcciones acopladas se transformaron en células
LMG194 de E. coli (Invitrogen) con electroporacion, y se cultivaron a 30 °C en medio TYE con glucosa al 1% vy
ampicilina durante la noche. Los clones seleccionados se inocularon en 200 pl de medio 2xYT con ampicilina, se
cultivaron durante la noche a 30 °C, y se indujeron mediante la adicion de L-arabinosa hasta una concentracién final
del 0,1%. Después de la expresion a 16 °C durante la noche, las células se recolectaron mediante centrifugacion y
se trataron con 100 pl de tampdn Na-borato, pH 8,0, a 4 °C durante la noche para la preparacion de extractos
periplasmicos. Se emplearon 50 pl de los extractos periplasmicos en un ELISA (véase a continuacion).

Ejemplo 6: ELISA de mutantes de CH3 seleccionados contra TLR-9
Se ensayaron clones seleccionados para la union especifica al péptido de TLR-9 mediante un ELISA.

Revestimiento: Placa de microtitulacion (NUNC, Maxisorb), 100 ul por pocillo, 20 ug de péptido de TLR-9/ml de
tampdn Na-carbonato 0,1 M, pH 9,6, 1 ha 37 °C

Lavado: 3 x 200 pul de PBS

Bloqueo: BSA-PBS al 1%, 1 h a temperatura ambiente
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Lavado: 3 x 200 pl de PBS

Union del extracto periplasmico: 50 ul de extracto periplasmico, 50 yul de BSA-PBS al 2%, a temperatura ambiente
durante la noche

Lavado: 3 x 200 ul de PBS
1° anticuerpo: anti-Hiss4 (Qiagen), 1:1000 en BSA-PBS al 1%, 90 min a temperatura ambiente, 100 ul por pocillo
Lavado: 3 x 200 pl de PBS

2° anticuerpo: anti-raton de cabra conjugado con HRP (SIGMA), 1:1000 en BSA-PBS al 1%, 90 min a temperatura
ambiente, 100 pl por pocillo

Lavado: 3 x 200 pul de PBS

Deteccion: OPD 3 mg/ml en tampoén Na-citrato/fosfato, pH 4,5, 0,4 ul de H,O; al 30%
Detencién: 100 ml de H.SO4 3 M

Lectura de absorbancia: 492/620 nm

Los clones que tienen una alta sefial para este primer ELISA preliminar se cultivaron en un volumen de 20 ml en las
mismas condiciones que se describieron anteriormente. Sus extractos periplasmicos se aislaron en 1/20 del volumen
de cultivo segun se describioé anteriormente y se ensayaron con ELISA (tal como se describié anteriormente) para la
confirmacion.

Tabla 2: Resultados del ELISA de confirmacion

con antigeno sin antigeno
Clon Asgoi20, 4 lecturas Asg2i620, 1 lectura
A67 0,0435 0,019
B54 0,0937 0,051
ce7 0,0295 0,013

Fondo (s6lo antigeno) (12 lecturas paralelas): 0,0115
Ejemplo 7: Inmunoadsorcién del banco de fagos-CH3 y -CH3+5 sobre la lisozima de huevo de gallina

Se realizaron tres rondas de inmunoadsorcién. Se revistieron placas Maxisorp de 96 pocillos ( Nunc) con lisozima de
huevo de gallina afiadiendo 200 pul de la siguiente disolucion por pocillo: PBS, con las siguientes concentraciones de
lisozima de huevo de gallina disuelta:

12 ronda de inmunoadsorcion: HEL 2 mg/mi
22 ronda de inmunoadsorcion: HEL 1 mg/ml
3?2 ronda de inmunoadsorcion: HEL 1 mg/ml

La incubacion se realizé durante 1 hora a 37 °C, seguido de un blogueo con leche en polvo al 2% (M-PBS) con 200
pl por pocillo durante 1 hora a temperatura ambiente.

Entonces se dejo que el banco de fagos de presentacion sobre la superficie reaccionase con la lisozima de huevo de
gallina unida afiadiendo 100 pl de una suspension de fagos y 100 ul de leche en polvo al 4% (M-PBS), seguido de
una incubacion durante 45 minutos con agitacion y durante 90 minutos sin agitacion a temperatura ambiente.

Las particulas de fagos sin unir retiraron mediante un lavado como sigue.

12 ronda de inmunoadsorcién: 10 x 300 ul de T-PBS, 5 x 300 ul de PBS

2?2 ronda de inmunoadsorcion: 15 x 300 ul de T-PBS, 10 x 300 ul de PBS

3?2 ronda de inmunoadsorcion: 20 x 300 ul de T-PBS, 20 x 300 ul de PBS
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La elucién de las particulas de fagos unidas se realizé afiadiendo 200 pl por pocillo de glicina 0,1 M, pH 2,2, y una
incubacién con agitaciéon durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después la suspension de fagos se neutralizo
mediante la adicion de 60 ul de Tris-Base 2 M, seguido de una infeccién en células TG1 de E. coli mezclando 10 ml
de cultivo en crecimiento exponencial con 0,5 ml de fago eluido y una incubacién durante 30 minutos a 37 °C. Por
ultimo, las bacterias infectadas se cultivaron en placa en medio TYE con glucosa al 1% y ampicilina 100 ug/ml, y se
incubaron a 30 °C durante la noche.

Tabla 3: Resultados de la inmunoadsorcion del banco de fagos-CH3 sobre la lisozima de huevo de gallina
(titulaciones de los fagos)

Ronda de Concentraciéon de HEL en Entrada (fagos/ml) Salida (fagos/ml)
inmunoadsorcién la inmunoadsorcion
12 2 mg/ml 47 x10™
22 1 mg/ml 1,29 x 10° 8,0 x 10°
32 1 mg/ml 5,71 x 107 48x10™

Tabla 4: Resultados de la inmunoadsorcién del banco de fagos-CH3+5 sobre la lisozima de huevo de gallina (HEL)
(titulaciones de los fagos)

Ronda de Concentracion de HEL en Entrada (fagos/ml) Salida (fagos/ml)
inmunoadsorcién la inmunoadsorcion
1a 2 mg/ml 8,3x10™ 2,9x10°
22 1 mg/ml 21x 10" 2,6 x 10°
32 1 mg/ml 54x10" 1,2x10™

Ejemplo 8: Clonacion de clones seleccionados del ejemplo 7 para la expresion soluble

La clonacién de los clones seleccionados para la expresion soluble se realizé como se describié anteriormente para
los mutantes de CH3 seleccionados contra TLR-9.

Ejemplo 9: Expresion soluble de clones seleccionados del ejemplo 7

La expresién soluble de clones seleccionados se realizé como se describié anteriormente para los mutantes de CH3
seleccionados contra TLR-9. Se ensayaron extractos periplasmicos en un ELISA preliminar (véase el ejemplo 10
para el protocolo).

Los clones que produjeron una sefial alta en este primer ELISA preliminar se cultivaron en un volumen de 20 ml bajo
las mismas condiciones que las descritas anteriormente. Sus extractos periplasmicos se aislaron en 1/20 del
volumen de cultivo segun se describié anteriormente y se ensayaron con ELISA (segun se describi6 en el ejemplo
10) para la confirmacion.

Ejemplo 10: ELISA de mutantes de CH3 seleccionados contra lisozima de huevo de gallina

Revestimiento: Placa de microtitulacion (NUNC, Maxisorb), 100 ul por pocillo, 100 pg de lisozima de huevo de
gallina/ml de PBS, 1 ha 37 °C

Lavado: 3 x 200 pl de PBS
Bloqueo: BSA-PBS al 1%, 1 h a temperatura ambiente
Lavado: 3 x 200 pl de PBS

Union del extracto periplasmico: 50 ul de extracto periplasmico, 50 ul de BSA-PBS al 2%, a temperatura ambiente
durante la noche

Lavado: 3 x 200 pl de PBS
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1° anticuerpo: anti-Hiss4 (Qiagen), 1:1000 en BSA-PBS al 1%, 90 min a temperatura ambiente, 100 ul por pocillo

Lavado: 3 x 200 pl de PBS

2° anticuerpo: anti-ratén de cabra conjugado con HRP (SIGMA), 1:1000 en BSA-PBS al 1%, 90 min a temperatura

ambiente, 100 pl por pocillo

Lavado: 3 x 200 ul de PBS

Deteccion: OPD 3 mg/ml en tampdn Na-citrato/fosfato, pH 4,5, 0,4 ul de H.O, al 30%

Detencién: 100 ml de H,SO4 3 M

Lectura de absorbancia: 492/620 nm

Tabla 5: Resultados del ELISA de confirmacion de mutantes de Cx3 seleccionados contra la lisozima de huevo de

gallina
con antigeno sin antigeno
Clon Aso2s620, 4 lecturas Aso2s620, 1 lectura
B12 0,396 0,012
D10 0,415 0,026
D46 0,398 0,011

Fondo (solo antigeno) (12 lecturas paralelas): 0,1763

Tabla 6: Resultados del ELISA de confirmacion con diluciones de antigenos de mutantes de Cn3 seleccionados
contra la lisozima de huevo de gallina

¢ (ng/ml) 200 100 50 25 12,5 6,25 3,125 1,55 0,78 0,39
Clon
B12 0,707 0,532 0,432 0,297 0,192 0,150 0,148 0,049 0,034 0,015
D46 0,713 0,561 0,342 0,220 0,133 0,088 0,047 0,032 0,021 0,010
D10 0,715 0,685 0,571 0,368 0,231 0,175 0,171 0,068 0,047 0,026
- (nc) 0,449 0,360 0,165 0,072 0,038 0,023 0,017 0,013 0,009 0,007

nc: no se afiade extracto periplasmico

Se advierte que la lisozima de huevo de gallina reacciona con el anticuerpo anti-hiss, y por tanto se observa un fondo

relativamente alto.

Tabla 7: Resultados del ELISA de confirmacion de mutantes de Cy3+5 seleccionados contra la lisozima de huevo de

gallina

con antigeno sin antigeno
Clon Aso2s620, 4 lecturas Aso2/620, 1 lectura
A13 0,197 0,016
A66 0,461 0,019
B18 0,533 (5 lecturas) no se realizé
B20 0,184 0,016
B68 0,535 0,019
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B40 0,706 0,051
C24 0,352 0,072
D22 0,147 0,019
C22 0,439 0,017
D37 0,360 0,026
D40 0,559 0,034
D56 0,369 0,019

Fondo (solo antigeno) (12 lecturas paralelas): 0,1334

Nota: la lisozima de huevo de gallina reacciona con el anticuerpo anti-hiss, y por tanto se observa un fondo
relativamente alto.

Ejemplo 11: Banco de CL

Se emplea una inspeccion visual de la estructura cristalina de un fragmento Fab (se utiliza la estructura del Fab del
anticuerpo monoclonal humano 3D6: banco de datos de proteinas RSCB (http://www.rcsb.org/pdb/), entrada
1DFB.PDB (He, X.M., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1992, 1 de agosto, 89(15):7154-7158), y un analisis con
ordenador (por ejemplo, se usa Protein Explorer para este fin (http://molvis.sdsc.edu/protexpl/frntdoor.htm)) de la
estructura secundaria y terciaria de esta proteina permite identificar restos localizados en regiones de bucles que
conectan las cadenas beta del andamiaje del dominio CL. Estos restos comprenden los aminoacidos 8 a 20, los
aminoacidos 27 a 35, los aminoacidos 42 a 78, los aminoacidos 83 a 85, los aminoacidos 92 a 100, los aminoacidos
108 a 117, y los aminoacidos 123 a 126 (numeracion segun el sistema de numeracion IMGT (Lefranc, M.P., et al.,
Nucleic Acids Res., 2005, 1 de enero, 33 (ejemplar de la base de datos):D593-7; Lefranc, M.P., et al., Dev. Comp.
Immunol., 2005, 29(3):185-203)).

De forma mas especifica, los restos 11, 12, 14-18, y 92-95 se aleatorizan dentro del dominio CL humano (SEQ ID
NO:48). La aleatorizacidon se consigue mediante la amplificacién mediante PCR de las secuencias codificadoras con
cebadores de PCR en los que las posiciones de los codones pertinentes son codificadas por la secuencia de
nucledtidos 5-NNS-3’, que potencialmente codifica todos los 20 aminoacidos mientras que evita 2 de 3 codones de
fin. La insercién del banco se amplifica mediante dos reacciones de PCR separadas, y los dos fragmentos de PCR
se acoplan a través de un sitio de restriccion HpyCH4IV que es introducido como una mutacion silenciosa por los
cebadores de la PCR. Los cebadores también proporcionan los sitios de endonucleasas de restriccion Ncol y Notl,
respectivamente, para clonar en el vector de presentacion de fagos pHEN (Hoogenboom, H.R., et al., Nucleic Acids
Res., 1991, 11 de agosto, 19(15):4133-4137). La cisteina C-terminal del dominio CL no se incluye para la
presentacion de fagos, pero puede afiadirse mas tarde cuando se emplea un clon de CL modificado, por ejemplo,
para la construccién de un fragmento Fab.

Como molde para la amplificacion de PCR se emplea un plasmido, tal como pRcCMV-3D6LC (Ruker, F., et al., Ann.
N.Y. Acad. Sci., 1991, 27 de diciembre, 646:212-216), que contiene como un inserto la cadena ligera completa del
anticuerpo monoclonal humano.

Para los bancos de CL+3 (SEQ ID NO:50, 51) y CL+5 (SEQ ID NO:52, 53), que contienen residuos adicionales
insertados entre la posicion 92 y 95 del dominio CL, se emplean los cebadores CLRHPY3 y CLRHPY5,
respectivamente, en lugar del cebador CLRHPY.

La secuencia de nucledtidos y de aminoacidos del producto final de las PCR y los acoplamientos, clonado en el sitio
Ncol de pHEN1, que conduce a la unién de una secuencia conductora pelB hasta el N-terminal de la construccion,
se muestra a continuacién (SEQ ID NO:48, 49):

+3. M K ¥y L L P T A A A G L L L L A A

28




ES 2384 039 T3

1 ATGAAATACC TATTGCCTAC GGCAGCCGCT GGATTGTTAT TACTCGCGGC

Ncol
+3 O P A M A V A A P S5 V F I F P P
51 CCAGCCGGCC ATGGCCGTGG CTGCACCATC TGTCTTCATC TTCCCGCCAT

+3 85 0 A s v v C L L N
10} CTNNSNNSCA GNNSNNSNNS NNSNNSGCCT CTGTTGTGTG CCTGCTGAAT

+3 N F Y P R E A K V o W K V D N A L
151 AACTTCTATC CCAGAGAGGC CABRAGTACAG TGGAAGGTGG ATAACGCCCT

+3 D S5 G N 5 ¢ "E S5 Vv T E © D S K D
201 CCAATCGGGT AACTCCCAGG AGAGTGTCAC AGAGCAGGAC AGCAAGGACAZ

HpyCH4IV
+2 s T ¥ 8 L & =& T L T L Y E
251 GCACCTACAG CCTCAGCAGC ACCCTGACGT TGNNSNNSNN SNNSTACGAG

+3 K H K v Y A C E v T H O & L s S5 P
301 AAACACAAAG TCTACGCCTG CGAAGTCACC CATCAGGGCC TGAGCTCGCC

NotI
+3 v T K S F N R G E A A A
351 CGTCACARAG AGCTTCAACA GGGGAGAGGC GGCCGCAR

Lista de cebadores para el banco de CL:
cllnco: 5'-cttaccatgg ccgtggetge accatctgtc ttcatcttcee
cgccatctnn snnscagnns nnsnnsnnsn nsgcctctgt tgtgtge-3' (SEQ ID
No. 56)

cllhpy: 5'-tgacaacgtc agggtgctgc tgagge-3' (SEQ ID No. 57)

clrhpy: 5'-tcagasacgtt gnnsnnsnns nnstacgaga aacacaaagt c-3'
(SEQ ID No. 58)

clrhpy3: S'-tcagaacgtt gnnsnnsnns nnsnnsnnsn nstacgagaa aca-
caaagtc-3' (SEQ ID No. 59)
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clrhpy5: 5'-tcagaacgtt gnnsnnsnns nnNsnnsnnsn nsnnsnnsta cga-
gaaacac aaadgtc-3' (SEQ ID No. 60)

clrnot: 5'-catcgcggece gectctecce tgttgaaget ¢-3' (SEQ ID No.
61)

Una serie de clones del banco seleccionados (dominios CL mutados clonados en el vector de fagmido pHEN1) se
controlan mediantre un andlisis de restriccion y mediante secuenciacion de ADN para determinar si contienen el
inserto segun se ha planeado, incluyendo las secuencias aleatorizadas insertadas correctamente. Para las
siguientes etapas de la preparacion de fagos se siguen protocolos convencionales. Brevemente, la mezcla de
acoplamiento se transforma en células TG1 de E. coli mediante electroporacion. Posteriormente, las particulas de
los fagos se rescatan de las células TG1 de E. coli con el fago auxiliar M13-KO7. Entonces se precipitan las
particulas de fagos del sobrenadante del cultivo con PEG/NaCl en 2 etapas, se disuelven en agua y se emplean
para la seleccion mediante inmunoadsorcién o, como alternativa, pueden conservarse a -80 °C.

Ejemplo 12: Banco de CH1

Se emplea una inspeccion visual de la estructura cristalina de un fragmento Fab (se utiliza la estructura del Fab del
anticuerpo monoclonal humano 3D6: entrada del banco de datos de proteinas RSCB 1DFB.PDB), y un analisis con
ordenador (se usa Protein Explorer para este fin) de la estructura secundaria y terciaria de esta proteina permite
identificar restos localizados en regiones de bucles que conectan las cadenas beta del andamiaje del dominio CH1.
Estos restos comprende los aminoacidos 7 a 21, los aminoacidos 25 a 39, los aminoacidos 41 a 81, los aminoacidos
83 a 85, los aminoacidos 89 a 103, y los aminoacidos 106 a 117 (numeracién segun el sistema de numeracion
IMGT).

De forma mas especifica, los restos 12-19 y 93-100 se aleatorizan dentro del dominio CH1 humano (SEQ ID NO:54,
55). La aleatorizacion se consigue mediante la amplificaciéon mediante PCR de las secuencias codificadoras con
cebadores de PCR en los que las posiciones de los codones pertinentes son codificadas por la secuencia de
nucleotidos 5’-NNS-3’, que potencialmente codifica todos los 20 aminoacidos mientras que evita 2 de 3 codones de
fin. El inserto del banco se amplifica mediante dos reacciones de PCR separadas, y los dos fragmentos de PCR se
acoplan a través de un sitio de restriccion BstEll que aparece de modo natural en el dominio CH1. Los cebadores
también proporcionan los sitios de endonucleasas de restriccion Ncol y Notl, respectivamente, para clonar en el
vector de presentacion de fagos pHEN. La cisteina C-terminal del dominio CH1 no se incluye para la presentacién
de fagos, pero puede afiadirse mas tarde cuando se emplea un clon de CH1 modificado, por ejemplo, para la
construccién de un fragmento Fab.

Como molde para la amplificacion de PCR se emplea un plasmido, tal como pRcCMV-3D6HC, que contiene como
un inserto la cadena pesada completa del anticuerpo monoclonal humano.

La secuencia de nucledtidos y de aminoacidos del producto final de las PCR y los acoplamientos, clonado en el sitio
Ncol de pHEN1, que conduce a la unién de una secuencia conductora pelB hasta el N-terminal de la construccion,
se muestra a continuacion (SEQ ID NO:54, 55):
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L L P T A A A
TATTGCCTAC GGCAGCCGCT

Ncol

o P A
CCAGCCGGCC

M A A s T K G

ATGGCCGCCT CCACCAAGGG

A F 5 5
CACCCTCCTC

v K D
GTCAAGGACT

L T 5

CCTGACCAGC

L ¥ 5 L

TCTACTCCCT

T ¥

NNSACCTACA

K K V

CNNSNNSNNS NNSNNSNNSN

Y P P E P v T
ACTTCCCCGA ACCGGTGACG

G VvV H T F P A
GGCGTGCACA CCTTCCCGGC

BstETIL
S 5 vV v T V
CAGCAGCGTG GTGACCGTGC

I ¢ N V N H K
TCTGCAACGT GAATCACAAG

Notl

E P K S A A A

G L L
GGATTGTTAT

P S5 V

CCCATCGGTC

A L
NSNNSGCCCT

v 5 W
GTGTCGTGGA

v L Q

TGTCCTACAG

P

CCNNSNNSNN

P S N
CCCAGCAACA

351 CAAGAAAGTT GAGCCCAART CTGCGGCCGC h

L L A A
TACTCGCGGC

F P L
TTCCCCCTGG

G C L
GGGCTGCCTG

N 5 G &
ACTCAGGCGC

5 5 G
TCCTCAGGAC

SNNSNNSNNS

T K WV D
CCAAGGTGGA

Listado de cebadores para el banco de CH1:

CHILNCO:
ccctggcacce ctecteenns nnsSnnsnnsn nNSnnsnnsnn sgccctggge
tgcctggte-3' (SEQ ID No. 62)

5'-acgtceccatgg ccgcctecac caagggcecca tcggtctteco

CH1LBST: 5'-ggcacggtca ccacgctgct gag-3' (SEQ ID Ne. 63)

CHIRBST: 5'-agecgtggtga ccgtgcecnn SnnsSnnNsnNns NRSNNSNNsa
cctacatctg caacgtgaat ¢-3' (SEQ ID No. 64)
CH1RNOT:

ID No. 65)

5'-catagcggcce gcagatttgg gctcaacttt cttgte-3' (SEQ
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Un nuimero de clones del banco seleccionados (dominios CH1 mutados clonados en el vector de fagmido pHEN1) se
controlan mediantre un analisis de restriccion y mediante secuenciacion de ADN para determinar si contienen el
inserto segin se ha planeado, incluyendo las secuencias aleatorizadas insertadas correctamente. Para las
siguientes etapas de la preparacion de fagos se siguen protocolos convencionales. Brevemente, la mezcla de
acoplamiento se transforma en células TG1 de E. coli mediante electroporacion. Posteriormente, las particulas de
los fagos se rescatan de las células TG1 de E. coli con el fago auxiliar M13-KO7. Entonces se precipitan las
particulas de fagos del sobrenadante del cultivo con PEG/NaCl en 2 etapas, se disuelven en agua y se emplean
para la seleccion mediante inmunoadsorcion o, como alternativa, pueden conservarse a -80 °C.

Ejemplo 13: Inmunoadsorcion del banco de fagos-CH1 sobre la lisozima de huevo de gallina (HEL)

Se realizaron tres rondas de inmunoadsorciéon con el banco de fagos-CH1 (véase el ejemplo 12). Se revistieron
placas Maxisorp de 96 pocillos (Nunc) con lisozima de huevo de gallina ahadiendo 200 pul de la siguiente disolucion
por pocillo: PBS, con las siguientes concentraciones de lisozima de huevo de gallina disuelta:

12 ronda de inmunoadsorcion: HEL 2 mg/mi
22 ronda de inmunoadsorcion: HEL 1 mg/ml
3?2 ronda de inmunoadsorcion: HEL 1 mg/ml

La incubacion se realizé durante 1 hora a 37 °C, seguido de un bloqueo con leche en polvo al 2% (M-PBS) con 200
pl por pocillo durante 1 hora a temperatura ambiente.

Entonces se dejé que el banco de fagos de presentacion sobre la superficie reaccionase con la lisozima de huevo de
gallina unida afiadiendo 100 pl de una suspension de fagos y 100 ul de leche en polvo al 4% (M-PBS), seguido de
una incubacioén durante 45 minutos con agitacion y durante 90 minutos sin agitacion a temperatura ambiente.

Las particulas de fagos sin unir retiraron mediante un lavado como sigue.
12 ronda de inmunoadsorcion: 10 x 300 ul de T-PBS, 5 x 300 ul de PBS

22 ronda de inmunoadsorcion: 15 x 300 ul de T-PBS, 10 x 300 pul de PBS
3?2 ronda de inmunoadsorcion: 20 x 300 ul de T-PBS, 20 x 300 pl de PBS

La elucion de las particulas de fagos unidas se realizé afiadiendo 200 pl por pocillo de glicina 0,1 M, pH 2,2, y una
incubacién con agitacion durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después la suspension de fagos se neutralizé
mediante la adicion de 60 pl de Tris-Base 2 M, seguido de una infeccion en células TG1 de E. coli mezclando 10 ml
de cultivo en crecimiento exponencial con 0,5 ml de fago eluido y una incubacién durante 30 minutos a 37 °C. Por
ultimo, las bacterias infectadas se cultivaron en placa en medio TYE con glucosa al 1% y ampicilina 100 ug/ml, y se
incubaron a 30 °C durante la noche.

Clonacién de clones seleccionados de mutantes de CH1 seleccionados contra la lisozima para la expresién soluble

Se aisla con un midi-prep ADN fagmidico del fago seleccionado a través de 3 rondas de inmunoadsorcion. EI ADN
que codifica los dominios CH1 mutados se amplifica de modo discontinuo mediante PCR y se clona con Ncol-Notl
en el vector pNOTBAD/Myc-His, que es el vector de expresion de E. coli pBAD/Myc-His (Invitrogen) con un sitio de
restriccion Notl insertado para facilitar la clonaciéon. Las construcciones acopladas se transforman en células
LMG194 de E. coli (Invitrogen) con electroporacion, y se cultivaron a 30 °C en medio TYE con glucosa al 1% vy
ampicilina durante la noche. Los clones seleccionados se inocularon en 200 pl de medio 2xYT con ampicilina, se
cultivaron durante la noche a 30 °C, y se indujeron mediante la adicion de L-arabinosa hasta una concentracion final
del 0,1%. Después de la expresion a 16 °C durante la noche, las células se recolectaron mediante centrifugacion y
se trataron con 100 pl de tampdn Na-borato, pH 8,0, a 4 °C durante la noche para la preparacion de extractos
periplasmicos. Se emplearon 50 pl de los extractos periplasmicos en un ELISA.

Los clones que producen una alta sefial en este primer ELISA preliminar se cultivaron en un volumen de 20 ml en las
mismas condiciones que se describieron anteriormente. Sus extractos periplasmicos se aislaron en 1/20 del volumen
de cultivo segun se describio anteriormente y se ensayaron con ELISA (tal como se describe a continuacion) para la
confirmacion.

ELISA de mutantes de CH1 seleccionados contra la lisozima de huevo de gallina

Revestimiento: Placa de microtitulacion (NUNC, Maxisorb), 100 pl por pocillo, 100 pg de lisozima de huevo de
gallina/ml de PBS, 1 ha 37 °C
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Lavado: 3 x 200 pl de PBS
Bloqueo: BSA-PBS al 1%, 1 h a temperatura ambiente
Lavado: 3 x 200 pl de PBS

Unidn del extracto periplasmico: 50 ul de extracto periplasmico, 50 yul de BSA-PBS al 2%, a temperatura ambiente
durante la noche

Lavado: 3 x 200 pl de PBS
1° anticuerpo: anti-Hiss4 (Qiagen), 1:1000 en BSA-PBS al 1%, 90 min a temperatura ambiente, 100 ul por pocillo
Lavado: 3 x 200 pl de PBS

2° anticuerpo: anti-ratén de cabra conjugado con HRP (SIGMA), 1:1000 en BSA-PBS al 1%, 90 min a temperatura
ambiente, 100 pl por pocillo

Lavado: 3 x 200 pl de PBS

Deteccion: OPD 3 mg/ml en tampdn Na-citrato/fosfato, pH 4,5, 0,4 ul de H20; al 30%

Detencién: 100 ml de H.SO4 3 M

Lectura de absorbancia: 492/620 nm

Los clones se interpretan como positivos cuando su sefial de ELISA es al menos tres veces la de la sefial de fondo.
Ejemplo 14: Inmunoadsorcion del banco de fagos-CL sobre la lisozima de huevo de gallina (HEL)

Se realizaron tres rondas de inmunoadsorcién con el banco de fagos-CL (véase el ejemplo 11). Se revistieron placas
Maxisorp de 96 pocillos (Nunc) con lisozima de huevo de gallina afiadiendo 200 pl de la siguiente disolucion por
pocillo: PBS, con las siguientes concentraciones de lisozima de huevo de gallina disuelta:

12 ronda de inmunoadsorcion: HEL 2 mg/ml
2?2 ronda de inmunoadsorcion: HEL 1 mg/ml
3?2 ronda de inmunoadsorcion: HEL 1 mg/ml

La incubacion se realizé durante 1 hora a 37 °C, seguido de un bloqueo con leche en polvo al 2% (M-PBS) con 200
ul por pocillo durante 1 hora a temperatura ambiente.

Entonces se dejé que el banco de fagos de presentacion sobre la superficie reaccionase con la lisozima de huevo de
gallina unida afiadiendo 100 pl de una suspension de fagos y 100 ul de leche en polvo al 4% (M-PBS), seguido de
una incubacion durante 45 minutos con agitacion y durante 90 minutos sin agitaciéon a temperatura ambiente.

Las particulas de fagos sin unir retiraron mediante un lavado como sigue.
12 ronda de inmunoadsorcion: 10 x 300 ul de T-PBS, 5 x 300 ul de PBS

22 ronda de inmunoadsorcion: 15 x 300 ul de T-PBS, 10 x 300 ul de PBS
3?2 ronda de inmunoadsorcion: 20 x 300 ul de T-PBS, 20 x 300 ul de PBS

La elucién de las particulas de fagos unidas se realiz6é afiadiendo 200 pl por pocillo de glicina 0,1 M, pH 2,2, y una
incubacién con agitaciéon durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después la suspension de fagos se neutralizd
mediante la adicion de 60 ul de Tris-Base 2 M, seguido de una infeccién en células TG1 de E. coli mezclando 10 ml
de cultivo en crecimiento exponencial con 0,5 ml de fago eluido y una incubacién durante 30 minutos a 37 °C. Por
ultimo, las bacterias infectadas se cultivaron en placa en medio TYE con glucosa al 1% y ampicilina 100 ug/ml, y se
incubaron a 30 °C durante la noche.

Clonacién de clones seleccionados de mutantes de CL seleccionados contra la lisozima para la expresion soluble

Se aisla con un midi-prep ADN fagmidico del fago seleccionado a través de 3 rondas de inmunoadsorciéon. El ADN
que codifica los dominios CL mutados se amplifica de modo discontinuo mediante PCR y se clona con Ncol-Notl en
el vector pNOTBAD/Myc-His, que es el vector de expresiéon de E. coli pBAD/Myc-His (Invitrogen) con un sitio de
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restriccion Notl insertado para facilitar la clonacion. Las construcciones acopladas se transforman en células
LMG194 de E. coli (Invitrogen) con electroporacion, y se cultivaron a 30 °C en medio TYE con glucosa al 1% y
ampicilina durante la noche. Los clones seleccionados se inocularon en 200 ul de medio 2xYT con ampicilina, se
cultivaron durante la noche a 30 °C, y se indujeron mediante la adicion de L-arabinosa hasta una concentracion final
del 0,1%. Después de la expresion a 16 °C durante la noche, las células se recolectaron mediante centrifugacion y
se trataron con 100 pl de tampdn Na-borato, pH 8,0, a 4 °C durante la noche para la preparacion de extractos
periplasmicos. Se emplearon 50 pl de los extractos periplasmicos en un ELISA.

Los clones que producen una alta sefial en este primer ELISA preliminar se cultivaron en un volumen de 20 ml en las
mismas condiciones que se describieron anteriormente. Sus extractos periplasmicos se aislaron en 1/20 del volumen
de cultivo segun se describio anteriormente y se ensayaron con ELISA (tal como se describe a continuacion) para la
confirmacion.

ELISA de mutantes de CL seleccionados contra la lisozima de huevo de gallina

Revestimiento: Placa de microtitulacion (NUNC, Maxisorb), 100 ul por pocillo, 100 ng de lisozima de huevo de
gallina/ml de PBS, 1 ha 37 °C

Lavado: 3 x 200 ul de PBS
Bloqueo: BSA-PBS al 1%, 1 h a temperatura ambiente
Lavado: 3 x 200 ul de PBS

Unidn del extracto periplasmico: 50 ul de extracto periplasmico, 50 ul de BSA-PBS al 2%, a temperatura ambiente
durante la noche

Lavado: 3 x 200 ul de PBS
1° anticuerpo: anti-Hiss (Qiagen), 1:1000 en BSA-PBS al 1%, 90 min a temperatura ambiente, 100 ul por pocillo
Lavado: 3 x 200 pl de PBS

2° anticuerpo: anti-ratén de cabra conjugado con HRP (SIGMA), 1:1000 en BSA-PBS al 1%, 90 min a temperatura
ambiente, 100 pl por pocillo

Lavado: 3 x 200 pl de PBS

Deteccion: OPD 3 mg/ml en tampdn Na-citrato/fosfato, pH 4,5, 0,4 ul de H.O, al 30%

Detencién: 100 ml de H.SO4 3 M

Lectura de absorbancia: 492/620 nm

Los clones se interpretan como positivos cuando su sefial de ELISA es al menos tres veces la de la sefial de fondo.

Ejemplo 15: Construccion de un dominio de inmunoglobulina que esta aleatorizado en ambos extremos
(dominio Cy3 modificado biespecifico)

Este ejemplo describe un dominio de inmunoglobulina modificado con dos especificidades de union.
El disefio de este dominio de inmunoglobulina modificado comprende la siguiente estrategia:

- Se utilizé un dominio Cy3 modificado, el clon C24 (véase el ejemplo 10), derivado del banco Cn3+5 que se une
especificamente con la lisozima, como punto de partida.

- Se identificaron los restos que se van a aleatorizar en este dominio CH3 modificado que estan conectando las
cadenas 3 del plegamiento de la inmunoglobulina, y que se encuentran en el lado opuesto del dominio comparado
con los restos que fueron mutados cuando se generé el clon C24.

- Se disefiaron cebadores de PCR que permitieron la aleatorizacion de estos restos y la sintesis de este dominio de
inmunoglobulina modificado en un procedimiento similar al descrito anteriormente para los bancos de Cu3, Cu3+3 y
CH3+5.

Se acoplaron cuatro productos de PCR que contenian posiciones aleatorizadas y se amplificaron insertos de
longitud completa mediante PCR. Después se clonaron en pHEN-1 mediante sitios Ncol-Notl y se transformaron en
células TG-1 de E. coli para construir un banco de aproximadamente 10® colonias. Se secuenciaron 20 colonias
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elegidas al azar y se descubrié que las posiciones aleatorizadas estaban mutadas independientemente. Ademas no
se observd ninguna secuencia “de tipo salvaje” (C24). Se generd el banco de fagos siguiendo protocolos
convencionales, y se logré una titulacién de fagos de 6,32 x 10" TU/m.

Para ensayar la biespecificidad, se eligio la eritropoyetina humana recombinante (rhEPO) como segundo antigeno,
mientras que se espera que la construccidon mantenga su especificidad originariamente modificada por la lisozima de
huevo de gallina. Se seleccioné un fago reactivo a rhEPO en 4 rondas de inmunoadsorcion. Para conservar la
poblacion de clones C24 que, después de la mutagénesis, todavia pueden unirse a la lisozima de huevo de gallina,
tras la primera ronda de seleccion sobre rhEPO se realizé una ronda de inmunoadsorcion de la poblacién de fagos
sobre lisozima de huevo de gallina (1 mg/ml en PBS). Se revistieron con 200 pul de rhEPO los 5 pocillos de la placa
de microtitulacion (Maxisorb, Nunc) en tampén Na-carbonato 0,1 M, pH 9,6, en concentraciones decrecientes en
posteriores rondas de inmunoadsorcion (véase la siguiente tabla). Después de bloquear con M-PBS al 2%, se dejo
que se uniesen los fagos en el agente bloqueante a temperatura ambiente durante 2 h. Después de 20 lavados con
T-PBS y 20 con PBS, se eluyo con glicina 0,1 M, pH 2,2, y se neutralizé con Tris 2 M. El fago eluido se empled
inmediatamente para infectar TG-1 en crecimiento exponencial. Las células infectadas se seleccionaron en un medio
que contenia ampicilina. Las particulas de los fagos se rescataron de los sobrenadantes del cultivo tras una
superinfeccion con el fago auxiliar M13-KO7, se concentraron con PEG y se emplearon en otra ronda de
inmunoadsocion. Se determind el numero de fagos de entrada y de salida en forma de unidades transformantes de
E. coli después de cada ronda de inmunoadsorcion (tabla 8).

Tabla 8
Ronda de inmunoadsorcién | Antigeno Fagos de entrada (TU/ml) | Fagos de salida (TU/ml)
1 rhEPO, 500 pg/ml 6,32 x 10" 1,9x 10°
2 lisozima, 1 mg/ml 6,16 x10™ 453x10™
3 rhEPO, 100 pg/ml 6,07 x 10" 6,78 x 10"
4 rhEPO, 50 pg/ml 8,42x 10" 3,0x 10"
5 rhEPO, 50 ug/mi 512x 10" 4,28 x10™

Las colonias resultantes se rasparon de las placas, se cultivaron en 2xYT con ampicilina y su ADN plasmidico se
aislo con un midi-prep. Los insertos se amplificaron con una PCR, y después se subclonaron en el vector pNOTBAD
y se transformaron en una cepa E104 de E. coli. Se cultivaron 4 x 72 colonias en 200 pl de 2xYT con ampicilina y se
indujeron con L-arabinosa al 0,1% al dia siguiente. Después de 24 h de expresion a 16 °C se lisaron con 200 pl de
tampon Na-borato, pH 8,0, durante 6 h a 4 °C, y se empled el extracto periplasmico en un ELISA.

Para el ELISA se revistieron placas Maxisorb con lisozima de huevo de gallina en PBS (20 ng/ml) o rhEPO en
tampon Na-carbonato 0,1 M, pH 9,6, respectivamente, durante 1 h a 37 °C. Después de bloquear con BSA-PBS al
1% se dejdé que el extracto periplasmico en el mismo agente de bloqueo se uniese durante la noche. La unién se
reveld con un anticuerpo anti-Hiss y una anticuerpo IgG anti-ratéon de cabra conjugado con HRP (para la deteccion
de la lisozima de huevo de gallina) o AP (para la deteccion de rhEPO). La reaccion de color de la conversion de
OPD (HRP) se leyd a 492/620 nm después de detener la reaccidon con H,SO4 1,25 M, y se leyd la conversion de
pNPP (AP) a 405/620 nm. Se seleccionaron 14 clones con unos valores de absorbancia prometedores para la
expresion a una escala de 20 ml. Después de 24 h de induccién de arabinosa a 16 °C, las células se recogieron y se
lisaron durante la noche en 1 ml de tampdn Na-borato a 4 °C, y el lisado se empled para un ELISA. El ELISA se
realiz6 como se indicd anteriormente en 4 paralelos, y los pocillos sin extracto periplasmico y sin antigeno se
utilizaron como controles negativos. Se lograron resultados (tabla 9) con el clon segun SEQ ID NO:42, 43.

Tabla 9
Antigeno Absorbancia tras la union Sin extracto periplasmico Sin antigeno
lisozima A92/620 nm 0,299 0,110 0,018
rhEPO A405/620 nm 0,258 0,095 0,090

Ejemplo 16: Los dominios C3 modificados proporcionan biespecificidad en un formato de tipo Fab
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En la construccion utilizada en este ejemplo, ambas cadenas V. y V4 de un anticuerpo se condensan con un dominio
Cx3 madificado.

La region VL y VH del anticuerpo monoclonal humano 3D6 (He, X.M., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:7154-
7158; Kohl, J., et al., Ann. N.Y. Acad. Sci., 1991, 646:106-114; Felgenhauer, M., et al., Nucleic Acids Res., 1990,
18:4927), que reconoce un epitopo sobre gp41 del VIH-1, se utilizd como pareja de fusion para el clon C24 con el
dominio Cx3 modificado, que se une especificamente a la lisozima de huevo de gallina.

Para estimular la formacién del dimero VL-CH3/VH-CH3 a través de un enlace disulfuro, se anadieron restos Ser-
Cys al C-terminal de la secuencia de C24.

Las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos, respectivamente, de las dos cadenas 3D6VL-C24 y 3D6VH-C24,
se indican en SEQ ID NO:47, 46 y SEQ ID NO:45, 44, respectivamente.

Se disefiaron cebadores para permitir la amplificacion de las regiones codificadoras, introduciendo sitios de
restriccion al mismo tiempo (mutaciones silenciosas) que se emplearon para acoplar entre si las regiones
codificadoras. Para la expresion de los genes se eligi6 el sistema de expresion de Pichia pastoris. Las
construcciones se clonaron en vectores de expresion de Pichia pastoris adecuados: 3D6VL-C24 se cloné en pPIC9K
(nombre final: pPIC9K3LC), y 3D6VH-C24 (nombre final: pPICZ3HC) se cloné en pPICZalphaA. La construccion
pPICZ3HC se linealiz6é con Bgl ll, se transformo en Pichia pastoris GS115 y los transformantes se seleccionaron en
un medio solido que contenia zeocina. Uno de los transformantes posteriormente se utilizé como célula hospedante
para la construccion linealizada con Sal | pPIC9K3LC. Entonces se seleccionaron los dobles transformantes sobre
un medio RDB.

Los clones se inocularn en 30 ml de medio YPG y se cultivaon hasta DOgg = 10, y después se indujeron mediante la
adicion de metanol al 1% en medio BMMY. La induccién continué durante 36 horas a 16 °C. Los sobrenadantes se
retiraron mediante centrifugacion y después se concentraron aproximadamente 10 veces. La presencia de la
proteina recombinante se confirmé mediante una transferencia Western con un anticuerpo anti-Hisas, y se calculé que
estaba a una concentracién de aproximadamente 50-100 pg/l de cultivo inicial.

Se realizaron unos primeros ensayos funcionales con 10x sobrenadante concentrado. En primer lugar se revistieron
pocillos de placas Maxisorp con lisozima de huevo de gallina 20 ug/ml en PBS, o epitopo del anticuerpo 3D6 20
ug/ml en tampoén Na-carbonato 0,1 M, pH 9,6, respectivamente, durante 1 h a 37 °C. Se empled el epitopo de 3D6
en forma de una proteina de fusion de GST producida de modo recombinante. Después de bloquear con BSA-PBS
al 1% se dejo que los sobrenadantes concentrados se uniesen durante la noche en el mismo agente de bloqueo. La
union se reveld con un anticuerpo anti-Hiss y un anticuerpo anti-ratén de cabra, conjugado con HRP, y se visualizd
como una reaccion de cloro que resulta de la conversion de OPD a 492/620 nm (tabla 10).

Tabla 10
Antigeno Sefial de ELISA (Aso2620) Fondo (sin antigeno) Fondo (sin sobrenadante)
lisozima 0,198 0,003 0,043
epitopo de 3D6 0,061 0,001 0,007
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50

ES 2384 039 T3

<222> (225)..(226)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (228)..(229)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (231)..(232)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (234)..(235)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (243)..(244)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (246)..(247)
<223>nisa,c,g,ot

<400> 11

ccatggecccc
nsnnscaagt
agtgggagag
ccgacggctce
ggnnsnnsgg

cacagaagag

ccgagaacca
cagcctgacc
caatgggcag
cttcttcctc
gaacgtcttc

cctctccctg

caggtgtaca
tgcctggtca
ccggagaaca
tacagcaagc
tcatgctccg

tctcecgggta

ccctgececc
aaggcttcta
actacaagac
ttaccgtgnn
tgatgcatga

aagcggecgce

<210> 12
<211>68
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (17)..(18)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (20)..(21)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (23)..(24)
<223>nisa,c,g, 0t

43

atcccgtgac
tcccagegac
cacgcctccc
snnsnnsnns
ggctctgcac

a

gagctcnnsn
atcgcegtgg
gtgctggact
nnsnnsaggt

aaccactaca

60
120
180
240
300
341
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15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2384 039 T3

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (26)..(27)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (29)..(30)
<223>nisa,c,g, 0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (32)..(33)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (41)..(42)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (44)..(45)
<223>nisa,c,g,ot

<400> 12
tgccaagctt accgtgnnsn nsnnsnnsnn snnsaggtgg nnsnnsggga acgtcttctc

atgctccg

<210> 13
<211> 115
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (19)..(21)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (73)..(80)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (83)..(84)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<400> 13

44

60
68



10

15

20

25

30

Met Ala Pro Arg Glu

Glu Leu Xaa Xaa Xaa
20

Tyr Pro Ser Asp Ile
35

Asn Asn Tyr Lys Thr
50

Phe Leu Tyr Ser Lys
65

Arg Trp Xaa Xaa Gly
85

Leu His Asn His Tyr
100

Ala Ala Ala
115

<210> 14
<211> 347
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (57)..(58)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (60)..(61)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (63)..(64)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (219)..(220)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (222)..(223)
<223>nisa,c,g, o0t

Pro
Gln
Ala
Thr
Leu
70

Asn

Thr

ES 2384 039 T3

Gln

val

val

Pro

55

Thr

val

val

Ser

Glu

40

Pro

val

Phe

Lys

Tyr

Leu

25

Trp

val

Xaa

Ser

Ser
105

Thr

10

Thr

Glu

Leu

Xaa

Cys

90

Leu

45

Leu

Cys

Ser

Asp

Xaa

75

ser

ser

Pro
Leu
Asn
ser
60

Xaa

val

Leu

Pro

val

Gly

45

Asp

Xaa

Met

Ser

Ser

Lys

GlIn

Gly

Xaa

Pro
110

Arg

15

Gly

Pro

Ser

Xaa

Glu

95

Gly

Asp

Phe

Glu

Phe

Xaa

80

Ala

Lys



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<220>

ES 2384 039 T3

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (225)..(226)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (228)..(229)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (231)..(232)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (234)..(235)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (237)..(238)
<223>nisa,c,g, o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (240)..(241)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (249)..(250)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (252)..(253)
<223>nisa,c,g,ot

<400> 14 _,
ccatggcccc
nsnnscaagt
agtgggagag
ccgacggctc
nsaggtggnn

actacacaca

<210> 15
<211>74
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>

ccgagaacca
cagcctgacc
caatgggcag
cttcttccte
snnsgggaac

gaagagcctc

<223> Secuencia Atrtificial

<220>

caggtgtaca
tgcctggtca
ccggagaaca
tacagcaagc
gtcttctcat

tccctgtcte

ccctgeecccc
aaggcttcta
actacaagac
ttaccgtgnn
gctccgtgat
cgggtaaagc

46

atcccgtgac
tcccagegac
cacgcctecc
snnsnnsnns
gcatgaggct

ggccgcea

gagctcnnsn
atcgccgtgg
gtgctggact
nnsnnsnnsn

ctgcacaacc

60
120
180
240
300
347
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (17)..(18)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (20)..(21)
<223>nisa,c,g,0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (23)..(24)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (26)..(27)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (29)..(30)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (32)..(33)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (35)..(36)
<223>nisa,c,g, o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (38)..(39)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (47)..(48)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (50)..(51)
<223>nisa,c,g,o0t

<400> 15

tgccaagctt accgtgnnsn nsnnsnnsnn snnsnnshns aggtggnnsn nsgggaacgt

cttctcatgc tccg

<210> 16
<211> 110
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Secuencia Atrtificial

ES 2384 039 T3

47



ES 2384 039 T3

15

20

<223> Secuencia Atrtificial

<400> 18

48

<400> 16
Pro Arg Glu Pro Gln val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu
1 5 10 15
Gly Trp Pro GIn val Ser Leu Thr Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro
20 25 30
Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn
35 40 45
Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu
50 55 60
Tyr Ser Lys Leu Thr val Pro Lys Arg Trp Cys val Ser val Arg Trp
65 70 75 80
Pro Pro Gly Asn val Phe Ser Cys Ser val Met His Glu Ala Leu His
85 90 95
Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
100 105 110
<210> 17
<211> 330
<212> DNA
<213> Atrtificial
<220>
<223> Secuencia Atrtificial
<400> 17
ccccgagaac cacaggtgta caccctgccc ccatcccgtg acgagctcgg ctggccgcaa 60
gtcagcctaa cctgcctggt caaaggcttc tatcccagcg acatcgccgt ggagtgggag 120
agcaatgggc agccggagaa caactacaag accacgcctc ccgtgctgga ctccgacgge 180
tccttcttcc tctacagcaa gcttaccgtg cccaagcggt ggtgcgtgag cgtcaggtgg 240
cccccgggga acgtcttcte atgctccgtg atgcatgagg ctctgcacaa ccactacaca 300
cagaagagcc tctccctgtc tccgggtaaa 330
<210> 18
<211> 110
<212> PRT
<213> Artificial
<220>



10

15

20

Pro Arg G]l
1
. Ser val Se

ser Asp I1
35

Tyr Lys Th
50

Tyr Ser Ly
65

Trp Ile Gl
Asn His Ty

<210> 19
<211> 330
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>

ES 2384 039 T3

u Pro Gln val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu
5 15

r Gln val Ser Pro Thr Cys Leu Vval Lys Gly Phe Tyr Pro
25 30

20

e Ala val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn
40 45

r Thr Pro Pro val Leu

s Leu Thr val Ile Pro
70

y Asn val Phe Ser Cys
85

r Thr Gln Lys Ser Leu
100

<223> Secuencia Atrtificial

<400> 19
ccccgagaac
gtcagcccga
agcaatgggc
tccttcttcc

tggatcggga

cagaagagcc

<210> 20
<211> 105
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

Asp

Phe

ser

ser
105

Ser

cys

val

90

Leu

cacaggtgta caccctgccc ccatcccgtg

cctgcctggt caaaggcttc tatcccageg

agccggagaa caactacaag accacgcctc

tctacagcaa gcttaccgtg atccccttct

acgtcttctc atgctccgtg atgcatgagg

tctccectgtc tccgggtaaa

<223> Secuencia Atrtificial

<400> 20

49

Asp Gly Ser Phe Phe Leu
60

Arg Met Ser Pro Arg Trp
75 80

Met His Glu Ala Leu His
95

ser Pro Gly Lys
110

acgagctctc ggtgtcgcaa 60
acatcgcagt ggagtgggag 120
ccgtgctgga ctccgacggc 180
gcaggatgag ccccaggtgg 240
ctctgcacaa ccactacaca 300

330



10

15

20

Pro

Glu

Ser

Tyr

Tyr

65

Phe

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
100 105

Arg

Ala

Asp

Lys

Ser

Ser

<210> 21
<211> 315

<212> DNA

Glu Pro §1n val

Leu Gln val Ser

20

Ile Ala val Glu
35

ES 2384 039 T3

Tyr Thr Leu Pro

10

Leu Thr Cys Leu
25

Trp Glu Ser Asn
40

Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser

Lys Leu Thr val

55

70

Cys Ser val Met

85

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial

<400>21
cctcgagaac cacaggtgta

gtcagcctga cctgecctggt

agcaatgggc agccggagaa

tccttcttcc tctacagcaa

ttctcatgct ccgtgatgca

ctgtctccgg gtaaa

<210> 22
<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial

<400> 22

caccctgcecc
caaaggcttc
caactacaag
gcttaccgtg
tgaggctctg

Arg Arg Asn Arg

His Glu Ala Leu

90

Pro

val

Gly

Asp

Trp

75

His

ser

Lys

Gln

Gly

60

Ser

Asn

Arg

Gly

Pro

45

Ser

Trp

His

Asp Glu Leu
15

Phe Tyr Pro
30

Glu Asn Asn

Phe Phe Leu

Gly Asn val
80

Tyr Thr Gln
95

ccatcccgtg acgagctcga ggcgctgcaa

tatcccagcg acatcgccgt ggagtgggag

accacgcctc ccgtgetgga ctccgacgge

cggcgcaaca ggtggtcctg ggggaacgtc

cacaaccact acacacagaa gagcctctcc

50

60
120
180
240
300
315



10

15

20

Pro Arg

GIn Gly Sse

ser Asp

35

Tyr Lys Th

Tyr ser

65

Gly Asn

Tyr Thr

Glu

Ile

Lys

val

Gln

<210> 23
<211> 324
<212> DNA

<213> Atrtificial

<220>

Pro Gln
5

r Gln val

20

Ala val

r Thr Pro

Leu Thr

Phe Ser

85

Lys Asn

100

<223> Secuencia Atrtificial

<400> 23

ccccgagaac

gtcagcctga
agcaatgggc
tccttcttcc
gggaacgtct

aacctctccc

<210> 24
<211> 107
<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

cacaggtgta
cctgectggt
agccggagaa
tctacagcaa
tttcttgetc

tgtctccggg

<223> Secuencia Atrtificial

<400> 24

ES 2384 039 T3

val Tyr

Ser Leu

Glu Trp

40

val
55

Pro

val
70

Lys

Cys Ser

Leu Ser

caccctgecc
caaaggcttc
caactacaag
gcttaccgtg
cgtgatgcat

taaa

Thr

Thr

Glu

Leu

Ser

val

Leu

Pro
10

Leu
Cys Leu
Sser Asn
Asp Ser
Arg Ala

His
90

Met

Ser Pro

105

ccatccegtg
tatcccagceg
accacgcectc
aagtcgcgeg
gaggctctge

5

Pro Ser

val Lys

Gly GlIn

45

Gly
60

Asp

Thr
75

Arg

Glu Ala

Gly Lys

acgagctcca
acatcgccgt
ccgtgctgga
ccacccggag

acaaccacta

1

Arg

Gly

Pro

Ser

Arg

Leu

Glu
15

Asp Leu

Phe
30

Tyr Pro

Glu Asn Asn

Phe Phe Leu

val
80

Trp val

His Asn His

95

ggggagccaa
ggagtgggag
ctccgacggc
gtgggtggtg

cacacagaag

60
120
180
240
300
324



10

15

20

Pro Arg Glu Pro GlIn

Ala Ile Gly Glin val

20

Ser Asp Ile Ala val

35

Tyr Lys Thr Thr Pro

Tyr Ser Lys Leu Thr

65

Gly Asn val Phe Ser

85

Tyr Thr Gln Lys Ser

<210> 25
<211> 324
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> Secuencia Atrtificial

<400> 25

val

Ser

Glu

Pro

val

70

cys

Leu

Tyr

Leu

Trp

val

55

Arg

sSer

ser

ES 2384 039 T3

Thr

Thr

Glu

40

Leu

Ser

val

Leu

Leu Pr
10

Cys Le

Ser As

Asp Se

Thr Ar

Met Hi

20

ser Pr
105

(o]

u

n

r

9

S

(o]

Pro

val

Gly

Asp

Asp

75

Glu

Gly

ccccgagaac cacaggtgta caccctgccc ccatcccgtg

gtcagcctga cctgectggt caaaggcettc tatcccageg

agcaatgggc agccggagaa caactacaag accacgcctce

tccttcttee tctacagcaa gcttaccgtg cgctcgacga

gggaacgtct tctcatgctc cgtgatgcat gaggctctge

agcctctccc tgtctccggg taaa

<210> 26
<211>110
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Secuencia Atrtificial

<400> 26

52

Ser Arg Asp Glu Leu
15

Lys Gly Phe Tyr Pro
30

Gln Pro Glu Asn Asn
45

Gly Ser Phe Phe Leu
60

Asn Arg Trp Leu val
80

Ala Leu His Asn His
95

acgagctcgc gatcggccaa
acatcgccgt ggagtoggag
ccgtgctgga ctccgacgge

gggacaacag gtggctggtg

acaaccacta cacacagaag

60
120
180

240
300
324



10

15

20

ES 2384 039 T3

Pro Arg Glu Pro Gln val Tyr Thr
1 5
Ser Gly Ala GIn val Ser Leu Thr
20
Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu
35 40
Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu
50 55
Tyr Ser Lys Leu Thr val Trp Phe
65 70
Phe Ala Gly Asn val Phe Ser Cys
85
Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
100

<210> 27

<211> 330

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Artificial

<400>27 |
ccccgagaac cacaggtgta caccctgecc
gtcagcctga cctgcctggt caaaggcettce
agcaatgggc agccggagaa caactacaag
tccttettce tctacagcaa gcttaccgtg
ttcgcgggga acgtcttctce atgctccgtg
cagaagagcc tctccctgtc tccgggtaaa

<210> 28

<211> 110

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial

<400> 28

Pro
10

Leu
Cys Leu
Asn

Ser

Asp Ser

Pro

val

Gly

Asp

Ser Arg

Lys Gly

Gln Pro

45

Gly
60

Ser

Asp

Phe

30

Glu

Phe

Glu
15

Leu
Tyr Pro
Asn

Asnh

Phe Leu

Arg

Ser

Ser
105

Gln

val
90

Leu

Glu
75

Met

ser

Gly

Pro

Gly

Glu

Gly

Met

Ala

Lys

Arg

Leu
95

Trp
80

His

ccatcccgtg
tatcccagcg
accacgcctc
tggttcaggc
atgcatgagg

53

acgagctcag
acatcgeccgt
ccgtgctgga
aggagggcgg

ctctgcacaa

cggggcgcaa
ggagtgggag
ctccgacggce
catgaggtgg

ccactacaca

60
120
180
240
300
330



10

15

20

<223> Secuen

<400> 30

cia Artificial

Pro Arg Glu Pro GIn val Tyr
1 5
val Leu Gly GIn val Ser Pro
20
Ser Asp Ile Ala val Glu Trp
35
Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val
50 55
Tyr Gly Lys Leu Thr val Pro
65 70
Gly Trp Gly Asn val Phe Ser
85
Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
100

<210> 29

<211> 330

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Artificial

<400>29
ccccgagaac cacaggtgta caccctgecc
gtcagcccga cctgcctggt caaaggcttc
agcaatgggc agccggagaa caactacaag
tccttcttcc tctacggcaa gcttaccgtg
ggctggggga acgtcttctc atgctccgtg
cagaagagcc tctccctgtc tccgggtaaa

<210> 30

<211> 105

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

ES 2384 039 T3

Thr Leu

Thr Cys

25

Glu Ser

40

Leu Asp

Pro Arg
ser

Cys

Ser
105

Leu

ccatcccgtg
tatcccagcg
accacgcectc
ccccegeggt

atgcatgagg

Pro Pro

10

Leu val

Gly

Asn

ser Asp

Ser

Lys

Gln

Gly

Arg

Gly

Pro

45

Ser

60

Leu

val
90

Leu Ser

acgagctcgt
acatcgccgt
ccgtgctgga
tgaagggctg

ctctgcacaa

Gly

His

Pro

Trp

Glu

Gly

Asp

Phe

Glu

Phe

Pro

Ala

Lys

cttggggcaa
ggagtgggag
ctccgacgge
gccgaggtgg

ccactacaca

Pro Arg Glu Pro GIn val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu
1 5

10

54

15

Glu
15

Tyr

Asn

Phe

Arg

Leu
95

60
120
180
240
300
330

Leu

Pro

Asn

Leu

Trp
80



10

15

20

Leu Ala

ser Asp

Tyr

Tyr
65

Phe Ser

Lys ser

<210> 31
<211> 315
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>

Tyr

Ile

35

Thr

Lys

Cys

Leu

Gln val

20

Ala val

Thr Pro
Thr

Leu

val
85

Ser

Ser Leu

100

<223> Secuencia Atrtificial

<400> 31
ccccgagaac

gtcagcctga
agcaatgggc
tccttcttcc
ttctcatgct

ctgtctccgg

<210> 32
<211>110
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

cacaggtgta
cctgcctggt
agccggagaa
tctacagcaa
ccgtgatgca

gtaaa

<223> Secuencia Atrtificial

<400> 32

ES 2384 039 T3

Ser Leu

Glu Trp

40

val
55

Pro

val val

70

Met His

Ser Pro

caccctgecc
caaaggcttc
caactacaag
gcttaccgtg

tgaggctctg

Thr

Glu

Leu

Ala

Glu

Gly

Cys Leu

Ser Asn

Asp Ser

Gly Arg

Ala Leu

90

Lys

ccatcccgtg
tatcccageg
accacgcctc
gtggccggcea

cacaaccact

55

val Lys

Gly GIn

45

Gly
60

Asp

Trp Thr

75

His Asn

acgagctcct
acatcgccgt
ccgtgctgga
ggtggacgtg

acacacagaa

Gly

Pro

Ser

Cys

His

Phe
30

Tyr
Glu

Asn

Phe Phe

Gly

Asn

Thr
95

Tyr

ggcgtaccaa
ggagtgggag
ctccgacggce
cgggaacgtc

gagcctctcc

Asn

val
80

Gln

60
120
180
240
300
315



10

15

20

Pro Arg Glu
1

Cys val Pro

Ser

Tyr

Tyr
65

Glu

Asn

<210> 33
<211> 330
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>

Asp Ile
35

Lys Thr
50

ser Lys
val Gly

His Tyr

Pro Gln

GIn val

20

Ala val

Thr Pro

Thr

Leu

val
85

Asn

Thr G1n

100

<223> Secuencia Atrtificial

<400> 33
ccccgagaac

gtcagcctga
agcaatgggc
tccttcttcc
gaggtgggga
cagaagagcc
<210> 34
<211> 105

<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

cacaggtgta
cctgcctggt
agccggagaa
tctacagcaa
acgtcttctc

tctccctgtce

<223> Secuencia Atrtificial

<400> 34

ES 2384 039 T3

val Tyr

Ser Leu Thr

Glu
40

Glu Trp

val
55

Pro Leu

val val

70

Leu

Phe Sser cCys

Lys Ser Leu

caccctgccc
caaaggcttc
caactacaag
gcttaccgtg
atgctccgtg

tccgggtaaa

Thr

Pro
10

Leu
Leu

cys

Ser Asn

Asp Ser

Lys val

Pro

val

Gly

Asp

val

ser Arg

Lys Gly

Gln Pro

45

Gly ser

60

Gln Ala

75

val
90

ser

Ser Leu

105

ccatcccgtg
tatcccagceg
accacgcctc
gtgctcaagg

atgcatgagg

56

Met

Ser

Glu

Pro Gly

acgagctctg
acatcgccgt
ccgtgctgga
tcgtgcaggce

ctctgcacaa

Glu Leu
15

Asp

Phe
30

Tyr Pro

Glu Asn Asn

Phe

Arg
80

Ala
95

Lys
110

cgtcccgcaa
g9agtgggag
ctccgacggc
gcgcaggtag

ccactacaca

Phe Leu

Arg Trp

Leu His

60
120
180
240
300
330



10

15

20

Pro Arg Glu Pro

Gly ITe Ala Gln
20

Ser Asp Ile Ala
35

Tyr Lys Thr Thr

Tyr Ser Lys Leu
65

Phe Ser Cys Ser

Gln

val

val

Pro

Thr

val
85

val

ser

Glu

Pro

val

70

Met

ES 2384 039 T3

Tyr

Leu

Trp

val

55

Leu

Thr

Thr

Glu

40

Leu

Gly

Glu

Leu

Cys

ser

Asp

Arg

Ala

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

100

<210> 35
<211> 315
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> Secuencia Atrtificial

<400> 35

ccccgagaac cacaggtgta
gtcagcctga cctgcctggt
agcaacgggc agccggagaa
tctttcttcc tctacagcaa

ttctcatgct ccgtgatgca

ctgtctccgg gtaaa

<210> 36
<211> 105
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia Atrtificial

<400> 36

caccctgecc
caaaggcttc
caactacaag
gcttaccgtg
tgaggctctg

105

ccatcccggg
tatcccagceg
accacgcectc
ttgggccgcea

cacaaccact

Pro

10

Leu

Asn

ser

Arg

Leu
90

Pro

val

Gly

Asp

Trp
75

Ser Arg Asp

Lys Gly Phe
30

Gln Pro Glu
45

Gly Ser Phe
60

Thr Leu Gly

Asn His Tyr

acgagctcgg catcgcgcaa

acatcgccgt ggagtgggag

ccgtgctgga cteccgacgge

ggtggaccct ggggaacgtc

acacacagaa gagcctctcc

57

Glu

15

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
95

Leu

Pro

Asn

Leu

val
80

60
120
180
240
300
315



ES 2384 039 T3

Pro Arg Glu Pro Gln val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu

Gly Ile Ala g1n val Ser Leu Thr Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro
0 25 30

Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn
35 40 45

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu

Tyr Ser Lys Leu Thr val Leu Gly Arg Arg Trp Thr Leu Gly Asn val
65 70 75 80

Phe Ser Cys Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln
85 90 95

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
100 105

<210> 37
<211> 315
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> Secuencia Atrtificial

<400> 37
ccccgagaac cacaggtgta caccctgecc ccatcccgtg acgagctcgg catcgegcaa 60

gtcagcttga -cctgcctggt caaaggcttt tatcccagcg acatcgccgt ggagtgggag 120
agcaacgggc agccggagaa caactacaag accacgectc ccgtgctgga ctccgacgge 180
tccttcttce tctacagcaa gcttaccgtg ttgggccgca ggtggaccct ggggaacgtc 240
ttctcatgct ccgtgatgca tgaggctctg cacaaccact acacacagaa gagcctctcc 300

ctgtctccgg'gtaaa 315

<210> 38
<211> 105
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Secuencia Atrtificial

<400> 38

58



10

15

20

ES 2384 039 T3

Pro Arg Glu Pro Gln val Tyr Thr Leu Pro

Leu Pro Cys Gln val Ser Leu Thr Cys Leu
20 ‘ 25

Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser Asn
35 40

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Vval Leu Asp Ser
50 55

Tyr Ser Lys Leu Thr val Phe Cys Pro Arg
65 70

Phe Ser Cys Ser val Met His Giu Ala Leu
85 90

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
100 105

<210> 39
<211> 315
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<400> 39
ccccgagaac cacaggtgta caccctgccc ccatceccgtg

gtcagcctga cctgcctggt caaaggcttc tatcccageg

agcaatgggc agccggagaa caactacaag accacgcctc

tctttcttcc tctacagcaa gcttaccgtg ttctgcccca
ttctcatgct ccgtgatgca tgaggctctg cacaaccact
ctgtctccgg gtaaa

<210> 40

<211> 105

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia Atrtificial

<400> 40

59

Pro

val

Gly

Asp

Trp

75

His

ser

Lys

Gln

Gly

60

Leu

Asn

Arg

Gly

Pro

45

Ser

Gly

His

Asp

Phe

30

Glu

Phe

Gly

Tyr

Glu
15

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
95

acgagctctt gccctgcecaa

acatcgccgt ggagtgggag

ccgtgctgga ctccgacggce

ggtggctggg ggggaacgtc

acacacagaa gagcctctcc

Leu

Pro

Asn

Leu

val

Gln

60
120
180

240
300
315



10

15

20

Pro Arg Glu Pro Gln
1 5
Thr Lys Asn Gln val
20

Ser Asp Ile Ala val

' 35

Tyr Lys Thr Thr Pro

50

Tyr Ser Lys Leu Thr
65

Phe Ser Cys Ser val

85
Lys Ser Leu Ser Leu
100

<210> 41

<211> 315

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Artificial

<400> 41
ccccgagaac cacaggtgta
gtcagcctga cctgcctgot
agcaatgggc agccggagaa
tccttcttcec tctacagcaa
ttctcatgct ccgtgatgea
ctgtctccgg gtaaa .

<210> 42

<211> 115

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial

<400> 42

ES 2384 039 T3

val Tyr

Ser Leu

Glu Trp

40

val
S5

Pro

val
70

Pro

Met His

Ser Pro

caccctgecc
caaaggcttc
caactacaag
gcttaccgtg
tgaggctctg

Thr

Thr

Glu

Leu

Ccys

Glu

Gly

Pro
10

Leu
Cys Leu
Ser Asn
Ser

Asp

Met Arg

Pro

val

Gly

Asp

Trp

Ser Arg

Lys Gly

Gln Pro

45

Gly Ser

60

Trp Gly

75

Ala Leu

90

Lys

ccatcccggg
tatcccagceg
accacgcctc
ccctgcatga

cacaaccact

60

His

AsSn His

atgagctgac
acatcgccgt
ccgtgctgga
99tggtgggag

acacacagaa

Glu
15

Asp

Phe
30

Tyr

Glu Asn

Phe Phe

Gly Asn

80

Thr
95

Tyr

caagaaccag
ggagtgggag
ctccgacggce
cgggaacgtc

gagcctctec

Leu

Pro

Asn

Leu

val

Gln

60
120
180
240
300
315



10

15

20

Arg Arg

val

Leu

Arg Leu

Glu

Gly

Ile

Pro Gln

G1ln val

20

Ala val

35

Tyr Lys

Asp Ser

65

Gly Trp

Phe Leu

Pro Gly

<210> 43
<211> 345
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>

Thr

Phe

Pro

Ala

Thr Pro

Phe Leu

Arg Trp

85

Leu His

100

Lys

<223> Secuencia Atrtificial

<400> 43
cggcgagaac

gtcagcctgg
agcaatgggc
cggcagttgg
ggctggccga

cacaaccact

<210> 44
<211> 238
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

cacaggtgta
cctgectegt
agccggagaa
cggactcctt

ggtggggctg

acacacCagaa

<223> Secuencia Atrtificial

<400> 44

ES 2384 039 T3

val Tyr

Leu

Ser

Glu Trp

Thr

Ala

Glu

Leu Pro

10

Cys Leu

25

Ser Asn

40

val
55

Pro

Tyr Ser

Gly Trp

Asn His

caccctgecc
gaaaggcttc
caactacaag
cttcctctac

ggggaacgtc

gagcctctec

Leu

Lys

Gly

Tyr

Asp ser

Thr

Leu

val
90

Asn

Thr Gln

105

ccatcccgtg
gtggtccggt
accacgcctc
agcaagctta
ttctcatgca

ctgtctccgg

61

Pro Ser

val

Lys

Gly Gln

Arg

Gly

Pro

Glu
15

Asp

Phe val

30

Glu Asn

45

Gly
60

ASp

val
75

Pro

Phe Ser

Lys Ser

acgagctcgt
tgatcgcegt
ccgttctaga
ccgtgccccec
gtgtgatgtt

gtaaa

Arg

Pro

cys

Leu

Gln Leu

Leu

Arg

val
95

Ser

Ser Leu

110

cttggggcaa
ggagtgggag
ctccgacgge
gcggttgaag
cctggcgctg

Leu

val

Asn

Ala

Ser

60
120
180
240
300
345



Glu

ser

Ala

ser

val

Phe

Thr

val

145

Ser

Tyr

Tyr

Gly

Asn
225

val
Leu
Met
Gly
50
Gly
Gln
Lys
Asp
Lys
Leu
Asp
Lys
Gly
Trp
2

His

<210> 45

Gln
Arg
His
35

Ile
Arg
Met
Gly
Ile
115
Gly
Gly
Ile
Thr
Lys
Gly

Tyr

Leu

Leu

20

Trp

ser

Phe

Asn

Arg

Trp

Pro

Gln

Ala

Thr

180

Leu

AsSn

Thr

val

ser

val

Trp

Thr

Ser

85

Asp

Gly

Gln

val

val

165

Pro

Thr

val

Gln

Glu
Cys
Arg
Asp
Ile
70

Leu
Tyr
Gln
val
Ser
150
Glu
Pro
val

Phe

Lys
230

ES 2384 039 T3

Ser

Ala

Gln

ser

55

ser

Arg

TYyr

Gly

Tyr

Pro

Trp

val

Pro

Ser

215

ser

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Asp

Thr

120

Thr

Thr

Glu

Leu

Pro

200

Ccys

Lteu

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Ser

105

Met

Leu

Cys

Ser

AsSp

Arg

Ser

Ser

62

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Gly

val

Pro

Leu

Asn

170

Ser

Leu

val

Leu

Leu

Phe

Lys

Gly

Ala

75

Met

Gly

Thr

Pro

val

155

Gly

Asp

Lys

Met

ser
235

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

val

Ser

140

Lys

Gln

Gly

Gly

His

220

Pro

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Leu

Phe

Ser

125

Arg

Gly

Pro

Ser

Gly

Pro

Ash

30

Glu

ASp

Ser

Tyr

Thr

110

ser

Asp

Phe

Glu

Phe

190

Pro

Ala

Lys

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

val

Ala

Glu

Tyr

Asn

175

Phe

Arg

Leu

Arg

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Ala

Ser

Leu

Pro

160

Asn

Leu .

Trp

His



10

15

<211>714
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia Atrtificial

<400> 45
gaagtgcagc

tcctgtgceag
ccagggaagg
gcggactctg
ctgcaaatga
gattactatg
atggtcaccg
cgtgacgagc
agcgacatcg
cctcecegtge
cggttgaagg
gaggctctgc

<210> 46
<211> 217
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

tggtggagtc
cctctggatt
gcctggagtg
tgaagggccg
acagtctgag
atagtggtgg
tctcttcage
tcgtcttggg
ccgtggagtg
tggactccga
gctggccgag

acaaccacta

<223> Secuencia Artificial

<400> 46

ES 2384 039 T3

tgggggaggc
cacctttaat

ggtctcaggt
attcaccatc
agctgaggac
ttatttcacg
ctccaccaag
gcaagtcagc
ggagagcaat
cggctcecttc

gtggggctgg

cacacagaag

ttggtacagc
gattatgcca
ataagttggg
tccagagaca
atggccttat
gttgcttttg
ggcccacagg
ccgacctgcc
gggcagccgg
ttcctctacg
gggaacgtct

agcctctccc

63

ctggcaggtc
tgcactgggt
atagtagtag
acgccaagaa
attactgtgt
atatctgggg
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagcttac
tctcatgctc

tgtctccggg

cctgagactc
ccggcaagct
tataggctat
ctccctgtat
aaaaggcaga
ccaagggaca
gccceccatcec
cttctatccc
caagaccacg
cgtgcccccg
cgtgatgcat

taaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
714



10

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Asp

val

Ser

Glu

145

Pro

val

Phe

Lys

Ile

Arg

Ala

Lys

Gly

Asp

Pro

Tyr

Pro
130

Trp

val

Pro

Ser

Ser
210

<210> 47
<211> 651
<212> DNA
<213> Artificial

<220>

Gln

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Thr

115

Thr

Glu

Leu

Pro

Cys

195

Leu

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr

100

Leu

cys

Ser

Asp

Arg

180

Ser

Ser

Thr

Ile

Gin

ser

Thr

Thr

85

Lys

Pro

Leu

Asn

Ser

165

Leu

val

Leu

<223> Secuencia Artificial

<400> 47

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

val

Pro

val

Gly

150

Asp

Lys

Met

ser

Ser

Ccys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Asp

ser

Lys

Gln

Gly

Gly

His

Pro
215

ES 2384 039 T3

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

cys

Ile

Arg

120

Gly

Pro

Ser

Trp

Glu

200

Gly

ser

Ala
25

Gly

’G1y

Leu

Gln

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

Thr

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Arg

Glu

Tyr

Asn

Phe
170

Pro Arg

185

Ala

Lys

Leu

64

Leu

Gln

val

Pro

Ile

75

Tyr

Thr

Leu

Pro

Asn

155

Leu

Trp

His

ser

Ser

Pro

ser

60

ser

Asn

val

val

Ser
140

Tyr

Tyr

Gly

Asn

Ala

Ile

45

Arg

ser

ser

Ala

Leu

125

Asp

Lys

Gly

Trp

His
205

Ser

ser

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Glu

110

Gly

Ile

Thr

Lys

Gly

190

Tyr

val Gly
15

Arg Trp
Leu Ile
Sser Gly

Gln Pro
80

Ser Phe
95

Pro Gln
GIn val

Ala val

Thr Pro
160

Leu Thr
175

Asn val

Thr G1n



10

15

20

25

gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagtcc
aggttcagcg
gatgattttg
aaagtggata
gacgagctcg
gacatcgccg
cccgtgctygg
ttgaagggct

gctctgcaca

<210> 48
<211> 129
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

tgacccagtc
gggccagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttatta
tcaaacgaac
tcttggggea
tggagtggga
actccgacgg
ggccgaggtg

accactacac

<223> Secuencia Artificial

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (35)..(36)

ES 2384 039 T3

tcctteccacc
gagtattagt
gatctataag
tgggacagaa
ctgccaacag
tgtggctgaa
agtcagcccg
gagcaatggg

ctccttcttc

gggctggggg

acagaagagc

ctgtctgcat
aggtggttgg
gcatctagtt
ttcactctca
tataatagtt
ccacaggtgt
acctgcctgg
cagccggaga
ctctacggca
aacgtcttct

ctctccctgt

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (38)..(42)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (95)..(98)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<400> 48

65

ctgtaggaga
cctggtatca
tagaaagtgg
ccatcagcag
attctttcgg
acaccctgee
tcaaaggctt
acaactacaa
agcttaccgt
catgctccgt
ctccgggtaa

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcct
ccctgggacc
cccatccegt
ctatcccagce
gaccacgcect
gcccccgegg
gatgcatgag

a

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
651



10

15

20

25

30

Met Lys Tyr Leu Leu Pro

Ala Gln Pro Ala Met Ala

20

Pro Ser Xaa Xaa Gln Xaa

35

Leu Asn Asn Phe Tyr Pro

50

Asn Ala Leu GIn Ser Gly

65 70

Ser Lys Asp Ser Thr Tyr

85

Xaa Xaa Tyr Glu Lys His

100

Gly Leu Ser Ser Pro val

115

Ala

<210> 49
<211> 387
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (103)..(104)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (106)..(107)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (112)..(113)
<223>nisa,c,g,0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (115)..(116)
<223>nisa,c,g,ot

<220>
<221> caracteristica_miscelanea
<222> (118)..(119)

Thr

val

Xaa

Arg

55

Asn

Ser

Lys

Thr

ES 2384 039 T3

Ala

Ala

Xaa

40

Glu

Ser

Leu

val

Lys

Ala

Ala

25

Xaa

Ala

Gln

ser

Tyr

105

ser

Ala

10

Pro

Xaa

Lys

Glu

Ser

20

Ala

Phe

66

G]y
Ser
Ala
val
Ser
75

Thr

Ccys

ASh

Leu

val

ser

GlIn

60

val

Leu

Glu

Arg

Leu

Phe

val

45

Trp

Thr

Thr

val

Gly

Leu

Ile

30

val

Lys

Glu

Leu

Thr

110

Glu

Leu

15

Phe

Cys

val

Gln

Xaa

95

His

Ala

Ala

Pro

Leu

Asp

Asp

80

Xaa

Gln

Ala



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2384 039 T3

<223>nisa,c,g, 0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (121)..(122)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (124)..(125)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (283)..(284)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (286)..(287)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (289)..(290)
<223>nisa,c,g,0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (292)..(293)
<223>nisa,c,g,o0t

<400> 49

atgaaatacc
atggccgtgg
nnsnnsgcct
tggaaggtgg
agcaaggaca
daaacacaaag
agtttcaaca
<210> 50
<211> 132

<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

tattgcctac
ctgcaccatc
ctgttgtotg
ataacgccct
gcacctacag
tctacgectg
ggggagaggc

<223> Secuencia Atrtificial

<220>

ggcagccgcet
tgtcttcatc
cctgctgaat
ccaatcgggt
cctcagcagc
cgaagtcacc

ggccgea

ggattgttat
ttcccgecat
aacttctatc
aactcccagg
accctgacgt

catcagggcc

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (35)..(36)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (38)..(42)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

67

tactcgcggce
ctnnsnnsca
ccagagaggc
agagtgtcac
tgnnsnnsnn

tgagctcgec

ccagccggcec
gnnsnnsnns
caaagtacag
agagcaggac
snnstacgag

cgtcacaaag

60
120
180
240
300
360
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<220>
<221> caracteristica_miscelanea
<222> (95)..(101)

ES 2384 039 T3

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<400> 50

Met Lys Tyr Leu Leu Pro
1

Ala GIn Pro Ala Met Ala
20

Pro Ser Xaa Xaa GIn Xaa
35

Leu Asn Asn Phe Tyr Pro
50

Asn Ala Leu Gln Ser Gly
65 70

ser Lys Asp Ser g?r Tyr

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Tyr
100

Thr His Gln Gly Leu Ser
115

Glu Ala Ala Ala
130

<210> 51
<211> 396
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (103)..(104)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (106)..(107)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (112)..(113)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>
<221> caracteristica_miscelanea
<222> (115)..(116)

Thr
val
Xaa
Arg
55

ASn
Ser

Glu

ser

Ala

Ala

Xaa

40

Glu

Ser

Leu

Lys

Pro
120

Ala

Ala

25

Xaa

Ala

Gln

Ser

His

105

val

Ala

10

Pro

Xaa

Lys

Glu

ser

90

Lys

Thr

Gly

Ser

Ala

val

ser

75

Thr

val

Lys

68

Leu

val

Ser

Gln

60

val

Leu

Tyr

Ser

Leu

Phe

val

45

Trp

Thr

Thr

Ala

Phe
125

Leu
Ile
30

val
Lys
Glu
Leu

Cys

Asn

Leu

15

Phe

Cys

val

Gln

Xaa

95

Glu

Arg

Ala

Pro

Leu

Asp

Asp

80

Xaa

val

Gly
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<221> caracteristica_miscelanea
<222> (118)..(119)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (121)..(122)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (124)..(125)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (283)..(284)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (286)..(287)
<223>nisa,c,g,0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (289)..(290)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (292)..(293)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (295)..(296)
<223>nisa,c,g, o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (298)..(299)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (301)..(302)
<223>nisa,c,g, o0t

<400> 51
atgaaatacc

atggccgtag
nnsnnsgcct
tggaaggtgg
agcaaggaca

nnstacgaga

tattgcctac
ctgcaccatc
ctgttgtgtg
ataacgccct
gcacctacag

aacacaaagt

ggcagccget
tgtcttcatc
cctgctgaat
ccaatcgggt
cctcagcagce

ctacgcctgce

ggattgttat
ttcccgecat
aacttctatc
aactcccagg
accctgacgt

gaagtcaccc

69

tactcgeggc
ctnnsnnsca
ccagagaggc
agagtgtcac
tgnnsnnsnn

atcagggcct

ccagccggec
gnnsnnsnns
caaagtacag
agagcaggac
snnsnnsnns

gagctcgecc

60
120
180
240
300
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gtcacaaaga gcttcaacag gggagaggcg gccgca

<210> 52
<211> 134
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (35)..(36)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (38)..(42)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<220>

<221> caracteristica_miscelanea

<222> (95)..(103)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural
<400> 52

Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala Ala Ala Gly
1 5 10

Ala Gln Pro Ala Met Ala val Ala Ala Pro Ser
20 25

Pro Ser Xaa Xaa Gln Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Ala
35 40

Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Vval
50 55

Asn Ala Leu GIn Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser
65 70 75

Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr
85 90

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Tyr Glu Lys His
100 105

Glu val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser Pro. val
115 120

Arg Gly Glu Ala Ala Ala
130

<210> 53
70

Leu

val

Ser

Gln

60

val

Leu

Lys

Thr

Leu

Phe

val

45

Trp

Thr

Thr

val

Lys

Leu

Ile

30

val

Lys

Glu

Leu

Tyr

110

Ser

Leu

15

Phe

cys

val

Gln

Xaa

95

Ala

Phe

396

Ala

Pro

Leu

Asp

Asp

80

Xaa

Cys

Asn
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<211> 402
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (103)..(104)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (106)..(107)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (112)..(113)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (115)..(116)
<223>nisa,c,g, o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (118)..(119)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (121)..(122)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (124)..(125)
<223>nisa,c,g,0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (283)..(284)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (286)..(287)
<223>nisa,c,g,0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (289)..(290)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (292)..(293)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

ES 2384 039 T3
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<221> caracteristica_miscelanea
<222> (295)..(296)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (298)..(299)
<223>nisa,c,g, o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (301)..(302)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (304)..(305)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (307)..(308)
<223>nisa,c,g,ot

<400> 53
atgaaatacc tattgcctac

atggccgtgg ctgcaccatc

nnsnnsgcct ctgttgtgtg

tggaaggtgg ataacgccct

agcaaggaca gcacctacag

nnsnnsnnst acgagaaaca

tcgcccgtca caaagagcett

<210> 54
<211> 127
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220>
<221> caracteristica_miscelanea
<222> (38)..(45)

ES 2384 039 T3

ggcagccgct
tgtcttcatc
cctgctgaat
ccaatcgggt
cctcagcagc
caaagtctac

caacagggga

ggattgttat
ttcccgecat
aacttctatc
aactcccagg
accctgacgt
gcctgcgaag
9aggcggecg

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<220>
<221> caracteristica_miscelanea
<222> (95)..(101)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<400> 54

72

tactcgeggc
ctnnsnnsca
ccagagaggc
agagtgtcac
tgnnsnnsnn
tcacccatca

Ca

ccagccggec
gnnsnnsnns
caaagtacag
agagcaggac
snnsnnsnns

gggcctgagce

60
120
180
240
300
360
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Met Lys Tyr Leu Leu
1

Ala
20

Ala Gln Pro Met

Leu Ala Pro Ser Ser

35

Cys Leu val
50

Lys Asp

ser Gly Ala Thr

65

Leu

Ser Ser Gly Leu Tyr

Xaa Xaa

100

Xaa Xaa Xaa

Asn Thr Lys val

115

Asp

<210> 55
<211> 381
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (112)..(113)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (115)..(116)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (118)..(119)
<223>nisa,c,g,0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (121)..(122)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>
<221> caracteristica_miscelanea
<222> (124)..(125)

Pro

Ala

Xaa

Tyr

Ser
70

ser

Thr

Lys

Thr

Ala

Xaa

Phe

55

Gly

Leu

Tyr

Lys

ES 2384 039 T3

Ala

Ser

Xaa

40

Pro

val

Ser

Ile

val
120

Ala

Thr

25

Xaa

Glu

His

Ser

Cys
105

Glu

Ala Gly Leu Leu Leu

10

val

Lys Gly Pro Ser
: 30

Xaa Xaa Xaa Xaa Ala

45

Pro val Thr val ser

60

Thr Phe Pro Ala val

75

val val Thr val Pro
90

Asn val Asn His

Pro Lys Ser Ala
125

73

Leu

15

Phe

Leu

Trp

Leu

Xaa
95

Pro

Ala

Ala

Pro

Gly

Asn

Gln
80

Xaa

sSer
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<223>nisa,c,g, 0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (127)..(128)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (130)..(131)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (133)..(134)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (283)..(284)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (286)..(287)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (289)..(290)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (292)..(293)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (295)..(296)
<223>nisa,c,g,0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (298)..(299)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (301)..(302)
<223>nisa,c,g,0t

<400> 55

ES 2384 039 T3
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atgaaatacc
atggccgect
nnsnnsnnsn
gtgtcgtgga

tcctcaggac

tattgcctac
ccaccaaggg
nsnnsgccct
actcaggcgc

tctactccct

nnsacctaca tctgcaacgt

gagcccaaat ctgcggccgce

<210> 56
<211> 87
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (49)..(50)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (52)..(53)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (58)..(59)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (61)..(62)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (64)..(65)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (67)..(68)
<223>nisa,c,g, 0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (70)..(71)
<223>nisa,c,g,ot

<400> 56

ES 2384 039 T3

ggcagccgct
cccatcggtc
gggctgectg
cctgaccagc
cagcagcgtg
gaatcacaag

a

ggattgttat
ttcccectgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtgce

cccagcaaca

tactcgcggce
caccctcctce
acttccccga
ccttecececgge
ccnnsnnsnn

ccaaggtgga

ccagcecggec
cnnsnnsnns
accggtgacg
tgtcctacag
snnsnnsnns

caagaaagtt

cttaccatgg ccgtggctgc accatctgtc ttcatcttcc cgccatctnn snnscagnns

nnsnnsnnsn nsgcctctgt tgtgtgce

75

60
120
180
240
300
360
381
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<210> 57
<211> 26
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia Atrtificial

<400> 57
tgacaacgtc agggtgctgc tgaggc

<210> 58
<211> 41
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (12)..(13)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (15)..(16)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (18)..(19)
<223>nisa,c,g, o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (21)..(22)
<223>nisa,c,g,o0t

<400> 58
tcagaacgtt gnnsnnsnns nnstacgaga aacacaaagt ¢

<210> 59
<211> 50
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (12)..(13)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (15)..(16)
<223>nisa,c,g, o0t

<220>
<221> caracteristica_miscelanea
<222> (18)..(19)

76

26

41



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2384 039 T3

<223>nisa,c,g, 0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (21)..(22)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (24)..(25)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (27)..(28)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (30)..(31)
<223>nisa,c,g,ot

<400> 59
tcagaacgtt gnnsnnsnns nnsnnsnnsn nstacgagaa acacaaagtc

<210> 60
<211> 56
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (12)..(13)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (15)..(16)
<223>nisa,c,g, o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (18)..(19)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (21)..(22)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (24)..(25)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (27)..(28)
<223>nisa,c,g,ot

77

50
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<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (30)..(31)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (33)..(34)
<223>nisa,c,g, 0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (36)..(37)
<223>nisa,c,g,ot

<400> 60
tcagaacgtt gnnsnnsnns nnsnnsnnsn nsnnsnnsta cgagaaacac aaagtc

<210> 61
<211> 31
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<400> 61
catcgcggcc gectcteecce tgttgaagcet ¢ 31

<210> 62
<211>99
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (58)..(59)
<223>nisa,c,g, o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (61)..(62)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (64)..(65)
<223>nisa,c,g,0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (67)..(68)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (70)..(71)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>
78

56
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<221> caracteristica_miscelanea
<222> (73)..(74)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (76)..(77)
<223>nisa,c,g, o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (79)..(80)
<223>nisa,c,g,ot

<400> 62

acgtccatgg ccgcctccac caagggccca tcggtcttcc ccctggcacc ctccteenns

nnsnnsnnsn nsnnsnnsnn sgccctgggc tgcctggtc

<210> 63
<211> 23
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia Atrtificial

<400> 63
ggcacggtca ccacgctget gag

<210> 64
<211> 61
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (19)..(20)
<223>nisa,c,g,ot

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (22)..(23)
<223>nisa,c,g, o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (25)..(26)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (28)..(29)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (31)..(32)
<223>nisa,c,g, 0t

ES 2384 039 T3

79

23
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<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (34)..(35)
<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> caracteristica_miscelanea
<222> (37)..(38)
<223>nisa,c,g,ot

<400>64

agcgtggtga ccgtgcccnn snNsnnshns nnsnnsnnsa cctacatctg caacgtgaat

C

<210> 65
<211> 36
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia Atrtificial

<400> 65
catagcggcc gcagatttgg gctcaacttt cttgtc

ES 2384 039 T3

80

36



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2384 039 T3

REIVINDICACIONES

1.- Un dominio variable de inmunoglobulina, o una parte de este, que comprende al menos una regiéon de bucle
estructural de un dominio variable de la cadena pesada o ligera de una inmunoglobulina, comprendiendo dicha al
menos una region de bucle estructural al menos una modificacién para proporcionar un sitio de unién que no es una
CDR que se une a un epitopo de un antigeno, no uniéndose dicha region de bucle estructural no modificada a dicho
epitopo, en el que dicha modificacion comprende una mutagénesis en un bucle inferior seleccionado del grupo que
consiste en los bucles que conectan las cadenas beta A-B, C-C’, C”-D y E-F del dominio variable.

2.- Una inmunoglobulina segun la reivindicacion 1, en la que dicha regién de bucle modificada esta en cualquiera de
un dominio Vh o VI.

3.- Una inmunoglobulina segun la reivindicaciéon 1 o 2, en la que dicha regién de bucle modificada esta en la regioén
C-terminal.

4.- Una inmunoglobulina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende un dominio bivalente o
biespecifico.

5.- Una inmunoglobulina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende un uUnico dominio de
inmunoglobulina o un Fv monocatenario.

6.- Una inmunoglobulina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, con al menos dos regiones de bucles
estructurales modificadas.

7.- Una inmunoglobulina que comprende al menos una inmunoglobulina modificada segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, en la que dicha regién de bucle estructural modificada comprende al menos 6 modificaciones
de aminoacidos.

8.- Una molécula que comprende al menos una inmunoglobulina modificada segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, y al menos otra molécula de unidn, en la que dicha otra molécula de unién se selecciona del
grupo de inmunoglobulinas, receptores solubles, ligandos, acidos nucleicos, y carbohidratos.

9.- Una inmunoglobulina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que se caracteriza porque dicha
modificaciéon esta dentro de un dominio variable humano en una de las posiciones de los aminoacidos dentro de la
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en los aminoacidos 8 a 20, los aminoacidos 44 a 50,
los aminoacidos 67 a 76, y los aminoacidos 89 a 101, en la que la numeracion de la posicién de los aminoacidos de
los dominios es la del IMGT.

10.- Una inmunoglobulina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que se caracteriza porque dicha
modificacién esta dentro de un dominio variable murino en una de las posiciones de los aminoacidos dentro de la
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en los aminoacidos 6 a 20, los aminoacidos 44 a 52,
los aminoacidos 67 a 76, y los amino&cidos 92 a 101, en la que la numeracion de la posicion de los aminoacidos de
los dominios es la del IMGT.

11.- Una inmunoglobulina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que tiene especificidad de unién por un
antigeno seleccionado del grupo que consiste en alergenos, antigenos asociados a tumores, autoantigenos,
enzimas, antigenos bacterianos, antigenos fungicos, antigenos viricos y antigenos protozoarios.

12.- Una inmunoglobulina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, que tiene especificidad de union por
FcRn.

13.- Una inmunoglobulina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que tiene especificidad de unién por una
molécula efectora.

14.- Una inmunoglobulina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, que comprende una inmunoglobulina
humana, humanizada, quimérica, murina o de camello, o sus homologos.

15.- Un acido nucleico que codifica una inmunoglobulina segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14.

16.- Una preparacion farmacéutica que contiene una inmunoglobulina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a
14.
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Fig. 8
1PREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
31 YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG

61 SFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEAL
91 HNHYTQKSLSLSPGKAAA

SEQ ID NO:1: Secuencia de aminoacidos del dominio Cn3 del anticuerpo1oqo.pdb

5 SEQ ID NO:2: Secuencia de nucleétidos del dominio Cy3 modificado del ejemplo 1

1 CCATGGCCCC CCGAGAACCA CAGGTGTACA CCCTGCCCCC ATCCCGGGAT GAGCTCNNSN
NSNNSCAGGT

71 CAGCCTGACC TGCCTGGTCA AAGGCTTCTA TCCCAGCGAC ATCGCCGTGG AGTGGGAGAG
CAATGGGCAG

141 CCGGAGAACA ACTACAAGAC CACGCCTCCC GTGCTGGACT CCGACGGCTC CTTCTTCCTC
TACAGCAAGC

211 TTACCGTGNN SNNSNNSAGG TGGNNSNNSG GGAACGTCTT CTCATGCTCC GTGATGCATG
AGGCTCTGCA

281 CAACCACTAC ACACAGAAGA GCCTCTCCCT GTCTCCGGGT AAAGCGGCCG CA

SEQ ID NO:3: Secuencia de aminoacidos del dominio Cy3 modificado del ejemplo 1

TMAPREPQVYTLPPSRDELXXXQVSLTCLVK
BS1GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
6IDGSFFLYSKLTVXXXRWXXGNVFSCSVMHE
9TALHNHYTQKSLSLSPGKAAA

SEQ ID NO:4: Cebador de PCR Cx3LNCO
10 cttgccatgg ccceccgaga accacaggtg tac

SEQ ID NO:5: Cebador de PCR CH3LSAC

agtcgagctc gtcacgggat gggggcaggg

SEQ ID NO:6: Cebador de PCR C43CSAC

15 Figura 8 continuacion
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gtacgagctc nnsnnsnnsc aagtcagcct gacctgcctg g

SEQ ID NO:7: Cebador de PCR CH3CHIN
tgccaagctt gctgtagagg aagaaggagce cg
SEQ ID NO:8: Cebador de PCR CH3RHIN
tgccaagctt accgtgnnsn nsnnsaggtg gnnsnnsggg aacgtcttct catgctccg
SEQ ID NO:9: Cebador de PCR CH3RNOT
agttgcggcc gctttacccg gagacaggga gag
SEQ ID NO:10: Secuencia de aminoacidos del dominio Cx3+3 modificado
‘1 MAPREPQVYTLPPSRDELXXXQVSLTCLVK
31 GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
61 DGSFFLYSKLTVXXXXXX'RWXXGNVFSCSV
91 MHEALHNHYTQKSLSLSPGKAAA

10 SEQ ID NO:11: Secuencia de nucleétidos del dominio Cx3+3 modificado
1 ccatggcccce ccgagaacca caggtgtaca ceectgeccce atcecgtgac gagetennsn
61 nsnnscaagt cagcctgacc tgcctggtca aaggcetteta tcccagegac atcgecgtgg
121 agtgggagag caatgggcag ccggagaaca actacaagac cacgccteec gtgetggact
181 ccgacggctc cticttccte tacagcaagce ttaccgtgnn snnsnnsnns nnsnnsaggt
241 ggnnsnnsgg gaacgtcttc tcatgctccg tgatgcatga ggctctgcac aaccactaca

301 cacagaagag cctictccctg tectccgggta aageggecge a

SEQ ID NO:12: Cebador de PCR Ci3RHIN3
1 tgccaagctt accgtgnnsn nsnnsnnsnn snnsaggtgg nnsnnsggga acgtcttcte
61 atgctccg

SEQ ID NO:13: Secuencia de aminoacidos del dominio Cy3+5 modificado

15

Figura 8 continuacion
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1 MAPREPQVYTLPPSRDELXXXQVSLTCLVK
31 GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
61 DGSFFLYSKLTVXXXXXXXXRWXXGNVFSC
91 SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKAAA
SEQ ID NO:14: Secuencia de nucledtidos del dominio Cy3+5 modificado
1 ccatggccece ccgagaacca caggtgtaca ccctgecccce atccegtgac gagetennsn
61 nsnnscaagt cagcctgacc tgcctggtca aaggcttcta tcccagegac atcgecgtgg
121 agtgggagég caatgggcag ccggagaaca actacaagac cacgcctccce gtgetggact
181 ccgacggctc cticttcctc tacagcaagc ttaccgtgnn snnsnnsnns nnsnnsnnsn
241 nsaggtggnn snnsgggaac gtcttctcat gctccgtgat geatgaggct ctgcacaacc
301 actacacaca gaagagcctc tccctgtcte cgggtaaage ggecgea
SEQ ID NO:15: Cebador de PCR Cx3RHIN5
1 tgccaagctt accgtgnnsn nsnnsnnsnn snnsnnsnns aggtggnnsn nsgggaacgt

61 cttctcatgce tccg

SEQ ID NO:16: Secuencia de aminoacidos del clon D07 anti-EpCAM
PREPQVYTLPPSRDELGWPQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVPKRWCVSVRWPPGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:17: Secuencia de nucleotidos del clon D07 anti-EpCAM

CCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGTGACGAGCTCGGCTGGCCGCAAGTCA
GCCTAACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGG
GCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTTACCGTGCCCAAGCGGTGGTGCGTGAGCGTCAGGTGGCCCCCGGGGAACGTCTT
CTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTC
CGGGTAAA

10  SEQID NO:18: Secuencia de aminoacidos del clon C67 anti-EpCAM

Figura 8 continuacion
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PREPQVYTLPPSRDELSYSQVSPTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVIPECRMSPRWWIGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:19: Secuencia de nucledtidos del clon C67 anti-EpCAM
CCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGTC;ACGAGCTCTCGGTGTCGCAAGTCA
GCCCGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCAGTGGAGTGGGAGAGCAATGG
GCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTTACCGTGATCCCCTTCTGCAGGATGAGCCCCAGGTGGTGGATCGGGAACGTCTTC

TCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCC
GGGTAAA

SEQ ID NO:20: Secuencia de aminoacidos del clon D64C3 antifluoresceina
PREPQVYTLPPSRDELEALQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VRRNRWSWGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:21: Secuencia de nucleétidos del clon D64C3 antifluoresceina
CCTCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGTGACGAGCTCGAGGCGCTGCAAGTCA
GCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGG
GCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTTACCGTGCGGCGCAACAGGTGGTCCTGGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATG
CATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA

SEQ ID NO:22: Secuencia de aminoacidos del clon A68 antilisozima

PREPQVYTLPPSRDELQGSQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVKSRATRRWVVGNVFSCSVMHEALHNHYTQKNLSLSPGK

10 SEQ ID NO:23: Secuencia de nucleotidos del clon A68 antilisozima

CCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGTGACGAGCTCCAGGGGAGCCAAGTCA
GCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGG
GCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCT

Figura 8 continuacion
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ACAGCAAGCTTACCGTGAAGTCGCGCGCCACCCGGAGGTGGGTGGTGGGGAACGTCTTTTCTTG
CTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAACCTCTCCCTGTCTCCGGGTA
AA

SEQ ID NO:24: Secuencia de aminoacidos del clon B23 antilisozima

PREPQVYTLPPSRDELAIGQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VRSTRDNRWLYGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

SEQ ID NO:25: Secuencia de nucleétidos del clon B23 antilisozima

CCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGTGACGAGCTCGCGATCGGCCAAGTCA
GCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGG
GCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTICTTCCTCT
ACAGCAAGCTTACCGTGCGCTCGACGAGGGACAACAGGTGGCTGGTGGGGAACGTCTTCTCATG
CTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTA

AA
SEQ ID NO:26: Secuencia de aminoacidos del clon B40 antilisozima

PREPQVYTLPPSRDELSGAQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVWFRQEGGMRWEAGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:27: Secuencia de nucledtidos del clon B40 antilisozima

CCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGTGACGAGCTCAGCGGGGCGCAAGTCA
GCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGG
GCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTTACCGTGTGGTTCAGGCAGGAGGGCGGCATGAGGTGGTTCGCGGGGAACGTCTT
CTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTC

CGGGTAAA

10 SEQ ID NO:28: Secuencia de aminoacidos del clon C24 antilisozima

Figura 8 continuacion

94



ES 2384 039 T3

PREPQVYTLPPSRDELVLGQVSPTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYGKL
TVPPRLKGWPRWGWGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:29: Secuencia de nucleétidos del clon C24 antilisozima
CCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGTGACGAGCTCGTCTTGGGGCAAGTCA
GCCCGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGG
GCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCT
ACGGCAAGCTTACCGTGCCCCCGCGGTTGAAGGGCTGGCCGAGGTGGGGCTGGGGGAACGTCT
TCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTC
CGGGTAAA

SEQ ID NO:30: Secuencia de aminoacidos del clon D46 antilisozima

PREPQVYTLPPSRDELLAYQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VVAGRWICGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:31: Secuencia de nucleétidos del clon D46 antilisozima

CCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGTGACGAGCTCCTGGCGTACCAAGTCA
GCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGG
GCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTI'ACCGTGGTGGCCGGCAGGTGGACGTGCGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGAT
GCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA

SEQ ID NO:32: Secuencia de aminoacidos del clon D56 antilisozima

PREPQVYTLPPSRDELCVPQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVVLKVVQARRWEVGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

10 SEQ ID NO:33: Secuencia de nucleodtidos del clon D56 antilisozima

CCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGTGACGAGCTCTGCGTCCCGCAAGTCA
GCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGG
GCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCT

Figura 8 continuacion

95



ES 2384 039 T3

ACAGCAAGCTTACCGTGGTGCTCAAGGTCGTGCAGGCGCGCAGGTGGGAGGTGGGGAACGTCTT
CTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTC
CGGGTAAA

SEQ ID NO:34: Secuencia de aminoacidos del clon A23 anti-TLR9
PREPQVYTLPPSRDELGIAQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VLGRRWILGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:35: Secuencia de nucleotidos del clon A23 anti-TLR9

CCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGACGAGC.TCGGCATCGCGCAAGTCA
GCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGG
GCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCTTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTTACCGTGTTGGGCCGCAGGTGGACCCTGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATG
CATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA

SEQ ID NO:36: Secuencia de aminoacidos del clon A33 anti-TLR9

PREPQVYTLPPSRDELGIAQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VLGRRWTLGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:37: Secuencia de nucledtidos del clon A33 anti-TLR9
CCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGTGACGAGCTCGGCATCGCGCAAGTCA
GCTTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTTTATCCCAGCGACATCGCCGTQGAGTGGGAGAGCAACGG
GCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTTACCGTGTTGGGCCGCAGGTGGACCCTGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATG
CATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA

10 SEQ ID NO:38: Secuencia de aminoacidos del clon D2 anti-TLR9

PREPQVYTLPPSRDELLPCQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VECPRWLGGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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Figura 8 continuacion

SEQ ID NO:39: Secuencia de nucledtidos del clon D2 anti-TLR9

CCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGTGACGAGCTCTTGCCCTGCCAAGTCAG
CCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGG
CAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCTTTCTTCCTCTA
CAGCAAGCTTACCGTGTTCTGCCCCAGGTGGCTGGGGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGC
ATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA

SEQ ID NO:40: Secuencia de aminoacidos del clon D68 anti-TLR9

PREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VPCMRWWGGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO:41: Secuencia de nucleétidos del clon D68 anti-TLR9

CCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCA
GCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGG
GCAGCCGGAGAAVCAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTTACCGTGCCCTGCATGAGGTGGTGGGGCGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATG
CATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA

SEQ ID NO:42: Secuencia de aminoacidos del dominio CH3 biespecifico, mutado en ambos lados, que se une a
lisozima y a eritropoyetina, clon D72

RREPQVYTLPPSRDELVLGQVSLACLVKGFVVRLIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGRQLADSFF

LYSKLTVPPRLKGWPRWGWGNVFSCSVMFLALHNHYTQKSLSLSPGK
10
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Figura 8 continuacion

SEQ ID NO:43: Secuencia de nucleétidos del dominio CH3 biespecifico, mutado en ambos lados, que se une a
lisozima y a eritropoyetina, clon D72

CGGCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGTGACGAGCTCGTCTTGGGGCAAGTCA
GCCTGGCCTGCCTCGTGAAAGGCTTCGTGGTCCGGTTGATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGG
GCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTTCTAGACTCCGACGGCCGGCAGTTGGCG
GACTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTTACCGTGCCCCCGCGGTTGAAGGGCTGGCCGAGGTGGG
GCTGGGGGAACGTCTTCTCATGCAGTGTGATGTTCCTGGCGCTGCACAACCACTACACACAGAAG
AGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA

SEQ ID NO:44: Secuencia de aminoacidos de la construccion de tipo Fab bivalente, que consiste en VH y VL del
anticuerpo 3D6 anti-gp41 de VIH-1 y clon C24 antilisozima (3D6-VH - C24)

EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFNDYAMHWVRQAPGKGLEWVSGISWDSSSIGYADSVKG
RFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDMALYYCVKGRDYYDSGGYFTVAFDIWGQGTMVTVSSASTKGPQ
VYTLPPSRDELVLGQVSPTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYGKLTVPPRL
KGWPRWGWGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
SEQ ID NO:45: Secuencia de nucledtidos de la construccion de tipo Fab bivalente, que consiste en VH y VL del
anticuerpo 3D6 anti-gp41 de VIH-1 y clon C24 antilisozima (3D6-VH - C24)
GAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGCAGGTCCCTGAGACTCTCCT
GTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAATGATTATGCCATGCACTGGGTCCGGCAAGCTCCAGGGAAG
GGCCTGGAGTGGGTCTCAGGTATAAGTTGGGATAGTAGTAGTATAGGCTATGCGGACTCTGTGAA
GGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACTCCCTGTATCTGCAAATGAACAGTCTGA
GAGCTGAGGACATGGCCTTATATTACTGTGTAAAAGGCAGAGATTACTATGATAGTGGTGGTTATT
TCACGGTTGCTTTTGATATCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCTCTTCAGCCTCCACCAAG
GGCCCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGTGACGAGCTCGTCTTGGGGCAAGTCAGCCCGA
CCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCC
GGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACGGCA
AGCTTACCGTGCCCCCGCGGTTGAAGGGCTGGCCGAGGTGGGGCTGGGGGAACGTCTTCTCATG
CTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTA
AA
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SEQ ID NO:46: Secuencia de aminoacidos de la construccion de tipo Fab bivalente, que consiste en VH y VL del
anticuerpo 3D6 anti-gp41 de VIH-1 y clon C24 antilisozima (3D6-VL - C24)

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISRWLAWYQQKPGKVPKLLIYKASSLESGVPSRFSGSGSGT
EFTLTISSLQPDDFATYYCQQYNSYSFGPGTKVDIKRTVAEPQVYTLPPSRDELVLGQVSPTCLVKGFY

PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYGKLTVPPRLKGWPRWGWGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPGK

5 SEQ ID NO:47: Secuencia de nucledtidos de la construccién de tipo Fab bivalente, que consiste en VH y VL del
anticuerpo 3D6 anti-gp41 de VIH-1y clon C24 antilisozima (3D6-VL - C24)

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCTTCCACCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACT
TGCCGGGCCAGTCAGAGTATTAGTAGGTGGTTGGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGTCCC
TAAGCTCCTGATCTATAAGGCATCTAGTTTAGAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGG
ATCTGGGACAGAATTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGATGATTTTGCAACTTATTACTG
CCAACAGTATAATAGTTATTCTTTCGGCCCTGGGACCAAAGTGGATATCAAACGAACTGTGGCTGA
ACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGTGACGAGCTCGTCTTGGGGCAAGTCAGCCCGACC
TGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGG
AGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACGGCAAG
CTTACCGTGCCCCCGCGGTTGAAGGGCTGGCCGAGGTGGGGCTGGGGGAACGTCTTCTCATGCT
CCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA

SEQ ID NO:48: Secuencia de aminoacidos del banco de CL

1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAVAAPSVFIFPPSXXQXXXXXASVVCLLN
51 NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLXXXXYE
101 KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEAAA

10 SEQ ID NO:49: Secuencia de nucledtidos del banco de CL
1 ATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTGTTATTACTCGCGGC
51 CCAGCCGGCCATGGCCGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCAT
101 CTNNSNNSCAGNNSNNSNNSNNSNNSGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAAT
1561 AACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCC'I;
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201 CCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACA
251 GCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGTTGNNSNNSNNSNNSTACGAG
301 AAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCC
351 CGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGGCGGCCGCA

SEQ ID NO:50: Secuencia de aminoacidos del banco de CL+3

1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAVAAPSVFIFPPSXXQXXXXXASVVCLLN
51 NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTEXXXXXX
101 XYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEAAA

SEQ ID NO:51: Secuencia de nucledtidos del banco de CL+3

1 ATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTGTTATTACTCGCGGC
51 CCAGCCGGCCATGGCCGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCAT
101 CTNNSNNSCAGNNSNNSNNSNNSNNSGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAAT
151 AACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCT
201 CCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACA
251 GCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGTTGNNSNNSNNSNNSNNSNNS
301 NNSTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCT
351 GAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGGCGGCCGCA

SEQ ID NO:52: Secuencia de aminoacidos del banco de CL+5

1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAVAAPSVFIFPPSXXQXXXXXASVVCLLN
51 NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLXXXXXX
101 XXXYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEAAA

SEQ ID NO:53: Secuencia de nucledtidos del banco de CL+5

1 ATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTGTTATTACTCGCGGC
51 CCAGCCGGCCATGGCCGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCAT
101 CTNNSNNSCAGNNSNNSNNSNNSNNSGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAAT
151 AACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCT
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201 CCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACA
251 GCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGTTGNNSNNSNNSNNSNNSNNS
»301 NNSNNSNNSTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCA
351 GGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACA.GGGGAGAGGCGGCCG
401 CA
SEQ ID NO:54: Secuencia de aminoacidos del banco de CH

1 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAASTKGPSVFPLAPSSXXXXXXXXALGCL

51 VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPXXXXXX

101 XTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSAAA

5 SEQ ID NO:55: Secuencia de nucleétidos del banco de CH

1 ATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTGTTATTACTCGCGGC
51 CCAGCCGGCCATGGCCGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGG
101 CACCCTCCTCCNNSNNSNNSNNSNNSNNSNNSNNSGCCCTGGGCTGCCTG
151 GTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGC
201 CCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGAC
251 TCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCNNSNNSNNSNNSNNSNNS
301 NNSACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGA
351 CAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTGCGGCCGCA
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