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DESCRIPCION
Dominios de proteinas heterodiméricas genéticamente modificados
Area de la invencion.

La presente invencion hace referencia a dominios de inmunoglobulina heterodimérica y métodos de produccién de
los mismos.

Antecedentes de la invenciéon

La naturaleza proporciona una gran cantidad de proteinas heterodiméricas y dominios de proteinas que se
encuadran en familias de proteinas relacionadas. Tales proteinas y dominios forman, a menudo, homodimeros entre
ellos, pero no forman heterodimeros con otros miembros de la familia. Por otro lado, las proteinas heterodiméricas o
heteromultiméricas resultan Utiles a menudo. Proporcionan herramientas de investigacion y de terapéutica
novedosas. Por ejemplo, anticuerpos biespecificos (BsAbs, por sus siglas en inglés) capaces de unirse a, al menos,
dos antigenos diferentes, presentan un potencial significativo en una amplia gama de aplicaciones clinicas como
agentes de determinacion de dianas, para inmunodiagnosis y terapia in vitro e in vivo, y para inmunoensayos
diagndsticos. En el area diagnostica, los BsABs han resultado de gran utilidad en hibridar las propiedades
funcionales de las moléculas de la superficie celular, y en definir la habilidad de los diferentes receptores Fc para
mediar en la citotoxicidad (Fanger et al. (1992) Crit. Rev. Immunol, 12:101-124, los contenidos de la cual se
incorporan a la presente patente a modo de referencia). Sin embargo, cuando los BsAbs se generan simplemente
por coexpresion de multiples componentes que pueden interactuar sin especificidad, se genera una gran cantidad de
especies, y resulta dificil a menudo separar las especies deseadas de las especies no deseadas. Por lo tanto,
resulta deseable poseer técnicas para producir heteromultimeros de manera eficiente. Resulta particularmente
deseable generar subunidades de anticuerpos que formen heterodimeros de manera preferente a la formacion de
homodimeros, de manera que los BsAbs puedan ser recuperados directamente de cultivos celulares recombinantes.

Se ha informado sobre métodos de realizacion de proteinas heterodiméricas. Por ejemplo, Stahl y Yancopoulos han
descrito el uso de las proteinas de fusion que incluyen dos subunidades receptoras diferentes para formar
receptores heterodiméricos solubles que podian unirse a una citocina dada en circulacién, y por tanto bloquear la
actividad de dicha citocina (ver la Patente Estadounidense No. 6,472,179). Carter et al. han descrito un enfoque
“protuberancia en la cavidad” para generar una fracciébn Fc heterodimérica (ver Patente Estadounidense No.
5,807,706).

Estos métodos existentes permiten las construcciones de heterodimeros individuales, pero no proporcionan técnicas
generales para la construcciéon de proteinas multiméricas que implican interacciones de multiples dominios. Por lo
tanto, existe la necesidad de un sistema general para el disefio de pares heterodiméricos que puedan ensamblarse
de manera especifica en un entorno que contenga multiples comparieros de ensamblaje potenciales diferentes.

Resumen de la invencién

La presente invencidn proporciona una aproximacion novedosa para el disefio de dominios de inmunoglobulina que
se heterodimerizan, de manera preferente. En particular, la presente invencion utiliza una estrategia de “Dominio
Modificado por Intercambio de Cadena” (Strand Exchange Engineered Domain) (SEED, por sus siglas en inglés),
para modificar por ingenieria genética la interfaz de interaccion proteina-proteina dentro de dicha heterodimerizacion
de dominios de inmunoglobulina. La invencién también proporciona inmunoglobulinas que contienen dominios
modificados por ingenieria genética utilizando el método de la presente invencion.

En un aspecto, la presente invencién presenta una inmunoglobulina heterodimérica multidominio, que incluye al
menos un primer y un segundo dominio modificados no idénticos, cada uno de los cuales contiene una interfaz de
interaccion proteina-proteina que contiene segmentos de secuencia de aminoacidos derivados de dos o mas
dominios parentales homologos naturales, concediendo, de ese modo, a los dominios primero y segundo
modificados especificidades de ensamblaje distintas de las especificidades de ensamblaje de los dominios
parentales, en donde los dominios primero y segundo modificados forman heterodimeros entre si, de manera
preferente a la formacién de homodimeros (por ejemplo, los heterodimeros constituyen mas del 55%, 65%, 75%,
80%, 85%, 90%, 0 95% de la cantidad total de dimeros). Los dominios primero y segundo modificados no son
dominios variables de anticuerpos. En algunos modos de realizacion, la inmunoglobulina multidominio de la
invencioén incluye una primera subunidad que contiene el primer dominio modificado, y una segunda subunidad que
contiene el segundo dominio modificado. Tal como se utiliza en la presente patente, un “segmento de secuencia de
aminoacidos” incluye cualquier segmento de secuencia que contiene dos 0 mas aminoacidos (por ejemplo, tres o
mas, cuatro 0 mas, cinco 0 mas, seis o mas, siete 0 mas, ocho o0 mas, nueve o mas, o diez o mas).
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En realizaciones preferentes, la inmunoglobulina multidominio incluye dominios no idénticos modificados por
ingenieria genética a partir de dominios parentales homélogos naturales, por ejemplo, dominios CH3 de anticuerpos.
En particular, los dominios modificados se derivan de los dominios CH3 de la IgG vy la IgA.

En algunas realizaciones, la inmunoglobulina multidominio de la invencién incluye dominios modificados que forman
parte de cadenas polipeptidicas que se encuentran conectadas mediante un puente disulfuro.

En un modo de realizacion, uno de los dominios modificados contenidos en la inmonoglobulina mulitidominio de la
invencion, incluye, al menos, dos segmentos de secuencia no adyacentes derivados del mismo dominio parental. En
otro modo de realizacion, cada uno de los dominios primero y segundo incluye al menos dos, tres, o cuatro o mas
segementos de secuencia no adyacentes, derivados a partir del mismo dominio parental. En otro modo de
realizacién, al menos uno de los dominios modificados incluye segmentos de secuencia de cada dominio parental
gue son de, al menos, dos aminoacidos de longitud. En otro modo de realizacion, al menos uno de los dominios
modificados incluye segmentos de secuencia de cada dominio parental que son de, al menos, tres, cuatro, cinco o
seis aminoacidos de longitud.

En algunos modos de realizacién, la inmunoglobulina multidominio de la invencion incluye un primer dominio bio-
activo. El primer dominio bio-activo puede ocupar una posicion N-terminal o C-terminal con respecto al primer
dominio modificado.

En modos de realizacion adicionales, la inmunoglobulina multidominio puede incluir, adicionalmente, un segundo
dominio bio-activo ademas del primer dominio bio-activo. En un modo de realizacion, el segundo dominio bio-activo
se encuentra asociado al segundo dominio modificado, y puede ocupar una posicion N-terminal o C-terminal con
respecto al segundo dominio modificado. En una realizacién alternativa, el segundo dominio bio-activo se encuentra
también asociado al primer dominio modificado, y puede ocupar una posicion opuesta al primer dominio bio-activo.
Por ejemplo, los dominios bio-activos primero y segundo pueden ocupar posiciones N-terminal y C-terminal,
respectivamente, respecto al primer dominio modificado.

La inmunoglobulina multidominio de la presente invencion puede ser utilizada para generar anticuerpos
biespecificos. Por ejemplo, la proteina multidominio puede incluir un primer dominio bio-activo que contenga un
dominio variable de anticuerpo, y un segundo dominio bio-activo que contenga un segundo dominio variable de
anticuerpo con especificidad distinta.

En otro aspecto, la invencion proporciona una inmunoglobulina multidominio, en donde la primera regién bio-activa
contiene dos o mas dominios variables de anticuerpos de una primera especificidad, o de una primera combinacién
de especificidades. La proteina multidominio puede también contener una segunda regién bio-activa que incluya dos
0 mas dominios variables de anticuerpos de una segunda especificidad o una segunda combinacion de
especificidades. Por ejemplo, la proteina multidominio puede incluir una o mas fracciones Fv de cadena Unica, un
diacuerpo de cadena Unica [un VH(1) — VL(2) ----- VH(2) — VL(1)], u otras repeticiones fusionadas a Fv de cadena
Unica (de las mismas o diferentes especificidades).

En otro aspecto, la invencidon proporciona una inmunoglobulina multidominio en donde la primera regién bio-activa
comprende dos o mas dominios variables de anticuerpos de una primera especificidad o de una primera
combinacion de especificidades. La inmunoglobulina multidominio comprende, adicionalmente, una segunda region
bio-activa que comprende dos o mas dominios variables de anticuerpos de una segunda especificidad o segunda
combinacion de especificidades, que son sustancialmente distintas de la primera combinacién de especificidades.

La presente invencion describe, ademas, un método de colocalizacién de dominios bio-activos cuando se
administran a un sistema bioldgico. El método incluye el paso de administrar al sistema biolégico la inmunoglobulina
heterodimérica que inculye los dominios bio-activos primero y segundo, tal como se ha descrito anteriormente en
varios modos de realizacién. En un modo de realizacion, el sistema biolégico es un mamifero. En un modo de
realizacién mas preferente, el sistema bidlogico es un humano.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una inmunoglobulina heterodimérica multidominio que incluye, al
menos, un primer y un segundo dominio no idénticos que confluyen en una interfaz. La interfaz del primer dominio
modificado contiene al menos dos segmentos de secuencias de aminoacidos, donde cada segmento se deriva de un
dominio parental homélogo natural diferente, otorgando, de ese modo, una especificidad de ensamblaje distinta a la
especificidad de ensamblaje de los dominios parentales, en donde los dominios modificados por ingenieria genética
primero y segundo forman heterodimeros. En un modo de realizacion preferente, el segundo dominio modificado
ademas contiene, al menos, dos segmentos de secuencia de aminoacidos, donde cada segmento se deriva de un
dominio parental homologo natural diferente, otorgando, de ese modo, una especificidad de ensamblaje distinta de la
especificidad de ensamblaje de los dominios parentales, en donde los segundos dominios modificados por ingenieria
genética forman heterodimeros.
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En adn otro aspecto, la presente invencion proporciona una inmunoglobulina multidominio que incluye, al menos,
dominios primero y segundo modificados por ingenieria genética no idénticos que confluyen en una interfaz, en
donde (1) los dominios primero y segundo modificados por ingenieria genética se derivan de dos o mas dominios
parentales homologos naturales, (2) la interfaz del primer dominio modificado comprende al menos un segmento de
secuencia de aminoacidos que interactia con un segmento de secuencia de aminoécidos, sobre la interfaz del
segundo dominio modificado por ingenieria genética derivado del mismo dominio parental, y (3) los dominios primero
y segundo modificados por ingenieria genética forman heterodimeros.

En un aspecto adicional, la presente invencién presenta un dominio de inmunglobulina modificado por ingenieria
genética que contiene una interfaz de interaccion proteina-proteina que incluye aminoacidos de dos 0 mas dominios
de inmunoglobulina parental, de tal manera que la interfaz de interaccidn proteina-proteina otorga al dominio de
inmunoglobulina modificado genéticamente especificidades de ensamblaje que son distintas a las especificidades de
ensamblaje de los dominios de inmunoglobulina parentales, en donde el dominio de inmunoglobulina modificado
genéticamente no es un dominio variable de anticuerpo. En modos de realizacion preferentes, el dominio de
inmunoglobulina modificado genéticamente de la invencion se ensambla con un dominio parental con especificidad
aumentada, en comparacion con los dominios parentales. En algunos modos de realizacion, el dominio parental es
un dominio de inmunoglobulina modificado por ingenieria genética de la invencion.

En adn otro aspecto, la presente invencidn proporciona un dominio de una superfamilia inmunoglobulina modificado
genéticamente que contiene una interfaz de interaccién proteina-proteina, que incluye aminoacidos de dos o mas
dominios de una superfamilia inmunoglobulina parental, de tal forma que la interfaz de interaccion proteina-proteina
otroga al dominio de la superfamilia inmunoglobulina modificado genéticamente propiedades de interaccion que son
distintas a las propiedades de interaccion de los dominios de una superfamilia inmunoglobulina parental.

La invencion, ademas, proporciona una inmunoglobulina multidominio que comprende un dominio modificado
genéticamente con las siguientes propiedades. En primer lugar, el dominio modificado genéticamente comprende
una interfaz de interaccion proteina-proteina. En segundo lugar, el dominio modificado genéticamente es homdlogo
a una familia de dominios naturales, preferentemente de tal manera que la secuencia de aminoacidos del dominio
modificado genéticamente pueda ser alineada con las secuencias de aminoacidos de los dominios naturales, las
cuales pueden ser adicionalmente alineadas entre si. De manera preferente, el alineamiento de las secuencias de
aminoacidos de los dominios naturales corresponde a un alineamiento de las estructuras tridimensionales de los
dominios naturales. En tercer lugar, la interfaz de interaccion del dominio modificado por ingenieria genética
comprende aminoacidos de posiciones de secuencias correspondientes de dos o mas dominios parentales
naturales. En cuarto lugar, no todos los aminoacidos en la interfaz del dominio modificado genéticamente,
considerado como un grupo, se encuentran en la correspondiente interfaz de cualquier miembro individual de los
dominios naturales homélogos. En quinto lugar, la interfaz de interaccién del dominio modificado genéticamente
otorga propiedades de ensamblaje distintas de cualquiera de los dominios parentales. De manera preferente, las
propiedades de ensamblaje del dominio modificado genéticamente son distintivas porque la interfaz de interaccion
tiene aminoacidos de dos o mas parentales que realizan contactos especificos con compareros de ensamblaje,
adquiriendo de este modo una especificidad de ensamblaje que es un hibrido entre las especificidades de
ensamblaje de los dominios parentales.

Mas aun, la presente invencién proporciona un acido nucleico que codifica una inmunoglobulina multidominio, tal
como se ha descrito en varios modos de realizacion anteriormente. En particular, la presente invencion proporciona
un &cido nucleico que codifica una proteina multidominio que incluye al menos un dominio bio-activo. La presente
invencion, ademas, proporciona células que contienen el acido nucleico de la invencion.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un método de disefio de una inmunoglobulina multidominio con
dominios que heterodimerizan. El método incluye los siguientes pasos: (a) seleccionar un primer polipéptido, un
segundo polipéptido, un tercer polipéptido y un cuarto polipéptido, en donde los polipéptidos primero y tercero
dimerizan entre si pero no con el segundo o cuarto polipéptido, y en donde dichos polipéptidos segundo y cuarto
dimerizan entre si, (b) constituir una secuencia de aminoacidos con un primer dominio de los polipéptidos primero y
segundo que comprende, al menos, un elemento de ensamblaje del primer polipéptido, y (c) constituir una secuencia
de aminoacidos de un segundo dominio de los polipéptidos tercero y cuarto que comprenden, al menos, un elemento
de ensamblaje del tercer polipéptido, de tal manera que los elementos de ensamblaje de los polipéptidos primero y
tercero ensamblen entre si, promoviendo la heterodimerizacion de los dominios primero y segundo.

Otras caracteristicas, objetos, y ventajas de la presente invencion resultan evidentes en la descripcién detallada que
sigue a continuacion. Debe entenderse, sin embargo, que la descripciéon detallada, aunque indica los modos de
realizaciéon preferentes de la presente invencion, se proporciona a modo de ilustracion Unicamente, no en modo
limitativo. Varios cambios y modificaciones dentro del alcance de la invencion resultaran evidentes para aquellos
expertos en el arte a partir de la descripcion detallada.

Para resumir, la invencion hace referencia a:
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« Una inmunoglobulina heterodimérica multidominio que comprende al menos un primer y un segundo dominio no
idénticos modificados genéticamente, donde cada uno de los dominios modificados primero y segundo contiene una
interfaz de interaccion proteina-proteina que comprende segmentos de secuencia de aminoacidos derivados a partir
de dos o mas dominios parentales homologos naturales, otorgando, de ese modo, a los dominios primero y segundo
modificados genéticamente especificidades de ensamblaje distintas de las especificidades de ensamblaje de los
dominios parentales, en donde los dominios primero y segundo modificados genéticamente forman heterodimeros.

e Una inmunoglobulina multidominio correspondiente, en donde la inmunoglobulina multidominio comprende una
primera subunidad que comprende el primer dominio modificado, y una segunda subunidad que comprende el
segundo dominio modificado genéticamente;

« Una inmunoglobulina multidominio correspondiente, en donde los dominios de inmunoglobulina son dominios CH3
de anticuerpo;

* Una inmunoglobulina multidominio correspondiente, en donde los dominios CH3 comprenden dominios CH3 de la
IgG y la IgA;

* Una inmunoglobulina multidominio correspondiente, en donde los dominios primero y segundo modificados
genéticamente son parte de las cadenas polipeptidicas que estan asociadas mediante un puente disulfuro;

« Una inmunoglobulina multidominio correspondiente, en donde uno de los dominios modificados primero y segundo
comprende al menos dos segmentos de secuencia no adyacentes derivados del mismo dominio parental;

« Una inmunoglobulina multidominio correspondiente, en donde cada uno de los dominios primero y segundo
modificados genéticamente comprende al menos dos segmentos de secuencia no adyacentes derivados del mismo
dominio parental;

* Una inmunoglobulina multidominio correspondiente, en donde cada uno de los segmentos de secuencia de
aminoacidos comprende dos 0 mas aminoacidos;

» Una inmunoglobulina multidominio correspondiente, en donde la interfaz de interaccion proteina-proteina del primer
dominio modificado genéticamente comprende al menos dos aminoacidos de cada dominio parental.

« Una inmunoglobulina multidominio correspondiente, en donde la inmunoglobulina multidominio comprende un
primer dominio bio-activo;

« Una inmunoglobulina multidominio correspondiente, en donde el primer dominio bio-activo ocupa una posicion N-
terminal del primer dominio modificado genéticamente;

 Una inmunoglobulina multidominio correspondiente, en donde la inmunoglobulina multidominio comprende ademas
un segundo dominio bio-activo;

 Una inmunoglobulina multidominio correspondiente, en donde el segundo dominio bio-activo ocupa una posicién C-
terminal del primer dominio modificado genéticamente;

« Una inmunoglobulina multidominio correspondiente, en donde el primer dominio bio-activo comprende un dominio
variable de anticuerpo;

» Una inmunoglobulina multidominio correspondiente, en donde la inmunoglobulina multidominio ademas comprende
un segundo dominio bio-activo que comprende un segundo dominio variable de anticuerpo con especificidad distinta.

e Una inmunoglobulina multidominio que comprende, al menos, dominios primero y segundo modificados
genéticamente no idénticos que confluyen en una interfaz, donde dicha interfaz de cada uno de los dominios primero
y segundo modificados genéticamente comprenden, al menos, dos segmentos de secuencia de aminoacidos, cada
uno de ellos derivado de un dominio parental homdélogo natural diferente, otorgando de ese modo una especificidad
de ensamblaje distinta de la especificidad de ensamblaje de los dominios parentales, en donde los dominios primero
y segundo modificados genéticamente forman heterodimeros.

e Una inmunoglobulina multidominio correspondiente que comprende, al menos, dominios modificados
genéticamente primero y segundo no idénticos que confluyen en una interfaz, en donde (1) los dominios primero y
segundo modificados se derivan de dos o mas dominios parentales homdlogos naturales, (2) la interfaz del primer
dominio modificado genéticamente comprende al menos un segmento de secuencia de aminoacidos que interactda
con un segmento de secuencia de aminoacidos sobre la interfaz del segundo dominio modificado genéticamente
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derivado del mismo dominio parental, y (3) los dominios primero y segundo modificados genéticamente forman
heterodimeros.

« Un dominio de inmunoglobulina modificado genéticamente que contiene una interfaz de interaccion proteina-
proteina que comprende aminoacidos de dos o mas dominios de inmunoglobulina parental, de tal forma que la
interfaz de interacciéon proteina-proteina otorga al dominio de inmunoglobulina modificado, especificidades de
ensamblaje que son distintas de las especificidades de ensamblaje de los dominios de inmunoglobulina parental, en
donde el dominio de inmunoglobulina modificado genéticamente no es un dominio variable de anticuerpo;

e« Un dominio de inmunoglobulina modificado genéticamente correspondiente, en donde el dominio de
inmunoglobulina modificado genéticamente se ensambla con un dominio compafiero con especificidad aumentada,
en comparacion con dichos dominios parentales.

« Un dominio constante de superfamilia inmunoglobulina modificado genéticamente que contiene una interfaz de
interaccion proteina-proteina que comprende aminoéacidos de dos o mas dominios de inmunoglobulina parental, de
tal manera que la interfaz de interaccion proteina-proteina otorga al dominio de inmunoglobulina modificado
genéticamente propiedades de interaccion que son distintas de las propiedades de interaccion de los dominios de
inmunoglobulina parental.

e Una inmunoglobulina multidominio que comprende un dominio modificado genéticamente que comprende una
interfaz de interaccion proteina-proteina, donde dicho dominio es homoélogo a una familia de dominios naturales,
donde dicha interfaz comprende aminoéacidos que se encuentran en posiciones de secuencia correspondientes en
dos 0 mas de dichos dominios naturales, donde no todos de dichos aminoacidos se encuentran en las posiciones de
secuencia correspondientes en cualquier miembro individual de dicha familia de dominios naturales;

» Una inmunoglobulina multidominio correspondiente, en donde la interfaz de interaccion del dominio modificado
genéticamente otorga propiedades de ensamblaje distintas de cualquiera de los dominios parentales;

» Una molécula de inmunoglobulina modificada genéticamente heterodimérica, que comprende una primera cadena
de inmunoglobulina natural derivada de un primer miembro de la superfamilia inmunoglobulina, y una segunda
cadena de inmunoglobulina natural derivada de un segundo elemento diferente de la familia inmunoglobulina, en
donde cada una de las cadenas de inmunoglobulina comprende un dominio bio-activo, la cual no es una regién
variable de anticuerpo, y comprende un dominio de interfaz proteina-proteina que comprende segmentos de
aminoacidos complementarios de la otra cadena de la superfamilia inmunoglobulina; dicha interfaz proteina-proteina
de la primera cadena se encunetra interactuando con el dominio de la interfaz proteina-proteina de la segunda
cadena por dimerizacién, de manera preferente homodimerizacion de los segmentos de aminoacidos
correspondientes derivados de la misma superfamilia inmunoglobulina dentro de dichos dominios de interaccion;

« Una molécula de inmunoglobulina modificada genéticamente heterodimérica, en donde el dominio bio-activo es un
dominio CH3 de anticuerpo, un dominio CH2-CH3 o un dominio CH1-CH2-CHS;

 Un acido nucleico que codifica una inmunoglobulina multidominio que comprende al menos un primer y un segundo
dominio modificados genéticamente no idénticos, donde cada uno de los dominios primero y segundo modificados
genéticamente contienen una interfaz de interaccion proteina-proteina que comprende segmentos de secuencia de
aminoacidos derivados de dos o mas dominios parentales homdlogos naturales, otorgando de ese modo
especificidades de ensamblaje de dichos dominios primero y segundo modificados, distintas de especificidades de
ensamblaje de dominios parentales, en donde (1) los dominios primero y segundo modificados genéticamente
forman heterodimeros entre si de forma preferente a la formacion de homodimeros, y (2) los dominios primero y
segundo modificados genéticamente no son dominios variables de anticuerpo;

« Una célula que comprende el acido nucleico tal como se ha descrito;

« Un acido nucleico que codifica la inmunoglobulina multimérica tal como se ha descrito;
Breve descripcion de los dibujos

Los dibujos se proporcionan a modo de ilustracién, no de forma limitativa.

La Figura 1A representa de manera esquematica un método, a modo de ejemplo, para el disefio de constructos
SEED. Dos dominios parentales relacionados X e Y se encunetran alineados. Las secuencias de las dos
subunidades SEED (XY e YX) se generan entonces mediante la eleccion para cada subunidad SEED segmentos de
secuencia alternos de las dos secuencias parentales, y eligiendo los segmentos de secuencia complementarios para
generar la otra secuencia de la subunidad SEED. Los SEED modificados genéticamente mediante este método se
denominan SEEDS “Completos”.
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La Figura 1B representa, de manera esquematica, un segundo método a modo de ejemplo para el disefio de
constructos SEED, que es similar a la Figura 1A, excepto porque Unicamente se eligen aminoacidos que forman la
interfaz de dimerizacion de una de las secuencias parentales. Los SEED modificados genéticamente mediante este
método son también denominados SEEDS “De Superficie”.

La Figura 1C representa, en forma de diagrama, configuraciones a modo de ejemplo de un heterodimero de SEED,
compuesto de un primer SEED hijo (6valo en blanco) y un segundo SEED hijo (6évalo en negro), y un compariero de
fusion, tal como un dominio bio-activo (rombos blancos conectados). La fraccion SEED y el compafiero de fusion
pueden acoplarse mediante un segmento conector (no representado). En configuraciones con mas de un compariero
de fusion, los compafieros de fusidon pueden ser idénticos entre si o distintos uno del otro, aunque en los diagramas
se muestran de manera genérica como rombos blancos conectados. El compafiero de fusién puede ser N-terminal
(A) o C-terminal (B) con respecto a la fraccion SEED. Puede haber miltiples compafieros de fusiéon concatenados en
un extremo de un SEED, como en (C), o los compafieros de fusion pueden estar localizados en extremos opuestos
de un SEED (D). Un compariero de fusién puede estar situado N-terminal a un primer SEED hijo y un segundo
compaiiero de fusién puede estar situado N-terminal (F) o C-terminal (G) a un segundo SEED hijo. El heterodimero
de SEED puede contener tres (H) o cuatro (I) compafieros de fusion.

La Figura 2 representa el alineamiento estructural de los dominios CH3 (SEQ ID NO:51) de la IgG1 humana y CH3
(SEQ ID NO: 52) de la IgA humana. Los nimeros de residuos se muestran por la parte superior y por la parte inferior
de las secuencias. La IgG1 se encuentra numerada de acuerdo a la numeracién EU de Kabat, mientras que la IgA
se encuentra numerada secuencialmente, como en la estructura del Banco de Datos de Proteinas (PDB, por sus
siglas en inglés) con la referencia PDB 10WO0. Las letras en negrita designan las posiciones de la cadena principal
que se incluyeron en el alineamiento descrito en la Tabla 2, en el Ejemplo 1. Los rombos designan los residuos que
hacen contacto o se acercan a la interfaz de dimerizacién en los homodimeros de IgG1 y de IgA.

La Figura 3A representa los alineamientos de secuencia y la estructura secundaria de la IgA (SEQ ID NO:52), 1gG1
(SEQ ID NO:51) humanas, y secuencias de SEED “De Superficie” hijas "AG SURF" (SEQ ID NO:10) y "GA SURF"
(SEQ ID NO:11), mientras que la figura 3B representa los alineamientos y estructura secundaria de la IgA, 1gG1
humanas y secuencias de SEED “Completo” hijo "AG SEED" (SEQ ID NO:3) y "GA SEED" (SEQ ID NO:6). La IgG1
se encuentra numerada de acuerdo a la numeracion EU de Kabat, mientras que la IgA se encuentra numerada
secuencialmente como en la estructura con la referencia PDB 10WO0 (nimeros de nativos en el centro del
alineamiento). Para los propésitos de esta figura, la numeracion secuencial del SEED se interrumpe en los residuos
del bucle extra, que se encuentran designados con las letras “A”, “B”, etc. (por ejemplo, 18A), para ilustrar el
alineamiento estructural de las moléculas. Los puntos de intercambio se encuentran designados por letras en negrita
de la secuencia. Los dos puntos de intercambio que no contienen residuos comunes se encuentran en cursiva. Las
estructuras secundarias modeladas (flechas por la parte superior e inferior de las secuencias) de los dos SEED,
ilustran los cambios de cadena, y estan coloreadas para indicar la manera en la que el dominio fue dividido, tal como

se muestra en las Figuras 6B y 6C. Los segmentos en blanco I son de la IgA; los segmentos en gris B son de la
IgG, y los segmentos en negro M son residuos comunes en los puntos de intercambio. Doce (12) residuos en los
segmentos de la IgA se encuentran subrayados. Estos son residuos que se mantuvieron como IgG debido a su
proximidad a la region de interfaz de CH2/CH3. Estos residuos no estan implicados en la dimerizacion de CH3, pero
son potencialmente importantes para la interaccion con CH2, y/o con el complejo con FcRn. Debido a que el CH2 es
de la IgG humana para ambos SEED, se dejé que estos residuos mantuvieran tanto la interaccion de CH2/CH3
nativo, como las diferentes y bien conocidas ventajas otorgadas por la unién a FcRn.

La Figura 4 es una representacion de una molécula de anticuerpo de la IgG que ilustra la simetria del homodimero
CH3. La barra vertical designa el eje de la simetria rotacional doble.

La Figura 5 es una representacion de una molécula biespecifica, similar a un anticuerpo que tiene dos dominios Fab
diferentes, emparejado por el analogo SEED heterodimérico del dominio CH3. La parte en gris, con relleno en forma
de almohadillas, representa la porcién derivada de la IgG, mientras que la parte en blanco [J representa la porcién
derivada de la IgA. La simetria del complejo CH3 se rompre en el heterodimero AG/AG, tal como se representa
mediante la “X” en la barra vertical que designa el eje de la simetria rotacional doble.

Las Figuras 6A-C son representaciones esquematicas de la estructura secundaria del CH3 de la IgG y de los dos
SEED basados en CH3. La Figura 6A representa la estructura secundaria de CH3 de tipo silvestre.

La Figura 6B representa la estructura secundaria del “GA SEED”, y muestra el patron de intercambio de cadena. El
B gris representa la secuencia de la IgG; el [ representa la secuencia de la IgA; y el B muestra los puntos de
intercambio, con una banda negra mas ancha que indica residuos que se conservan tanto en la IgA como en la IgG.

La Figura 6C representa la estructura secundaria del “AG SEED”, que contiene un patron opuesto al patrén del “GA
SEED".
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Las Figuras 7A-C son representaciones de diagramas de cintas de la estructura tridimensional de los dominios CH3
de “GA SEED” y “AG SEED” y de su estructura heterodimérica supuesta que representa interacciones del dominio
CH3 y el punto de cruce del intercambio. En todos los diagramas, las cintas de color gris claro o blanco representan
la secuencia y estructura de la IgA, el color gris oscuro corresponde a la secuencia y estructura de la 19G, y las
secciones en negro denotan donde se intercambia la secuencia de G a A o viceversa. Aparte de los dos puntos de
intercambio referenciados en 55-56 y 101-102 (numerados segun la Figura 3B), todos los residuos en negro son
compartidos por la IgA y la IgC, en secuencia y en estructura basica.

La Figura 7A representa el “GA SEED”, donde el N-terminal comienza como una secuencia de la IgG y finaliza como
IgA tras intercambiarse en siete ocasiones. En esta estructura, la capa superior de las cadenas B se encuentra en la
lamina exterior, mientras que la capa que se encuentra detras forma la interfaz con el otro dominio CH3.

La Figura 7B representa el “AG SEED”, comenzando con la secuencia de la IgA. Aqui, las cadenas B frontales
forman la interfaz, mientras que las cadenas 3 de detras se encuentran en el exterior del dimero.

La Figura 7C representa la estructura heterodimérica supuesta del “GA SEED” y “AG SEED". La traduccién de la
estructura que se muestra en la Figura 7A sobre la estructura que se muestra en la Figura 7B agrupa las superficies
de la interfaz. Los residuos en negro forman un plano aproximado que esta orientado verticalmente y perpendicular a
la pagina. Todos los residuos a la izquierda son de color gris oscuro (IgG), mientras que todos los residuos a la
derecha son de color blanco (IgA). Por tanto, con blanco frente a blanco y gris frente a gris, la interfaz completa se
encuentra bien formada, como una fusién de las interfaces de la IgA y la IgG. Los homodimeros alternativos,
(AG/AG y GA/GA) tendrian cada uno su lado de IgA yuxtapuesto a su lado de IgG (en ambos lados del plano de
division), y por tanto no son favorecidos.

Las Figuras 8 — 10 muestran mediante diagramas una serie de moléculas de proteinas que pueden ser producidas
utilizando las fracciones SEED descritas en la presente patente. Para todas estas figuras, las diferentes fracciones
se indican como sigue a continuacién. En la Figura 8 y la Figura 9, las cadenas polipeptidicas que incluyen el GA
SEED se encuentran coloreadas en negro, mientras que las cadenas polipeptidicas que incluyen el AG SEED se
encuentran coloreadas en blanco. Dentro de dichas cadenas polipetidicas, las regiones V de anticuerpo que son
parte de la cadena polipeptidica que contiene el GA SEED son de color negro con rayas blancas, mientras que las
regiones V de anticuerpo que son parte de la cadena polipeptidica que contiene el AG SEED son de color blanco
con rayas negras finas. Las regiones constantes de cadena liviana se muestran con un patron en forma de tablero
de ajedrez. Las regiones bisagra de anticuerpo se muestran como 6valos delgados conectados mediante un “S-S” y
una linea gruesa para representar los puentes disulfuro entre las regiones bisagra. Los conectores polipeptidicos se
encuentran representados con lineas discontinuas.

Las diferentes partes de la Figura 8, Figura 9 y Figura 10 se encuentran etiquetadas nimericamente tal como sigue
a continuacién. En algunos casos, para simplificar las figuras, no se muestran las etiquetas numéricas, pero la
identidad de los varios dominios y regiones puede ser inferida a partir de las figuras con los correspondientes
dominios y regiones.

“1” indica un grupo de regiones V de cadena liviana y pesada asociadas a GA.

“2” indica un grupo de regiones V de cadena liviana y pesada asociadas a AG.

“3" indica una region V de cadena liviana asociada a GA.

“4" indica una region Fab.

“5” indica una region V de cadena pesada asociada a GA.

“6” indica una region V de cadena pesada asociada a AG.

“7" indica una region V de cadena liviana asociada a AG.

“8” indica una region constante de cadena liviana.

“9” indica una region Fc que comprende un par SEED.

“10” indica un par SEED.

“11” indica un conector artificial.
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“12” indica una region V de camélidos o dominio Unico asociado a GA.
“13” indica una region V de camélidos o dominio Unico asociado a AG.

“14" indica un diacuerpo o un diacuerpo fusionado de cadena Unica que se incorpora a la cadena polipeptidica que
comprende el GA SEED.

“15" indica un diacuerpo o un diacuerpo fusionado de cadena Unica que se incorpora a la cadena polipeptidica que
comprende el AG SEED.

“16”, “177, “18”", 0 “19” hace referencia a cualquier proteina o péptido, tal como un dominio no Ig. Tales dominios
pueden incluir, por ejemplo, citocinas, hormonas, toxinas, enzimas, antigenos, y dominios extracelulares de
receptores de la superficie celular.

“20” indica una region Fc homodimérica canédnica.
“21" indica un par homodimérico canénico de dominios CH3.

La Figura 8 ilustra tipos de configuraciones de SEED de tipo anticuerpo que comprende fracciones con regiones V
esencialmente naturales, tales como las regiones Fab (Figura 8A y Figura 8F), Fab de cadena Unica (Figura 8C y
Figura 8D), y regiones V de dominio Unico o de dominio Unico de camélido (Figura 8E y Figura 8F). La Figura 8A,
Figura 8C, y Figura 8E muestran moléculas que comprenden una regién Fc esencialmente intacta, que incluye
dominios CH2, ademas de una regién bisagra. La Figura 8B, Figura 8D, y Figura 8F muestra moléculas que carecen
de un dominio CH2, en las que la region bisagra se reemplaza de manera opcional mediante un conector que,
opcionalmente, posee o carece de residuos de cisteina capaces de unién mediante puente disulfuro.

La Figura 9 ilustra tipos de configuraciones de SEED de tipo anticuerpo que comprenden fracciones con regiones V
configuradas de forma artificial, tal como Fvs de cadena Unica (Figura 9A y Figura 9B), diacuerpos (Figura 9C y
Figura 9D), y Fvs de cadena Unica con fracciones adicionales acopladas a los N- y/o C-terminales de las dos
cadenas polipeptidicas (Figura 9E y Figura 9F). La Figura 9A, la Figura 9C, y la Figura 9E muestran moléculas que
comprenden una region Fc esencialmente intacta, que incluye dominios CH2, ademas de una region bisagra. La
Figura 9B, la Figura 9D, y la Figura 9F muestran moléculas que carecen de un dominio CH2, en las que la region
bisagra se reemplaza de manera opcional mediante un conector que, opcionalmente, posee o carece de residuos de
cisteina capaces de unién mediante puente disulfuro.

La Figura 10 ilustra mediante diagramas una molécula en la que el par GA/AG SEED reemplaza esencialmente el
apareamiento CH1-CL en un anticuerpo. Las fracciones adicionales, indicadas por X e Y, pueden situarse en los N-
terminales de los SEED GA y AG. La fraccion X y la fraccién Y pueden ser, por ejemplo, una region Fab, una Fab de
cadena Unica, una regién V de dominio Unico de camélido, una Fv de cadena Unica, un diacuerpo de cadena Unica
tal como el que se ha ilustrado con la referencia “14” y “15” en la Figura 9C y la Figura 9D. Las fracciones
adicionales pueden fusionarse a los C-terminales de los dominios CH3 indicados con la referencia “21".

La Figura 11: la Figura 11A muestra un heterodimero producido tal como se ha descrito en el Ejemplo 5, en el cual
una fraccion de AG SEED tiene una fraccion de IL-2 fusionada a su C-terminal. Las fracciones CH2 y bisagra son
idénticas en este caso. La Figura 11B muestra un anticuerpo producido tal como se ha descrito en el Ejemplo 7, en
el cual la fraccion de AG SEED tiene una fraccion de IL-2 fusionada a su C-terminal. Cada dominio de anticuerpo se
encuentra representado por un dvalo, y la fraccién de IL-2 se encuentra representada por un cuadrado en blanco.
Las fracciones CH2, CH1, bisagra, VH, VL, y CL son idénticas en este caso. Las regiones bisagra se acoplan
mediante puentes disulfuro representados mediante “S-S” en la figura. La region constante de cadena liviana se
encuentra representada por un patrén en forma de tablero de ajedrez. La region V de cadena pesada se encuentra
representada con un patron de lineas verticales. Las regiones VH, CH1, y CH2 son de color negro.

La Figura 12: las Figuras 12A-C representan el ensamblaje preferente de los AG/GA SEED en heterodimeros, tal
como se representa mediante los resultados de la expresién de Fc y Fc-IL2 en la misma célula. La Figura 12A
representa las posibles configuraciones de las moléculas que son el resultado de la co-expresion de Fc-IL2, de tal
manera que cada especie dimérica tiene un peso molecular diferente. La Figura 12B representa un andlisis en gel de
SDS no reductor en el cual se cargaron las siguientes muestras: carril 1 — estandares de peso molecular; carril 2-4 -
aproximadamente 1, 2, y 4 microgramos de proteina total de Fc(GA SEED)/Fc(AG SEED)-IL2 “Completa” expresada
a partir de células NS/O; carriles 5-7 - aproximadamente 1, 2, y 4 microgramos de proteina total de Fc(GA
SEED)/Fc(AG SEED)-IL2 “De superficie” expresada a partir de células NS/0; carriles 8-10 - 1, 2, y 4 microgramos de
proteina total de IgG Fc/Fc-IL2 expresada a partir de células NS/0. La Figura 12C es un analisis en gel reductor que
muestra el ratio de expresién de Fc y Fc-IL2 derivada de 1gG.
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Las Figuras 12D-E representan un analisis Western blot de muestras no reducidas (panel D) y reducidas (panel E)
de las proteinas Fc/Fc-IL2 de las Figuras 12B-C. Muestras duplicadas de Fc(GA SEED)/Fc(AG SEED)-IL2
“completa” (carriles 1 y 4), Fc(GA SEED)/Fc(AG SEED)-IL2 “de superficie” (carriles 2 y 5), y Fc/Fc-IL2 parental
(carriles 3 y 6) se cargaron, y el blot se hibridé utilizando anticuerpos de 1gG Fc anti-humano (carriles 1-3) y de IL-2
antihumana (carriles 4-6).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion proporciona métodos para el disefio de dominios de inmunoglobulina heterodimérica que, de
manera preferente, heterodimerizan o heteromultidimerizan. En particular, la invencién utiliza una estrategia de
“Dominio Modificado por Intercambio de Cadena” (SEED, por sus siglas en inglés), para modificar por ingenieria
genética una interfaz de interaccién proteina-proteina que promueve la heterodimerizaciéon o heteromultimerizacién.
La invencion ademds proporciona proteinas multidominio que contienen dominios modificados por ingenieria
genética utilizando esta aproximacion. Por tanto, la presente invenciéon representa un avance significativo en la
ingenieria de proteinas.

Varios aspectos de la invencion se describen en mayor detalle en las siguientes sub-secciones. El uso de sub-
secciones no pretende limitar la invencion. Cada sub-seccién puede aplicarse a cualquier aspecto de la invencion.

Tal como se utiliza en la presente patente, una “inmunoglobulina multidominio” incluye cualquier inmunoglobulina
que contenga dos 0 mas dominios. Los dominios pueden encontrarse en un Unico polipéptido; también pueden
encontrarse en diferentes polipéptidos. La “heteromultidimerizacion” hace referencia a dominios no idénticos que
forman un complejo multimérico mediado por interacciones de dominios. Una “proteina heteromultidimérica” es una
molécula de proteina que comprende al menos una primera subunidad y una segunda subunidad, cada subunidad
contiene un dominio no idéntico. El heteromultimero puede incluir un “heterodimero” formado por la primera y la
segunda subunidad o puede formar estructuras de orden mayor (por ejemplo, ternarias), donde se encuentran
presentes polipéptidos de las subunidades ademas de la primera y la segunda subunidad. De manera habitual, cada
subunidad contiene un dominio. Estructuras a modo de ejemplo para el heteromultimero incluyen heterodimeros,
heterotrimeros, heterotetrameros (por ejemplo, un anticuerpo biespecifico) y estructuras oligoméricas adicionales.

Tal como se utiliza en la presente patente, un “dominio” incluye cualquier regién de un polipéptido que es
responsable para el ensamblaje selectivo con un comparfiero de ensamblaje de interés (por ejemplo, otro dominio,
ligando, receptor, sustrato o inhibidor). Dominios de ejemplo incluyen un dominio constante de una superfamilia
inmunoglobulina, tal como un dominio CH2 o CH3, un dominio de unién a receptor, un dominio de unién al ligando,
un dominio enzimatico, o cualquier polipéptido que ha sido modificado genéticamente y/o seleccionado para unirse a
una diana. Cuando dos dominios se ensamblan entre si, confluyen en una interfaz de interaccion protein-proteina.
Tal como se utiliza en la presente patente, una ‘“interfaz de interaccién proteina-proteina”, una “interfaz de
interaccion”, o una “interfaz” incluye aquellos residuos “de contacto” (residuos aminoacidos u otros no aminoacidos
tal como los grupos carbohidratos, NADH, biotina, FAD o grupo hemo) en el primer dominio que interactia con uno o
mas residuos “de contacto” (grupos aminoacidos u otros no aminodacidos) en la interfaz del segundo dominio. Tal
como se utiliza en la presente patente, un residuo “de contacto” hace referencia a cualquier residuo aminoacido o no
aminoacido de un dominio que interactiia con otro residuo aminoacido o no aminoacido de un dominio diferente,
mediante fuerzas de van der Waals, enlaces de hidrégeno, enlaces de hidrégeno mediados por agua, puentes de sal
u otras fuerzas electrostaticas, interacciones de atraccién entre cadenas laterales aromaticas, la formacion de los
puentes de disulfuro, u otras fuerzas conocidas para un experto en el arte. De manera habitual, la distancia entre los
carbonos alfa de los dos residuos aminoacidos de contacto que interactlan en la interfaz de interaccién no es mayor
a 12 A. De forma mas habitual, la distancia entre los carbonos alfa de los dos residuos aminoacidos de contacto que
interactdan en la interfaz de interaccion no es mayor a 11 A.

Tal como se utiliza en la presente patente, un “dominio parental” hace referencia a cualquier dominio de ensamblaje
existente, tal como se ha descrito con anterioridad, que pueda ser utilizado como una secuencia parental para el
disefio de un dominio modificado genéticamente mediante la estrategia de intercambio de cadena. Dominios
parentales adecuados estan habitualmente relacionados o son homologos, y tienen una especificidad de ensamblaje
particular. “Homélogo” significa dos dominios que comparten al menos un 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 62%,
65%, 68%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o0 99% de identidad de secuencia. Si los dominios parentales se
encuentran presentes en una soluciéon comun, pueden tender a homodimerizar en lugar de heterodimerizar entre si.
Tal como se utiliza en la presente patente, “dominios de ensamblaje existentes” incluyen secuncias naturales o de
tipo silvestre de organismos tales como un humano, ratén, levadura, bacterias, por nombrar algunos, ademas de
secuencias derivadas que han sido modificadas a partir de secuencias de tipo silvestre, tales como, por ejemplo,
secuencias que se han estabilizado; se han vuelto menos inmunogénicas; se han dotado con especificidad de
ensamblaje modificada, aumentada o disminuida, con propiedades enzimaticas modificadas, con solubilidad
modificada, o expresion aumentada; se han truncado; o se han fusionado a otro polipéptido. Los “dominios de
ensamblaje existentes” pueden ademas ser secuencias completamente o parcialmente sintéticas que se sintetizan
en base al disefio molecular, métodos de seleccion in vitro o in vivo (por ejemplo, sistema de dos hibridos en
levadura, expresion en fago (o phage display)), o combinaciones de los mismos.
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Un “dominio modificado genéticamente” hace referencia a un dominio modificado a partir de al menos dos dominios
parentales no idénticos. Un dominio modificado genéticamente también se denomina un dominio hijo. De forma
habitual, un dominio modificado genéticamente de la presente invencion contiene segmentos de secuencia de
aminoacidos derivados a partir de dos o mas dominios parentales homdlogos existentes. De manera preferente, la
interfaz de un dominio modificado genéticamente incluye aminoacidos derivados a partir de mas de un dominio
parental. La presencia de aminoacidos de diferentes dominios parentales otorga una especificidad de ensamblaje
distinta de las especificidades de ensamblaje de los dominios parentales. Por ejemplo, la presencia de los
aminoéacidos de diferentes dominios parentales promueve o aumenta la heterodimerizacion o heteromultimerizacion.

Un dominio modificado por intercambio de cadena (SEED) es un dominio modificado genéticamente que se ha
modificado a partir de, al menos, dos dominios parentales no idénticos, mediante el método de ingenieria genética
de intercambio de cadena descrito en detalle a continuacion.

Tal como se utiliza en la presente patente, un “polipéptido” hace referencia en general a cualquier polipéptido o
proteina que tiene mas de aproximadamente diez aminoacidos. De manera preferente, los polipéptidos mamiferos
(polipéptidos que se derivaron originalmente a partir de un organismo mamifero), se utilizan para la modificacion por
ingenieria genética de SEED, de manera mas preferente aquellos que son directamente secretados en el medio.
Ejemplos de polipéptidos bacterianos incluyen, por ejemplo, fosfatasa alcalina y B-lactamasa. Ejemplos de
polipéptidos de mamiferos incluyen moléculas tales como renina, una hormona del crecimiento, incluyendo la
hormona del crecimiento humana; hormona del crecimiento bovina; factor de liberacién de la hormona del
crecimiento; hormona paratiroidea; hormona estimulante del tiroides; lipoproteinas; a-1-antitripsina; cadena A de
insulina; cadena B de insulina; proinsulina; hormona estimulante del foliculo; calcitonina; hormona luteinizante;
glucagén; factores de coagulacion tales como factor VIIIC, factor IX, trombocinasa, y factor de von-Willebrand;
factores anticoagulacion tales como la Proteina C; factor natriurético auricular; tensioactivo pulmonar; un activador
del plasminégeno, tal como uroquinasa u orina humana o activador de tipo tisular del plasminégeno (t-PA, por sus
siglas en inglés); bombesina; trombina; factor de crecimiento hemopoyético; factor de necrosis tumoral -a y —3;
encefalinasa; quimiocina RANTES (del inglés Regulated on Activation Normal T-cell Expressed and Secreted,
expresada y secretada por linfocitos T normales y regulada en funcién de su grado de activacion); proteina
inflamatoria de macréfago humana (MIP-1-a); una seroalbimina, tal como la seroalbimina humana; sustancia
inhibidora de Miillerian; cadena A de relaxina; cadena B de relaxina; prorrelaxina; péptido asociado a gonadotropina
de ratén; ADNasa; inhibina; activina; factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus siglas en inglés);
receptores para hormonas o factores de crecimiento; proteina A o D; factores reumatoide; un factor neurotroéfico, tal
como el factor neurotréfico derivado de hueso (BDNF, por sus siglas en inglés); neurotrofina-3, -4, -5 0 -6 (NT-3, NT-
4, NT-5, o NT-6), o un factor de crecimiento nervioso tal como NGF-beta; factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF, por sus siglas en inglés); factor de crecimiento de fibroblastos, tal como AFGF y bFGF; factor de
crecimiento epidérmico (EGF, por sus siglas en inglés); factor de crecimiento transformante (TGF, por sus siglas en
inglés), tal como TGF-a y TGF-B, incluyendo TGF-f1, TGF-p2, TGF-B3, TGF-B4, o TGF-B5; Factores | y Il de
crecimiento similar a insulina (IGF-I e IGF-11); des(1-3)-IGF-I (IGF-I de cerebro), proteinas de union a factor de
crecimiento similar a insulina; proteinas CD, tales como CD-3, CD-4, CD-8, y CD-19; eritropoyetina; factores
osteoinductivos; inmunotoxinas; una proteina morfogenética 6sea (BMP); un interferén, tal como interferon —alfa, -
beta, y -gamma; factores estimuladores de colonias (CSFs, por sus siglas en inglés), por ejemplo, M-CSF, GM-CSF,
y G-CSF; interleucinas (ILs), por ejemplo, IL-1 a IL-10; superédxido dismutasa; receptores de linfocitos T; proteinas de
membrana de superficie; factor acelerador de la degradacion; proteinas de transporte; receptores de "homing";
adresinas; proteinas reguladoras; inmunoglobulinas (anticuerpos); y fragmentos de cualquiera de los polipéptidos
indicados anteriormente.

Tal como se utiliza en la presente patente, el “primer polipéptido” o “primera subunidad” es un polipéptido que se
encuentra asociado con un segundo polipéptido a través de la interaccién entre los dominios modificados
genéticamente. El “segundo polipéptido” o “segunda subunidad” es cualquier polipéptido que se encuentra asociado
con el primer polipéptido a través de la interaccién entre los dominios modificados genéticamente. Ademas de los
dominios modificados genéticamente, el primer y/o segundo polipéptido puede incluir uno o mas dominios bio-
activos adicionales, tales como, por ejemplo, un dominio variable de anticuerpo, dominio de unién al receptor,
dominio de unién al ligando o dominio enzimatico u otros “dominios de unién”, tales como dominios constantes de
anticuerpo (o partes del mismo), incluyendo dominios CH3 y CH2. Como un ejemplo, el primer polipéptido puede
incluir al menos un dominio modificado genéticamente de la invencién, tal como un dominio CH3 modificado
genéticamente de una inmunoglobulina, y puede formar la interfaz del primer polipéptido. El primer polipéptido puede
incluir, ademas, otros dominios de unién a la cadena pesada de anticuerpo (por ejemplo, CH1, CH2, o CH4), y
dominios bio-activos adicionales, tales como polipéptidos receptores (especialmente aquellos que forman dimeros
con otro polipéptido receptor, por ejemplo, heterodimeros de integrina y receptor de interleucina-8, por ejemplo, LFA-
1 o GBIlIb/llla), polipéptidos ligando (por ejemplo, citocinas, factor de crecimiento nervioso, neurotrofina-3, y factor
neurotréfico derivado del cerebro — ver Arakawa et al. (1994) J. Biol. Chem. 269(45):27833-27839 y Radziejewski et
al (1993) Biochem. 32(48):1350), y polipéptidos de dominio variable de anticuerpo (por ejemplo, diacuerpos y
BsAbs).
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Tal como se utiliza en la presente patente, “ensamblaje” hace referencia a una interaccién proteina-proteina que
ocurre durante la produccion de una proteina con mdltiples subunidades. Por ejemplo, durante la produccién de
anticuerpo, las cadenas liviana y pesada se sintetizan a partir de ribosomas asociados con el reticulo
endoplasmatico. Las cadenas individuales se pliegan entonces, y a continuacion se ensamblan en anticuerpos
maduros a través de la asociacion adecuada de cadenas livianas y pesadas. Por ejemplo, en el case de los
anticuerpos de IgG, el ensamblaje de la porcion Fab es, en un principio, impulsado principalmente por las
interacciones entre los dominios CH1 y CL, y también por las interacciones entre las regiones VH y VL. En el caso
de dos cadenas pesadas, la reaccion inicial de ensamblaje es la asociacion de dos dominios CH3. Estas reacciones
iniciales de ensamblaje son de forma usual, pero no siempre, continuadas con la formacién de un puente disulfuro
entre los polipéptidos de subunidades ensambladas. Tal como se utiliza en la presente patente, “ensamblaje” es
distinto a “unién”; ensamblaje hace referencia a los eventos de interaccion de proteinas que tienen lugar durante la
produccion de una proteina madura, tal como un anticuerpo antes de ser secretado de una célula, mientras que
unién hace referencia a los eventos de interaccion de proteinas que tienen lugar después de la secrecion, tal como
la interaccion de un anticuerpo con un antigeno o con un receptor Fc. En un sentido operativo, el ensamblaje de una
proteina diagnéstica o terapéutica tiene lugar durante la preparacion de la proteina terapéutica hasta, e incluyendo,
la colocacion de un producto en un vial, y la unién de una proteina diagnostica o terapéutica hace referencia a los
eventos que tienen lugar después de que una proteina terapéutica sea administrada a un paciente o cuando una
proteina diagnostica se utiliza en un test diagndstico.

Por “unién” se entiende la interaccién de una proteina con una proteina diana posterior a la sintesis y ensamblaje de
la proteina.

Ingenieria genética por intercambio de cadena

La presente invencion utiliza el hecho de que los dominios de proteinas naturales que median en las interacciones
proteina-proteina son, a menudo, homélogos o, en el caso de homodimeros, idénticos, y que tales proteinas y
dominios a menudo tan s6lo homodimerizan entre si, pero habitualmente no heterodimerizan con miembros de otras
familias, o no heterodimerizan con miembros de otras familias con una afinidad igual o mayor que sus afinidades
para la homodimerizacion. De acuerdo a la invencion, tales proteinas pueden ser utilizadas para disefiar proteinas
heterodiméricas o heteromultiméricas utilizando métodos de ingenieria genética de intercambio de cadena, descritos
en detalle a continuacion. Tales dominios modificados genéticamente también se conocen como “Dominios
Modificados genéticamente por Intercambio de Cadena” (“SEEDs”, por sus siglas en inglés). Las proteinas
multidominio que contienen tales dominios modificados genéticamente también se conocen como proteinas
modificadas genéticamente por intercambio de cadena.

La ingenieria genética por intercambio de cadena comienza, habitualmente, con un modelo estructural de un
dominio de proteina parental dimérico. Dos dominios parentales que pueden homodimerizar o dimerizar cada uno
con su compafiero de ensamblaje, pero no heterodimerizan entre si, se alinean estructuralmente. Los dominios
parentales pueden dimerizar de manera que se enfrenten en una posicion cara con cara, es decir, los comparferos
del dimero pueden estar relacionados mediante una simetria rotacional de 180 grados. Los dominios parentales
pueden también dimerizar de manera que se encuentren en una posicién cara con parte posterior.

Debido a la geometria de la simetria rotacional de las proteinas homodiméricas, existe de forma habitual una linea
de aminoacidos en la superficie de interaccion que interactia de manera homotipica. En otras palabras, existen
aminoacidos que interactlan con sus equivalentes en la otra subunidad. Por ejemplo, en el dominio CH3 de la IgG1,
estos aminoacidos incluyen L351, P352, T366, T394, P395, e Y407. Esta linea de aminoacidos se encuentra en
general paralela al eje de simetria rotacional del dimero. A la hora de elegir dominios parentales, resulta Util a
menudo elegir proteinas que homodimerizan de tal manera que el eje largo de la interfaz de dimerizacién no se
encuentre claramente paralelo al eje de simetria rotacional. Por ejemplo, los SEED basados en miembros de la
familia de cremallera de leucina son dificiles de construir, ya que la interfaz de dimerizacion es paralela al eje de
simetria, y muchas de las interacciones de aminoacidos son homotipicas. Por consiguiente, en algunos modos de
realizacién preferentes, los dominios modificados genéticamente de la invencion no son dominios de cremallera de
leucina. En contraste, los dominios de la familia CH3 resultan particularmente Utiles, ya que una porcién significativa
de la superficie de interaccion se encuentra fuera de la linea de simetria. Sin embargo, se reconocera por parte de
los expertos en el arte que la linea de simetria (es decir, una linea de aminoacidos que interactan de manera
homotipica), puede ser una simplificacion excesiva. Por ejemplo, las cadenas laterales de aminoacidos sobre la
linea de simetria pueden sefialar hacia el nicleo hidrofébico del dominio.

Una nueva interfaz de dimerizacion es conceptualmente disefiada y dividida en al menos dos regiones que, de forma
habitual, se encuentran en cada lado de la linea de interaccion homotipica (es decir, la linea de simetria). Los
nuevos dominios se disefian entonces por intercambio de cadena en donde dos secuencias de aminoacidos lineales
de dominio hijo se construyen a partir de dos secuencias de aminoacidos de domino parental alineadas, tomando
segmentos complementarios de cada secuencia parental. Como resultado, en las regiones de la interfaz de
dimerizacion, los dos dominios hijos (es decir, dos SEED) tienen segmentos de aminoacidos complementarios de
dominios parentales. Este concepto se encuentra ilustrado en las Figuras 1Ay 1B. Tal como se muestra en la Figura
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1A, dos secuencias SEED hijas, 1 y 2, se modifican genéticamente a partir de dos secuencias parentales, Ay B, de
manera enteramente complementaria. Si la Hija 1 tiene un segmento de aminoacidos del Parental A en una region
dada de la interfaz de interaccion, la Hija 2 tendra el correspondiente segmento de aminoacidos del Parental B. La
interfaz de interaccion se disefia de tal manera que al menos un segmento de una secuencia de aminoacidos en la
Hija 1 interactGia con un segmento de secuencia de aminoacidos en la hija 2 que derivé del mismo dominio parental.
En la Figura 1B, los dominios SEED hijos se derivan principalmente a partir de un dominio parental. Sin embargo, los
aminoéacidos en la interfaz de dimerizacion se derivan a partir de o bien a partir de un parental o de otro de forma
complementaria.

Debe sefalarse que la Figura 1A y la Figura 1B representan dos ejemplos extremos de la invencion, y que los SEED
pueden ser modificados genéticamente mediante métodos de la invencié que tienen disefios intermedios entre la
Figura 1Ay la Figura 1B. Por ejemplo, tal como se describe en los Ejemplos en mas detalles, es posible construir un
SEED basado en dominios parentales a partir de la familia del dominio CH3 de la inmunoglobulina. Los SEED hijos
pueden derivarse principalmente de manera complementaria a partir de la IgG y la IgA, pero los aminoacidos que
interactdan con FcRn se derivan de la IgG para preservar la interaccién con FcRn.

Por tanto, los SEED se modifican genéticamente mediante la combinacion de dos o mas dominios parentales
homélogos. Los dominios parentales son polipéptidos que difieren entre si por al menos cuatro aminodacidos. A la
hora de producir un SEED, las secuencias de los polipéptidos originales se alinean en base a sus homologias,
modelos estructurales tedricos, estructuras cristalinas o estructuras provenientes de soluciones de modelado, o una
combinacién de las mismas. Existe al menos un aminoéacido diferente en una o0 mas posiciones de secuencia
alineadas, o un nimero diferente de aminoacidos en al menos un par de secuencias originales alineadas. Las
secuencias parentales se dividen entonces en, al menos, dos segmentos que incluyen al menos un aminoacido cada
uno. Una secuencia SEED puede ser compuesta mediante la eleccién, de entre las secuencias originales, de la
deseada para cada segmento dividido. Un SEED a menudo difiere de cada secuencia parental individual en al
menos dos aminoacidos consecutivos, y en algunas ocasiones en tres, cuatro 0 mas aminodacidos consecutivos.
Ademas de seleccionar secuencias de los polipéptidos parentales originales, un SEED puede contener cualquier
aminoacido que se desee en cualquier posicion, tal como posiciones fuera de la interfaz disefiada, a fin de satisfacer
otras necesidades de disefio.

Existen posiciones en la secuencia del SEED donde la secuencia parental cambia de un parental a un segundo
parental. Estas posiciones se denominan puntos de intercambio o posiciones de intercambio. Los puntos de
intercambio o posiciones de intercambio, pueden incluir uno o mas aminoacidos cuya identidad puede ser
compartida por ambos parentales. De manera habitual, los puntos de intercambio se eligen de los aminoacidos en, o
cerca de, la linea de simetria, aunque los puntos también pueden ser elegidos. Los puntos de intercambio pueden
incluir aminoacidos no compartidos por los parentales. En este caso, la secuencia cambia de manera abrupta de un
parental a otro. Mas aun, los puntos de intercambio pueden incluir uno o mas aminoacidos que no pertenencen a
ninguno de los parentales. En este caso, de manera habitual, aparecen secuencias parentales diferentes en cada
lado de los aminoacidos nuevos. Si hay miltiples puntos de intercambio en la secuencia de un SEED, el nimero
total de segmentos parentales puede ser mayor a dos, hasta un namero mayor que el nimero de puntos de
intercambio. Estos segmentos parentales pueden seleccionarse de distintos dominios parentales. Por tanto, la
presente invencién contempla SEEDs que se modifican genéticamente a partir de mas de dos dominios parentales.

Para fines de conveniencia, cada SEED se identifica de acuerdo al orden de sus secuencias parentales,
comenzando con el N-terminal del SEED. En los ejemplos que se dan mas adelante, un AG SEED tiene un
segmento de secuencia de la IgAl en el extremo N-terminal, que luego cambia a un segmento de secuencia de la
IgG1 en el primer punto de intercambio. Un GA SEED tiene un segmento de secuencia de la IgG1 en el extremo N-
terminal, que luego cambia a un segmento de secuencia de la IgA1 en el primer punto de intercambio.

Por tanto, la interfaz de interaccién de los SEED de la ivencién incluye segmentos de secuencias de aminoacidos
derivados a partir de dos o mas dominios parentales. Como resultado, la interfaz de los SEED tiene propiedades de
interaccion distintas de las propiedades de interaccion de los dominios parentales. En particular, la presencia de
aminoacidos a partir de diferentes dominios parentales otorga una especificidad de ensamblaje distinta a la
especificidad de ensamblaje de cualquiera de los dominios parentales. Por ejemplo, la especificidad de
heterodimerizacion o heteromultimerizacion es aumentada por la presencia de aminoacidos de diferentes dominios
parentales en al intefaz de un SEED. Como resultado, un par de SEEDs forman heterodimeros entre si de manera
preferente sobre la formacion de homodimeros. Por tanto, cuando un par de SEEDs se expresan en un sistema de
expresion, heterodimeros de los SEED pueden ensamblar de manera especifica, de tal manera que los SEED
heterodiméricos puedan ser directamente recuperados del sistema de cultivo celular sin la necesidad de elaborar
pasos de separacion para extraer los homodimeros.

SEEDs basados en CH3

La homologia y las diferencias de la cadena principal entre las interfaces de dimerizacion de los dominios parentales
son importantes para la creacion de los SEED. Por tanto, de acuerdo a un modo de realizacién de la invencion, las
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clases de proteinas de inmunoglobulina son una fuente util para los dominios parentales. Los SEED pueden ser
creados utilizando secuencias parentales de dos clases de inmunoglobulina diferentes. Por ejemplo, los SEED
pueden ser modificados genéticamente a partir de dominios de la familia CH3 mediante el método de la invencion.
Dominios de la familia CH3 adecuados para el disefio de SEEDs incluyen, pero no se limitan a, dominios CH3 de la
IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgA, y la IgD, y los dominios CH4 de la IgE y la IgM.

Los dominios CH3 de la IgG1 y la IgA humana forman homodimeros pero no forman heterodimeros entre si. Por lo
tanto, los pares de SEED (por ejemplo, un AG SEED y un GA SEED), pueden ser modificados genéticamente a
partir de los dominios CH3 de la IgG1 y la IgA, de tal manera que pueden heterodimerizar entre si pero su habilidad
para homodimerizar es minima. De acuerdo con un modo de realizacion, la interfaz de ensamblaje en el dominio
CH3 se divide en dos regiones, las cuales se encuentran en cada lado de la linea de interacciones homotipicas. Las
interacciones homotipicas para los dominios CH3 de IgA y de IgGl pueden ser determinados mediante la
observacién e hibridando la estructura cristalina con una esfera de 1.4A, para determinar si las dos cadenas
laterales se encuentran o no suficientemente cerca para evitar el agua. Si las superficies se unen a través de la
interfaz, esto implica que las cadenas laterales se encuentran interactuando estrechamente. Por ejemplo, en el
dominio CH3 de tipo silvestre de la IgG1, los aminoacidos que interactian de manera homotipica incluyen, pero no
se limitan a, L351, P352, T366, T394, P395, y Y407. Para el dominio CH3 de tipo silvestre de la IgAl, los
aminoéacidos que interactian de manera homotipica incluyen, pero no se limitan a, L352, P353, T368, W398, A399 y
T414. En una subunidad SEED a modo de ejemplo, aquellos aminoacidos con cadenas laterales que sefialan hacia
el exterior, que se encuentran a la izquierda de la linea de interaccion homotipica, se toman del CH3 de la IgA, y
aquellos con cadenas laterales que sefialan hacia el exterior a la derecha de la linea de ineraccién homotipica a la
derecha de la linea de interaccion homotipica, se toman del CH3 de la IgG1. La eleccién de aminoacidos a lo largo
de la linea de interaccién homotipica se basa en consideraciones estructurales y se realiza sobre una base caso por
caso, aunque es probable que los aminoacidos de cualquiera de los dos dominios parentales puedan ser
seleccionados para una region de un SEED en particular.

Por ejemplo, un AG SEED basado en CH3 puede tener una secuencia polipeptidica como se muestra en la SEQ ID
NO:1, en donde X;, X5, 0 X3 pueden ser cualquier aminoacido. En algunos modos de realizacién, X; es Ko S, X, es
VoT,yXzesTo S. De manera preferente, X; es S, X, esV o T, y X3 es S. Un GA SEED basado en CH3 puede
tener una secuencia polipeptidica como se muestra en SEQ ID NO:2, en donde X3, X5, X3, X4, X5, 0 Xg pueden ser
aminoacidos. En algunos modos de realizacion, X; esLo Q, X, esAo T, XzesL,V,D,0T, XsesF, A D, E, G, H,
K,N,P,Q,R,S,0T,Xses Ao T,y Xg es E o D. De manera preferente, X; es Q, X, es Ao T, XzesL,V,D,0T, X4
esF,AD,E,G,H, K,N,P,Q,R,S,0T, Xses T,y Xg es D. Heterodimeros de SEED a modo de ejemplo pueden
incluir una subunidad SEED seleccionada de AG(FO) SEED (SEQ ID NO:3), AG(f) SEED (SEQ ID NO:4), o AG(f2)
SEED (SEQ ID NO:5), y la otra subunidad SEED seleccionada de GA(F0) SEED (SEQ ID NO:6), GA(f1) SEED (SEQ
ID NO:7), GA(f2) SEED (SEQ ID NO:8), o GA(f3) SEED (SEQ ID NO:9). Por ejemplo, un heterodimero de SEED
puede incluir subunidades AG(F0) SEED(SEQ ID NO:3) y GA(f0) SEED (SEQ ID NO:6). En otro ejemplo, un
heterodimero de SEED puede incluir subunidades AG(f2) SEED (SEQ ID NO:5) y GA(f2) SEED (SEQ ID NO:8). En
aln otro modo de realizacion, un heterodimero de SEED puede incluir subunidades AG(s0) SEED (SEQ ID NO:10) y
GA(s0) SEED (SEQ ID NO:11).

Dominios bio-activos

Los SEED de acuerdo a la presente invencion, resultan particularmente Utiles cuando se acoplan a un compafiero de
fusién. Un compafiero de fusion (X) puede fusionarse al N-terminal del SEED (X-SEED), también puede fusionarse
al C-terminal del SEED (SEED-X). Ademas, un compariero de fusion puede fusionarse al N-terminal y al C-terminal
del SEED al mismo tiempo (X-SEED-X). Dos diferentes comparieros de fusion pueden fusionarse a un SEED (X-
SEED-Y).

Dado que dos secuencias SEED habitualmente forman heterodimeros, es posible que al menos uno, dos, tres, o
cuatro comparfieros de fusién puedan contemplarse en el heterodimero de SEED. Por ejemplo, de acuerdo con un
modo de realizacion, el primer SEED hijo tiene un compafiero de fusion, y el segundo SEED hijo no tiene compariero
de fusion, dando como resultado las siguientes configuraciones a modo de ejemplo: SEED-X heterodimerizado a
SEED; o X-SEED heterodimerizado a SEED. En un ejemplo adicional, el primer SEED hijo tiene dos compafieros de
fusién diferentes (X, Y), y el segundo SEED hijo tiene dos compafieros de fusion diferentes (W, Z) que difieren de los
comparieros de fusién del primer SEED hijo. Posibles configuraciones a modo de ejemplo incluyen, pero no se
limitan a: X-SEED-Y heterodimerizado a W-SEED-Z; X-SEED-Y heterodimerizado a Z-SEED-W; Y-SEEDX
heterodimerizado a W-SEED-Z; o Y-SEED-X heterodimerizado a Z-SEED-W. De acuerdo a la invencion, un SEED
puede también tener dos 0 mas compafieros de fusién (X) fusionado secuencialmente a, por ejemplo, el N-terminal
(X-X-SEED). De manera alternativa, en otro modo de realizaciéon de la invencion, el primer SEED hijo tiene un
compafiero de fusion (X), y el segundo SEED hijo tiene un compafiero de fusion (Y), dando como resultado las
siguientes configuraciones a modo de ejemplo: X-SEED heterodimerizado a Y-SEED; X-SEED heterodimerizado a
SEED-Y; o SEED-X heterodimerizado a SEED-Y. En aun otro modo de realizacion de la presente invencion, el
primer SEED hijo tiene un compafiero de fusion (X), y el segundo SEED hijo tiene dos compafieros de fusion (Z, Y).
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Posibles configuraciones a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a: X-SEED heterodimerizado a Y-SEED-Z;
X-SEED heterodimerizado a Z-SEED-Y; SEED-X heterodimerizado a Z-SEED-Y; o SEED-X heterodimerizado a Y-
SEED-Z. Configuraciones a modo de ejemplo se ilustran en la Figura 1C.

En particular, un compafiero de fusién puede ser uno o mas dominios bio-activos, incluyendo cualquier proteina
biolbgicamente activa o una porcion biolégicamente activa de la misma. Por ejemplo, un dominio bio-activo puede
incluir una regioén variable o constante de anticuerpo, incluyendo, pero sin limitarse a, un dominio VL, un dominio VH,
un Fv, un Fv de cadena Unica, un diacuerpo, un fragmento Fab, un Fab de cadena Unica, o un F(ab’),.

De acuerdo con la invencion, los compafieros de fusion pueden acoplarse a las fracciones SEED directamente o
indirectamente. Por ejemplo, un compafiero de fusion puede estar ligado a una fraccion SEED mediante un péptido
conector, tal como se ha descrito en las Patentes Estadounidenses Nos. 5,258,498 y US 5,482,858 de Huston et al.,
0 U.S. Patent Nos. 5,856,456 y US 5,990,275 de Whitlow et al., cuyos contenidos se incorporan en la presente
patente a modo de referencia. De forma habitual, un péptido conector adecuado puede contener residuos de glicina
y serina. De manera habitual, un péptido conector adecuado puede ademas presentar diferentes propiedades. Por
ejemplo, en algunos modos de realizacién, un conector puede ademas incluir un sitio de corte para la proteasa, tal
como un sitio de reconocimiento de metaloproteinasa de matriz.

Por tanto, la presente invencion proporciona un método novedoso para producir anticuerpos multiespecificos
basados en la tecnologia SEED. Un anticuerpo multiespecifico es una molécula que tiene especificidades de union
para al menos dos antigenos diferentes. Mientras que tales moléculas se unen, de manera habitual, Gnicamente a
dos antigenos (es decir, BsAbs), los anticuerpos con especificidades adicionales, tales como anticuerpos tri-
especificos o tetra-especificos se encuentran incluidos por esta expresion cuando se utiliza en la presente patente.
Ejemplos de BsAbs incluyen aquellos que se unen a diferentes antigenos en la misma superficie celular, o aquellos
gue se unen a un antigeno de superficie celular y a un antigeno que no es de superficie celular. Un antigeno que no
es de superficie celular incluye, pero no se limita a, un antigeno intracelular o extracelular, un antigeno soluble o
insoluble. Los anticuerpos multiespecificos pueden unirse a diferentes antigenos de forma simultanea, aunque la
unién simultanea no se requiere para la funcién de los anticuerpos multiespecificos. En algunas aplicaciones, los
antigenos se encuentran, de manera preferente, relacionados de forma funcional, tal como EGFR y HER2. En
particular, tipos Utiles de anticuerpos multiespecificos incluyen, pero no se limitan a, anti-EGFR/anti-HER2; anti-
EGFR/anti-HER2/anti-HERS3; anti-EGFR/anti-HER3; anti-EGFR/anti-HER2/anti-IGF1R; anti-EGFR/anti-HER2/anti-
HER3/anti-IGF1R; anti-EGFR/anti-HER3/anti-IGF1R; anti-EGFR/anti-IGF1R; y anti-HER2/anti-IGF1R. Otras
combinaciones de especificidades que implican la familia EGFR, HER y IGF1R se encuentran dentro del alcance de
la presente invencion.

Ejemplos adicionales de BsAbs incluyen aquellos con un brazo dirigido contra un antigeno de célula tumoral y el otro
brazo dirigido contra una molécula gatillo citotdxica, tal como anti-FcyRl/anti-CD 15, anti-p185HER2 /FcyRIIl (CD 16),
anti-CD3/ anti-célula B maligna (1D10), anti-CD3/ anti-p 185HER2, anti-CD3/ anti-p97, anti-CD3/anti- carcinoma de
células renales, anti-CD3/anti-OVCAR-3, anti-CD3/L-D1 (anti-carcinoma de colon), anti-CD3/anti-analogo de la
hormona estimulante de melanocitos, anti-receptor EGF/anti-CD3, anti-CD3/anti-CAMAL, anti-CD3/anti-CD19, anti-
CD3/MoV18, anti- molécula de adehesion celular neuronal (NCAM, por sus siglas en inglés)/ anti-CD3, anti-proteina
de unién al folato (FBP)/anti-CD3, anti-pan antigeno asociado con carcinoma (AMOC-31)/anti-CD3; BsAbs con un
brazo que se une especificamente a un antigeno tumoral y un brazo que se une a una toxina tal como la anti-
saporina/anti-id-1, anti-CD22/anti-saporina, anti-CD7/anti-saporina, anti-CD38/anti-saporina, anti-CEA/anti-cadena A
de la ricina, anti-interferon-a (IFN-a)/ anti-idiotipo de hibridoma, anti-CEA/ anti-vinca alcaloide; BsAbs para convertir
los farmacos activados por enzimas, tales como el anti-CD30/anti- fosfatasa alcalina (la cual cataliza la conversion
del profarmaco mitomicina fosfato a mitomicina alcohol); BsAbs que pueden ser utilizados como agentes
fibrinoliticos, tales como el anti-fibrina/ anti-activador del plasmindgeno tisular (tPA), anti-fibrina/anti-uroquinasa-tipo
activador del plasmindégeno (uPA); BsAbs para dirigir complejos inmunes a los receptores de superficie celular, tal
como el anti- lipoproteina de baja densidad (LDL) /anti-receptor Fc (por ejemplo, FcyFl, FcyRIl o FcyRIll); BsAbs para
su uso en la terapia de enfermedades infecciosas, tal como un anti-CD3/ anti-virus herpes simplex (VHS), anti-
receptor de linfocito T: complejo CD3 /anti-influenza, anti-FcyR/anti-VIH, BsAbs para la deteccion tumoral in vitro o in
vivo, tal como el anti-CEA/anti-EOTUBE, anti-CEA/anti-DPTA, anti-p185HER2/ anti-hapteno; BsAbs como adyuvantes
de vacunas; y BsAbs como herramientas diagndsticas, tales como anti-IgG de conejo/anti-ferritina, anti-peroxidasa
de radbano (HRP, por sus siglas en inglés)/anti-hormona, anti-somatostatina/ anti-sustancia P, anti-HRP/anti-FITC,
anti-CEA/anti-B-galactosidasa. Ejemplos de anticuerpos trie-specificos incluyen el anti-CD3/anti-CD4/anti-CD37, anti-
CD3/anti-CD5/anti-CD37 y el anti-CD3/anti-CD8/anti-CD37.

De acuerdo a la invencion, otros dominios bio-activos incluyen hormonas, citocinas, quimiocina, enzimas secretadas,
ligandos, porciones extracelulares de receptores transmembrana, o receptores. Las hormonas incluyen, pero no se
limitan a, hormonas del crecimiento, o péptido similar al glucagén (GLP-1). Las citocinas incluyen, pero no se limitan
a, interleucina-2 (IL-2), IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-18, IL-21, IL-23, IL-31; factores
hematopoyéticos tales como el factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF, por sus siglas
en inglés), factor estimulante de colonias de granulocitos o G-CSF y eritropoyetina; factores de necrosis tumoral
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(TNF, por sus siglas en inglés), tal como el TNFa; linfocinas tales como la linfotoxina; reguladores del proceso
metabdlico tales como la leptina; e interferones (IFN) tales como el INF-a, INF-B, e IFN-y.

Por tanto, las inmunoglobulinas heterodiméricas modificadas genéticamente de la presente invencién permiten la co-
localizacién de diferentes dominios bio-activos en un sistema biolégico. Esto puede lograrse, por ejemplo, en el
contexto de una proteina multimérica que incorpora dos dominios variables de anticuerpo diferentes, donde un
dominio variable de anticuerpo se fusiona a un dominio modificado genéticamente, y un segundo dominio variable de
anticuerpo se fusiona a un segundo dominio modificado genéticamente que, de manera preferente, ensamble con el
primer dominio modificado genéticamente. La administracion de tal proteina modificada genéticamente causa que
dos actividades distintas — en este caso, actividades de unién — estén presentes en la misma molécula en el sitema
bioldgico, co-localizando las actividades dentro del sistema biol6gico. Si las actividades implican la unién a otras
moléculas (como una interaccién dominio variable de anticuerpo/antigeno, una interaccion ligando/receptor, etc.),
actividades enzimaticas, 0 una combinacién de las mismas, la presente invenciéon proporciona un sistema que
requiera que las actividades estén presentes en el mismo lugar permitiendo, por ejemplo, la focalizaciéon de una
actividad terapéutica a una célula o localizacién en particular; el entrecruzamiento de diferentes receptores o células;
la co-localizaciéon de un antigeno y adyuvante; etc. Esto puede lograrse mediante la administracion directa de una
proteina heteromérica modificada genéticamente a un sistema biolégico o mediante expresion de acido nucleico que
codifica las subunidades dentro del sistema biolégico. La expresién de acido nucleico permite la modificacién por
ingenieria genética de niveles adicionales de control en el sistema. Por ejemplo, la expresion de cada subunidad
puede ser regulada de manera diferencial, de tal manera que la proteina heteromérica completa y la co-localizacion
resultante de las actividades tiene lugar, Unicamente, ante la presencia de todas las condiciones que se requieren
para la expresion de cada subunidad.

Dominios modificados genéticamente con inmunogenicidad reducida

En otro modo de realizacién de la invencion, las secuencias de SEED pueden ser modificadas para reducir su
inmunogenicidad potencial. Debido a que los polipéptidos SEED son hibridos entre dos diferentes secuencias
humanas naturales, incluyen segmentos de secuencia en sus uniones que no se encuentran en proteinas humanas
naturales. En un organismo, estos segmentos de secuencia pueden ser procesados en epitopos de linfocitos T no
propios.

Métodos para analizar secuencias de péptidos por su potencial para crear epitopos de linfocitos T, son bien
conocidos en el arte. Por ejemplo, ProPred (http://www.imtech.res.in/raghava/propred; Singh y Raghava (2001)
Bioinformatics 17:1236 - 1237), es una herramienta disponible publicamente basada en la web que puede ser
utilizada para la prediccién de péptidos que enlazan alelos HLA-DR. ProPred estd basado en un algoritmo de
predicion matricial descrito por Sturniolo para un conjunto de 50 alelos HLA-DR (Sturniolo et al., (1999) Nature
Biotechnol. 17:555 — 561). Al utilizar un algoritmo de tales caracteristicas, se decubrieron varias secuencias de
péptidos dentro de las secuencias polipeptidicas AG SEED y GA SEED, las cuales se predice que van a unirse a
multiples alelos MHC de clase Il con una fuerza de union significativa y, por lo tanto, potencialmente inmunogénica.

Por ejemplo, en un modo de realizacion, las secuencias AG SEED y GA SEED se modifican para eliminar uno o mas
epitopos de linfocitos T presentes en la secuencia SEED. Esta modificacién puede incluir la sustitucion, delecién, o
modificacién de uno o mas residuos de aminoacidos a fin de eliminar el epitopo de linfocito T. La tabla 1 presenta
una lista de secuencias de péptidos que son epitpopos de linfocitos T potenciales en el AG SEED y GA SEED, y
posibles sustituciones de aminoacidos que se predice que reducen o eliminan el epitopo de linfocito T.

AG(f0) SEED

Pos Péptido Sustitucién de Aminoacido
32 | FYPKDIAVE (SEQ ID NO:12) | K35S

67 | FAVTSKLTV (SEQ ID NO:13)
69 VTSKLTVDK (SEQ ID NO:14)
99 YTQKTISLS (SEQ ID NO:15) | T103S

V75T
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Tabla 1 (continuacion)

GA(f0) SEED

Pos Péptido Sustitucion de Aminoacido

18 | LALNELVTL (SEQ ID NO:16)
20 | LNELVTLTC (SEQ ID NO:17) | L23Q
23 | LVTLTCLVK (SEQ ID NO:18)
54 | YLTWAPVLD (SEQ ID NO:19) | A58T

55 | LTWAPVLDS (SEQ ID NO:20) | L61V,D,T

61 | LDSDGSFFL (SEQ ID NO:21) | L61V, D, T

67 | FFLYSILRV (SEQID NO:22) | F67A,D,E, G, H,K,N,P,Q,R, S, T
68 | FLYSILRVA (SEQ ID NO:23)
69 | LYSILRVAA (SEQ ID NO:24) | A76T
70 | YSILRVAAE (SEQ ID NO:25) | E78D
72 | ILRVAAEDW (SEQ ID NO:26)

La tabla 1 muestra los péptidos en AG(f0) SEED o GA(f0) SEED que se predice que van a unirse a los alelos HLA-

5 DR y que son epitopos de linfocitos T potenciales, y sustituciones de aminoacidos en residuos especificos (indicados
en negrita) dentro de los péptidos que se predice que reducen la union a los alelos HLA-DR. “Pos” indica la posicién
del péptido dentro de la secuencia. La numeracién de aminoacidos es secuencial y relativa al primer aminoacido de
la molécula SEED.

Los polipéptidos originales de AG SEED (AG(f0) SEED (SEQ ID NO:3)) and GA SEED (GA(f0) SEED (SEQ ID

10 NO:6)) “completo”, y algunas variantes de polipéptidos a modo de ejemplo, incluyendo AG(f1) SEED (SEQ ID NO:4),
AG(f2) SEED (SEQ ID NO:5), GA(f1) SEED (SEQ ID NO:7), GA(f2) SEED (SEQ ID NO:8), y GA(f3) SEED (SEQ ID
NO:9), se muestran en los siguientes alineamientos.

Alineamiento de AG SEEDs (el punto indica la indentidad del residuo)
1 GQPFRPEVHLLPPSREEMTKNQVSLTCLARGFYPKDIAVEWESNGQPENNYKTTPSRQEP AG(£0) SEED

L o e sue mmemiene mamn Sba el o hiE SHNgmRE Pems Sn o S s Bwn i P BRI Pl AG(fl) SEED
1. 5 o5 i ovnas oo R s S e ShaEATNE o P ves enver BG(£2) ‘SEED
61 SQGTTTFAVTSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKTISL AG (£0) SEED
61 i snren o s SEE SR @ SR SN SNERE OB SHREN B AG(f1l) SEED
[ S S S... AG(£2) SEED

Alineamiento de GA SEEDs (el punto indica la indentidad del residuo)
1 GQPREPQVYTLPPPSEELALNELVTLTCLVKGFYPSDIAVEWLQGSQELPREKYLTWAPV GA{£0) SEED

. D T.. GA(fl) SEED
B & P ceerseseasasssessss.. GA(f2) SEED
T+ T sessunsassassnssassessssT.. GA{£3) SEED
61 LDSDGSFFLYSILRVAAREDWKKGDTFSCSVMHEALHNHYTQKSLDR GA{£0) SEED
61 Wirisna svanvas s T coamsmimmsamesm e et e e e R e e GA(f1l) SEED
5 B R A GA(f2) SEED
62 T uimess D...oovn TeDeevninrrnrsnascaansonoas ceu GA{f3) SEED

Modos de realizacidn adicionales a modo de ejemplo, de acuerdo a la invencion, se detallan en los ejemplos que
15 siguen a continuacion.

Ejemplos

EJEMPLO 1: Identificacion de estructuras homologas para convertirse en parentales de un SEED.
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En este grupo de ejemplos, la finalidad es producir dos SEED homodlogos de CH3 distintos que formaran dimeros
que favorezcan la formacion de un heterodimero sobre la formacién de dos posibles homodimeros, dando como
resultado, de ese modo, una predominancia de los heterodimeros homélogos de CH3. La primera tarea es identificar
dos o0 méas dominios CH3 que puedan producir este resultado cuando sean utilizados como parentales de un par de
SEEDs. El homodimero de CH3 forma una interfaz de dimerizacion entre las laminas]. Es importante encontrar dos
dominios CH3 que presenten diferencias significativas en esta interfaz, a fin de producir un par efectivo de SEEDs
que, de manera preferente, heterodimericen.

Los dominios CH3 de la IgG se encuentran estructuralmente sumamente conservados a través del reino animal,
conteniendo un clasico plegamiento tipo sandwich-C] del dominio de inmunoglobulina. Mientras que existen
diferencias significativas entre especies en las identidades de los aminoacidos que se observan en la superficie
exterior, la interfaz de la superficie de dimerizacién que queda sepultada al producirse la dimerizacion se conserva
en su mayoria.

Cada clase diferente de inmunoglobulina tiene su propia Fc, y en particular tiene su propio equivalente de la
secuencia y estructura de CH3 de la IgG. El examen del dominio CH3 en la estructura cristalina de la porciéon Fc de
una IgA1 humana (ndmero del PDB 10W0, resolucion 3.1A), revelé que el pleglamiento global era homélogo al CH3
de la IgG humana. La RMSD (por sus siglas en inglés) principal (desviacion cuadratica media) del alineamiento de
dominios CH3 unicos de la IgA Fc 10WO0 y de la IgG Fc 1L6X, excluyendo vueltas donde el alineamiento tenia
diferentes longitudes, era de aproximadamente 0.99 A. (Ver tabla 2). Sin embargo, la interfaz del homodimero del
CH3 de la IgA es diferente, de manera significativa, a aquél de la IgG1. Por tanto, dos SEED producidos a partir del
CH3 de la IgA1 humana y el CH3 de la IgG1 humana, contienen cada uno alguna porcion de la interfaz de la IgA1, y
algo de la IgG1, y se encuentran disefiados para no dimerizar entre ellos, ni con cualquier otro CH3 parental, pero si
para dimerizar, de manera preferente, con el otro SEED complementario.

Tabla 2. Alineamiento estructural de los dominios CH3 de la IgG y la IgA*

IgG Humana IgA Humana
Q342 - M358 N343 - L359
N361 - P387 E363 - E389
N390 - S400 K394 - P404
G402 - L443 T409 - R450

*Porciones de secuencias de IgG y de IgA fueron utilizadas para superponer estructuras
y determinar el RMSD de la cadena principal. El programa Insightll (Accelrys, San Diego,
CA) sobreimpuso los atomos de la cadena principal de los residuos Incluidos en las
secuencias estructuralmente homologas, numeradas anteriormente. El RMSD entre

las dos cadenas principales (dentro de las rangos de la tabla) fue de 0.99A.

Por ejemplo, el dominio CH3 de la IgA1 humana y el dominio CH3 de la IgG1 humana se utilizaron como
polipéptidos parentales. Para el alineamiento y la modelizacion estructural, se utilizaron las entradas del PDB de la
IgG1 1DN2 (resolucion 2.7A) y 1L6X (secuencia de CH3 sumamente homéloga a 1DN2, con dos diferencias de poca
importancia, resolucion 1.65 A), y la entrada del PDB de la IgA1 10WO (resolucion 3.1A). La Figura 2 muestra el
alineamiento estructural de las dos secuencias. EL dominio CH3 de la IgG1 se encuentra numerado de acuerdo a la
numeracion del indice EU de Kabat (Kabat et al., (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th
Edition, NIH Publication 91-3242), mientras que el dominio CH3 de la IgA se encuentra numerado secuencialemente
como en la estructura del PDB 10WO0. Las letras en negrita designan las posiciones de la cadena principal que
fueron incluidas en el alineamiento descrito en la Tabla 2, las cuales fueron utilizadas adicionalmente para disefar
puntos de cruce de unién en el disefio de los SEED.

EJEMPLO 2: Eleccion de los puntos de intercambio

Una vez que el alineamiento estructural se determina y que los residuos de la interfaz se identifican, los puntos de
intercambio se encuetran preparados para ser elegidos para crear los SEED. El homodimero de CH3 tiene una
simetria rotacional de 180° alrededor de un eje que transcurre entre los dominios de forma aproximadamente
perpendicular a las cadenas beta (Figura 4). Cada dominio tiene el N-terminal y el C-terminal en lados opuestos del
eje de simteria. Por lo tanto, los dominios CH3 dimerizan de una manera similar a un apretén de manos, donde,
Unicamente en una linea por el centro de la interfaz a lo largo del eje de simetria, los residuos en un lado entran en
contacto con el mismo residuo en el otro compafiero. Los residuos que se encuentran a cualquier lado de esa linea,
entran en contacto con el dominio del compafiero de manera enfrentada: por ejemplo, los residuos en el lado N-
terminal del primer dominio hacen contacto con residuos en el segundo dominio que se encuentran en el lado C-
terminal, y viceversa.
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En un modo de realizacion, un SEED basado en CH3 es disefiado para romper la simetria, haciendo los dos lados
diferentes. Por ejemplo, el intercambio de cadena hara un lado del dimero mas similar a la IgA1, y el otro lado mas
similar a la 1gG. Esta aproximacion crea dos SEED diferentes basados en CH3 que son aproximadamente
complementarios en su uso de los aminoacidos derivados de la IgG y la IgA. Tal como se muestra en las Figuras 3A
y 3B, la secuencia polipeptidica lineal va de un lado a otro entre las secuencias de IgG y de IgA a fin de producir un
lado fisico de la estructura dimerica similar a la IgA y el otro lado similar a la IgG. Por tanto, cada secuencia de un
SEED final contiene mdltiples puntos de intercambio, en cada uno de los cuales la secuencia lineal cambia de la IgA
alalgG o delalgG alaIgA (Figuras 3Ay 3B).

En general, existen varios mltiples puntos de intercambio potenciales en la secuencia polipeptidica que pueden ser
elegidos para alternar entre secuencias de IgA y IgG1l. Una consideraciéon importante es que la estructura final
deberia tener buenas caracteristicas estructurales (por ejemplo, estabilidad, plegamiento, expresion, homologia con
el original). Esto puede lograrse mediante inspeccion, modelizacion simple, calculo extensivo, ensayo y error,
seleccién, o mediante otros medios. En el modo de realizacion especifico descrito en el presente documento, la
homologia de secuencia entre los dominios CH3 de la IgA y de la IgG1 se utilizd para decidir los puntos de
intercambio. El alineamiento de las estructuras cristalinas del CH3 de la IgGl y la IgA, revelaron lineas
aproximadamente paralelas de aminoacidos a lo largo de un plano aproximado en angulo a través del area del
medio del dominio. Los residuos en el plano eran idénticos en ambas clases de CH3 en todo excepto en dos
cadenas en el alineamiento estructural de IgG1/IgA. Mas aun, el alineamiento de estructuras mostraba en general
las cadenas laterales de aquellos aminoacidos en las mismas orientaciones de los rotameros, en particular en el
nucleo hidrofébico. Se realizé entonces la hipétesis de que estos residuos podrian ser utilizados como puntos de
inercambio, y los residuos en uno u otro lado podrian ser modificados sin alterar la estructura global. Las Figuras 3A
y 3B muestran el alineamiento de secuencias con los puntos de intercambio resaltados en letras en negrita. Las
Figuras 5 y 6A-C muestran la estructura molecular que ilustra las localizaciones tridimensionales de los puntos de
intercambio.

En los dos casos donde los residuos no son los mismos en una region de unién, las opciones de puntos de
intercambio se basaron en consideraciones estructurales. En un caso, Pro395 y Pro396 en la IgG1 corresponden
estructuralmente a Ala399 y Ser400 en la IgAl. La division se realizé entre estos dos residuos. La otra localizacién
se encuentra cerca del C-terminal, Leu441 y Ser442 en la IgG1 corresponden estructuralmente a 11e448 y Asp449 en
la IgA1. De nuevo, la division se realizo entre estos dos residuos.

Las interacciones proteina-proteina estdn mediadas por la complementariedad de las dos superficies que
interactian. El factor dominante para la interaccion es la composicion y forma de esas superficies. Ya que las
estructuras de la cadena principal subyacentes y los interiores hidrofébicos de los dominios CH3 de la IgA y la IgG1
son similares, se contemplé de acuerdo a los principios de la invencion que tan sélo la superficie tendria que ser
modificada, mientras que el resto del dominio podria contener secuencias de IgG. En este caso, los puntos de
intercambio se disefiaron en las cadenas que forman la interfaz y se encontraban muy cerca uno del otro,
permitiendo que sélo se intercambiaran los residuos cruciales para la dimerizacién. Por tanto, como una alternativa,
es posible que el resto de la estructura pudiera estabilizar el dominio de ensamblaje, y asi los SEED de CH3 con un
Unico punto de intercambio en cada una de las siete cadenas podria tener ventajas.

Por lo tanto, dos tipos de SEED pueden ser disefiados y designados como “Completos” para los SEED en los que la
mayoria de o todos los residuos en el dominio estaban implicados en el intercambio de cadena (que corresponde a
la Figura 1A), o “De superficie” para los SEED en los que los Unicos residuos modificados se encuentran en la
interfaz de dimerizacion de CH3 (que corresponde a la Figura 1B).

En base a este Ejemplo, se podra apreciar por aquellos expertos en el arte que una variedad de estrategias pueden
ser utilizadas para generar SEEDs basados en los dominios constantes de la superfamilia inmonoglobulina.

EJEMPLO 3: Disefio de las secuencias de los AG y GA SEED “Completos”

Como un ejemplo, la manera mas sencilla de producir un SEED “Completo” seria utilizar una secuencia de IgA pura
en el primer lado del punto de intercambio, y una secuencia de IgG1 pura en el segundo lado del punto de
intercambio. Si el punto de intercambio se elige de manera adecuada, esto daria como resultado un SEED que
deberia plegarse de manera apropiada y tendria una superficie de dimerizacion similar a la IgGA1 en un lado (por
ejemplo, aproximadamente la mitad) del dominio, y una superficie de dimerizacion similar a la IgG en el otro lado. Un
SEED de ‘imagen espectral’ puede producirse de forma similar, en el que el primer lado esté compuesto de
secuencia de la IgG1l y el segundo lado esté compuesto de secuencia de la IgA. Cuando estos dos SEED se
expresan conjuntamente, formaran de manera preferente heterodimeros, ya que Unicamente en el heterodimero
estara cada superficie haciendo contacto con una superficie en el otro dominio que se adapta a su clase: es decir, la
primera mitad del primer SEED, que es similar a la IgA, hara contacto con la segunda mitad del segundo SEED, que
es también similar a la IgA, mientras que la segunda mitad del primer SEED, que es similar a la IgG1, hara contacto
con la primera mitad del segundo SEED, que es también similar a la IgG1l. Debido a que ambos lados de la
superficie de contacto son sumamente complementarios, la asociacion deberia ser fuerte. Por otro lado, cuando
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cualquiera de los SEED intenta formar un homodimero, cada mitad de la superficie de dimerizaciéon hara contacto
con una superficie en el SEED compafiero que proviene de una clase diferente: es decir, la primera mitad de un
SEED, que es similar a la IgA hara contacto con la segunda mitad del dominio compafiero, que es similar a la IgG; y
la segunda mitad del primer SEED, que es similar a la 1gG1, hara contacto con al primera mitad del dominio
compafiero, que es similar a la IgA. Debido a que estas superficies no son muy complementarias, su afinidad se vera
disminuida, dando como resultado una termodindmica que favorece la formacién de menos homodimeros y mas
heterodimeros.

En este ejemplo, el CH3 es la Unica parte de la Fc o del anticuerpo que fue modificada. El resto de la Fc o la
inmunoglobulina proviene de la IgG1 humana. Modificar la secuencia de aminoacidos dondo el CH3 entra en
contacto o interactlia con el CH2 podria, potencialmente, crear problemas con al interfaz entre los SEED de CH3 y
los dominios CH2 de la IgG1. Ademas, esta interfaz contiene el sitio de unién para FcRn, lo que otorga propiedades
importantes a la Fc que resulta deseable que se mantengan. Por lo tanto, se utilizé informacion estructural (Martin et
al. (2001) Molec. Cell 7:867) para identificar los residuos de CH3 implicados en las interacciones entre el CH3 y el
CH2, y entre Fc y FcRn. Se utilizaron secuencias de la IlgG1 humana para aquellos residuos en todos los SEED. Se
utilizé también modelizacion molecular para ayudar a elegir los residuos adyacentes para evitar modificar la
estructura de la superficie de interaccion de FcRn. La porcién de CH3 que interactia con el CH2 y con FcRn no
forma parte de la interfaz de dimerizacién, por lo tanto, era improbable que estas modificaciones obstaculizaran la
formacion de heterodimeros.

La Figura 3B tiene las secuencias de SEED “Completo” alineadas con las secuencias de la IgG1l y la IgA en
alineamiento estructural. Los residuos que residen en los puntos de intercambio se encuentran resaltados en negrita.
Los residuos que no fueron modificados debido a su importancia en mantener la interaccion con el CH2 y/o con
FcRn se encuentran subrayados.

EJEMPLO 4: Construccion de Fc heterodimérico y moléculas de anticuerpo que contienen SEEDs basados
en CH3

La siguiente aproximacion general fue utilizada para producir constructos HuFc y HuFc-IL2, ademas de constructos
de anticuerpo y anticuerpo-IL2, que contienen dominios CH3 de SEED en lugar de dominios CH3 de IgG1. El
dominio CH3 de la IgG1 se encuentra contenida casi enteramente en un fragmento de ADN genémico Ngo MIV /
Sma | de aproximadamente 0.4kb, que se encuentra presente en los plasmidos de expresion pdCs o pdHL que
expresan la region constante de una cadena pesada de la IgG1. Plasmidos de expresion a modo de ejemplo son,
por ejemplo, pdCs-huFc-IL2 (ver, por ejemplo, Lo et al., Protein Engineering [1998] 11:495), o pdHL7-KS-IL2 (ver,
por ejemplo la Patente estadounidense US Patent 6,696,517). El sitio Ngo MIV se encuentra dentro de la secuencia
del intron inmediatamente 5’ del exdn que codifica el CH3 de la IgG1, y el sitio Sma | se encuentra en una secuencia
qgue codifica Sers44Pros45Glysse cerca del C-terminal de la 1IgG1 (indice EU de Kabat). Una secuencia de ADN a
modo de ejemplo de Fc de la IgG1 humana madura, expresado a partir de un vector pdCs, se muestra en SEQ ID
NO:27. El reemplazo del fragmento Ngo MIV / Sma | parental con un fragmento Ngo MIV / Sma | que codifica un
SEED de CH3 de la invencion, genera tras la expresién un polipéptido que contiene una regién constante con un
SEED de CH3.

SEQ ID NO:27

Secuencia de ADN en pdCs que codifican Fc de IgG1 humana madura que incluye un residuo de Lisina terminal
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GAGCCCARAATCTTCTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGGTAAGCCAGCCCAGGCLTT
GCCCTCCAGCTCAAGGCGGGACAGGTGCCCTAGAGTAGCCTGCATCCAGGGACAGGCCCCAGCCG
GGTGCTGACACGTCCACCTCCATCTCTTCCTCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTT
CCTCTTCCCCCCARAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGG
TGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCARGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
CATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCT
CACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAARAGCCC
TCCCAGCCCCCATCGAGARAACCATCTCCARAGCCARAGGTGGGACCCGTGGGGTGCGAGGGCCA
CATGGACAGAGGCCGGCTCGGCCCACCCTCTGUCCTGAGAGTGACCGCTGTACCAACCTCTGTCC
CTACAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACLCTGCCCCCATCACGGGAGGAGATGACCARG
ARCCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGA
GAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGAECECGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCT
TCTTCCTCTATAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCCCCGGGTAA
ATGA

Se utilizaron técnicas estandar para obtener secuencias de ADN que codifican los SEED de CH3 de la invencion.
Por ejemplo, moléculas de ADN con las siguientes secuencias como se muestran en SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29,
SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32, y SEQ ID NO:53, fueron sintetizadas de novo y propagadas en un
plasmido portador derivado de pUC (Blue Heron Biotechnology, Bothell, WA).

SEQ ID NO:28

Fragmento Ngo MIV / Sma | de ADN, que contiene secuencia que codifica AG(f0) SEED (subrayado correspondiente
a la Figura 3B, “AG SEED Completo”):

gccggetcggeccaccctetgecctgagagtgaccgetgtaccaacctetgteecctacaGGGLAG
CCCTTCCGGCCAGAGGTCCACCTGCTGCCCCCATCACGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAG
CCTGACCTGCCTGGCACGCGGCTTCTATCCCAAGGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGC
AGCCGGAGRACAACTACAAGACCACGCCTTCCCGGCAGGAGCCCAGCCAGGGCACCACCACCTTC
GCTGTGACCTCGAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGATGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTC
CGTGATGCATCGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGACCATCTCCCTGtccececggg

SEQ ID NO:29

Fragmento Ngo MIV / Sma | de ADN, que contiene secuencia que codifica AG(s0) SEED (subrayado
correspondiente a la Figura 3A, “AG SEED De superficie”):

gccggctcggecccaccctctgeccctgagagtgaccgetgtaccaacctotgtecctacaGGGCAG
CCCTTCGAACCAGAGGTCCACACCCTGCCCCCATCACGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAG
CCTGACCTGCCTGGTCCGCGGCTTCTATCCCAGCGACATCCCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGL
AGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTTCCCGGCTGGAGCCCAGCCAGGGCACCACCACCTTC

GCTGTGACCTCGAAGCTCACCGTGGACARGAGCAGATGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTC
CGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGtLcccegygy

21



ES 2395969 T3

SEQ ID NO:30

Fragmento Ngo MIV / Sma | de ADN, que contiene secuencia que codifica GA(f0) SEED (subrayado correspondiente
a la Figura 3B, “GA SEED Completo”):

gccggctecggeccacectectgecctgagagtgaccgectgtaccaacctectgtececctacaGGGCAG
CCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCACCGTCGGAGGAGCTGGCCCTGAACGAGCTGGT
GACGCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCLCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGCTGCAGGGGT
CCCAGGAGCTGCCCCGCGAGAAGTACCTGACTTGGCGCACCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTC
TTCCTCTATAGTATACTGCGCGTGGCAGCCGAGGACTGGAAGAAGGGGGACACCTTCTCATGCTC
CGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCGACCGCtccceggyg

5 SEQ ID NO:31

Fragmento Ngo MIV / Sma | de ADN, que contiene secuencia que codifica GA(sO) SEED (subrayado

correspondiente a la Figura 3A, “GA SEED De superficie”):
gccggctcggecccaccctctgecctgagagtgaccgetgtaccaacctetgtecectacaGGGCAG
CCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCACCGTCGGAGGAGCTGGCCCTGAACAACCAGGT
GACGCTGACCTGCCTGGTCARAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATSG
GGCAGCCGGAGCCCCGCGAGAAGTACCTGACTTGGGCACCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTC

TTCCTCTATTCGATACTGCGCGTGGACGCRAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTC
CGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCACGAAGAGCCTLCTCCLCTGtcecceggg

SEQ ID NO:32

10 Fragmento Ngo MIV / Sma | de ADN, que contiene secuencia que codifica GA(f1) SEED (subrayado):

gcecggctcggcccaccctctgecctgagagtgacegetgtaccaacctetgtecctacaGGGCAG
CCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCACCGTCGGAGGAGCTGGCCCTGARCGAGCaGGT
GACGCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCLGTGGAGTGGCTGCAGGGGT
CCCAGGAGCTGCCCCGCGAGAAGTACCTGACTTGGaCcCCLCGTGgTGGAL TCC-GACGGCTCCTTC
TTCCTCTATAGTATACTGCGCGTGaCAGCCGALGACTGCARGAAGGGGGACACCTTCTCATGCTC
CGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCGACCGCtcccecgygg

SEQ ID NO:53

Fragmento Ngo MIV / Sma | de ADN, que contiene secuencia que codifica GA(f2) SEED (subrayado):
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gccggctcggcececcaccctctgecctgagagtgacegetgtaccaacctetgteccectacaGGGCAG
CCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCACCGTCGGAGGQGCTGGCCCTGAACGAGCaGGT
-GACGCTGACCTGCCTGGTCARAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGCTGCAGGGGT
CCCAGGAGCTGCCCCGCGAGARGTACCTGACTTGGGCaCCCGTGgacGACTCCGACGGCTCCcal
TTCCTCTATAGTATACTGCGCGTGaCAGCCGALtGACTGGAAGAAGGGGGACACCTTCTCATGCTC
CGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGARGAGCCTCGACLCGCtccecggg

Ademas, un polipéptido que contiene GA(f3) SEED puede ser codificado por la siguiente secuencia de ADN:
SEQ ID NO:54

Fragmento Ngo MIV / Sma | de ADN, que contiene secuencia que codifica GA(f3) SEED (subrayado):

gccggctcggeccaccctectgeecctgagagtgaccgetgtaccaacctctgtecctacaGGGCAG
CCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCACCGTCGGAGGAGCTGGCCCTGAACGAGCAGGT
GACGCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGCTGCAGGGGT
CCCAGGAGCTGCCCCGCGAGAAGTACCTGACTTGGaCcCCCGTGaccGACTCCGACGGCTCCgac
TTCCTCTATAGTATACTGCGCGTGaCAGCCGALGACTGGAAGAAGGGGGACACCTTCTCATGCTC
CGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCGACCGCtccccggy

Estas secuencias sintéticas fueron extendidas, de manera adicional, en su extremo 3’ con una extension de ADN
aleatorio de aproximadamente 50 bp, a fin de permitir la facil separacion del fragmento inserto deseado de Ngo MIV /
Sma | tomado por excisién y un fragmento de un vector plasmidico de tamafio similar durante la purificacion del
fragmento. Los fragmentos Ngo MIV / Sma | purificados fueron entonces ligados a un vector pdCs tratado de forma
similar, que podia contener o bien una fraccién Fc o una fraccién Fc-IL2, o0 de manera alternativa, a un vector pdHL
tratado de forma similar que podia contener o bien una fraccién DI-KS o una fraccion DI-KS-IL2. Por tanto, por
ejemplo, se obtuvo pdCs-HuFc(AG(f0))-IL2 que contiene el fragmento Ngo MIV / Sma | para AG(f0) SEED (SEQ ID
NO:28), y pdCs-HuFc(GA(f0)), que contiene el fragmento Ngo MIV / Sma | para GA(f0) SEED (SEQ ID NO:30).
pdCs-HuFc(AG(f0))-IL2 y pdCs-HuFc(GA(f0)) codifican una cadena polipeptidica Fc(AG(f0) SEED)-IL-2, y una
cadena polipeptidica Fc(GA(f0) SEED), respectivamente. Secuencias a modo de ejemplo de Fc(AG(f0) SEED)-IL-2 y
de Fc(GA(f0) SEED) se muestran como SEQ ID NO:33 y SEQ ID NO:34, respectivamente, a continuaciéon. Un
diagrama de la proteina heterodimérica resultante se muestra en la Figura 11A. Para obtener la expresion
simultanea de ambas cadenas polipeptidicas a partir de una célula hospedadora, las unidades de transcripcién para
estos polipéptidos de Fc se combinaron en un vector de expresion Unico, tal como se describe a continuacion en el
Ejemplo 5.

SEQ ID NO:33

Secuencia polipeptidica de un Fc(AG(f0) SEED)-IL2:

EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPFR
PEVHLLPPSREEMTKNQVSLTCLARGFYPKDIAVEWESNGQPENNYKTTPSRQEPSQGTTTFAVT
SKLTVDKSRWOQOGNVFSCSVMHEALHNHYTOKTISLSPGKAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLOMIL
NGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNIN
VIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFCQSIISTLT

SEQ ID NO:34
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Secuencia polipeptidica de un Fc(GA(f0) SEED):

EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNéTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPPSEELALNELVTLTCLVKGFYPSDIAVEWLOGSQELPREKYLTWAPVLDSDGSFFLY
SILRVAAEDWKKGDTFSCSVMHEALHNHYTQKSLDRSPGK
De manera similar, se obtuvo pdHL-DI-KS(AG(f0))-IL2, que contiene el fragmento Ngo MIV / Sma | para AG(f0)
SEED (SEQ ID NO:28), y pdHL-DI-KS(GA(f0)), que contienen el fragmento Ngo MIV / Sma | para GA(f0) SEED
(SEQ ID NO:30). pdHL-DI-KS(AG(fD))-IL2 y pdHL-DI-KS(GA(f0)) codifican la cadena pesada de DI-KS(AG(f0)

SEED)-IL-2 (SEQ ID NO:35), la cadena pesada de DI-KS(GA(f0) SEED) (SEQ ID NO:36), respectivamente. Ambos
vectores de expresion también codifican la cadena liviana de DI-KS (SEQ ID NO:37).

SEQ ID NO:35

Secuencia polipeptidica de la cadena pesada de DI-KS(AG(f0) SEED)-IL2:

QIQLVQSGPELKKPGSSVKISCKASGYTFTNYGMNWVRQAPGKGLKWMGWINTYTGEPTYADDFK
GRETITAETSTSTLYLQLNNLRSEDTATYFCVRFISKGDYWGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPS
SKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTIVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVQVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEﬁTISKARGQPFRPEVHLLPPSREEMTKNQVSLTCLARGFYPKDIAVEWESNGQPENNY
KTTPSRQEPSQGTTTFAVTSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKTISLSPGAAPTSSS
'TKKTQLQLEHLLLDLQMIINGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATELKHLQCLEEELKPLEEVLN
LAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFCQSIISTLT

SEQ ID NO:36

Secuencia polipeptidica de la cadena pesada de DI-KS(GA(f0) SEED):

QIQLVOSGPELKKPGSSVKISCKASGYTFTNYGMNWVRQAPGKGLKWMGWINTYTGEPTYADDFK
GRFTITAETSTSTLYLQLNNLRSEDTATYFCVhFISKGDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPS
SKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQ
TYICﬁVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPBVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPPSEELALNELVTLTCLVKGFYPSDIAVEWLQGSQELPR
EKYLTWAPVLDSDGSFFLYSILRVAAEDWKKGDT FSCSVMHEALHNHYTQKSLDRSPGK

SEQ ID NO:37

Secuencia polipeptidica de la cadena liviana de DI-KS:
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QIVLTQSPASLAVSPGQRATITCSASSSVSYILWYQQKPGQPPKPWIFDTSNLASGFPSRFSGSG
SGTSYTLTINSLEAEDAATYYCHQRSGYPYTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTAS

VVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEV
THQGLSSPVTKSFNRGEC

Para obtener un Unico vector de expresion que exprese tanto las unidades de transcripcién de la cadena pesada de
DI-KS(AG(f0) SEED)-IL-2 como de DI-KS(GA(f0) SEED), ademas de la unidad de transcripcion de la cadena liviana
comuln, se preparé un constructo esencialmente tal como sigue a continuacion: un fragmento Sal | / Mfe | de
aproximadamente 3.9 kb que contiene la secuencia que codifica KS(AG(f0) SEED)-IL-2 se tomé por excision del
constructo de expresién pdHL-10 (pdHL-10 es un vector de expresion de una generacion posterior de pdHL que
contiene un Unico sitio Sal | fuera de la unidad de transcripcién) y se ligd a un plasmido pBS digerido Sal | / Bam Hl,
conjuntamente con un fragmento conector doble Bam HI / Mfe I. Este fragmento conector doble estd compuesto de
Oligo 11 (SEQ ID NO:38) y Oligo12 (SEQ ID NO:39) y contiene un sitio Sal | interno.

Oligo11 (SEQ ID NO:38)
AATTGCCGGGTCGACATACG
0Oligo12 (SEQ ID NO:39)
GATCCGTATGTCGACCCGGC

El fragmento de 3.9 kb se tom6 entonces por excision del pBS como un fragmeto Sal | y se insert6 en el Unico sitio
Sal | de un constructo de expresion pdHL-10 que ya contiene las unidades de transcripcién que codifica la cadena
pesada de DI-KS(GA(f0) SEED) y la cadena liviana de DI-KS.

EJEMPLO 5: Ensayo para determinar las moléculas Fc heterodiméricas que contienen SEEDs basados en
CH3

Los ejemplos descritos en la presente patente implican la dimerizacion de CH3, lo que es un paso importante en la
nucleacién de la formacién de los dimeros de cadena pesada de Fc y de la inmunoglobulina. En teoria, si dos
fracciones Fc distintas (por ejemplo, denominadas A y B) que contienen dominios CH3 se expresan de manera
simultanea en una célula, podrian emparejar y formar moléculas diméricas de Fc en las siguientes configuraciones:
A:A, AB, y B:B. Si los dominios CH3 y los dominios bisagra son idénticos, se espera que tengan lugar las
configuraciones A:A, A:B, y B:B en un ratio 1:2:1 si A y B se expresan en cantidades iguales. Las cantidades
realtivas, la cinética y la termodinamica de las interacciones de A-A, A-B, y B-B son factores de regulacion
importantes para el ratio observado de estas tres especies finales, al igual que los niveles de expresion. En general,
cuando la proteina Ay la proteina B se expresan en cantidades relativas [A] y [B], donde [A] + [B] = 1, y se producen
homodimeros y heterodimeros en concentraciones relativas [AA], [A-B], y [B-B], si existe una asociacion insesgada,
estas especies diméricas estaran respectivamente presente en un ratio de [A]2:2*[A]*[B]:[B]2. Si la concentracién
relativa es [A-B] > 2*[A]*[B], entonces se facorece la heterodimerizacion, mientras que si la concentracion relativa es
[A-B] < 2*[A]*[B], entonces se favorece la homodimerizacién. Para un par SEED preferente, el ratio [A-B] / 2*[A]*[B]
es mayor que 2, y de manera preferente mayor que 3, y de manera mas preferente mayor que 5.

Para determinar los ratios de diferentes especies, se necesita una forma para distinguirlos mediante un ensayo. Una
manera sencilla de hacerlo es unir un compafiero de fusiéon a una de las subunidades Fc (por ejemplo, “A”), lo que
daria como resultado que cada una de las tres especies finales tuviera un peso molecular significativamente
diferente. Por consiguiente, se prepararon constructos para expresar tanto la Fc humana (HuFc) como la Fc humana
fusionada a la IL-2 humana (HuFc-IL-2) en una célula. Los constructos se preparaon como sigue a continuacion: El
gen para HuFc se tomé por exicisién de un vector que contiene una fraccion Fc (ver, por ejemplo, Lo et al., Protein
Engineering [1998] 11:495) mediante restriccion enzimatica en un sitio 5’ Xbal y un sitio 3' Xhol. El fragmento de 1.4
kb que contiene el gen HuFc fue pufirificado en gel y subclonado en un segundo vector, pdCS-MuFc-KS-kappa,
remplazando su muFc con HuFc. El gen HuFc fue flanqueado por dos sitios Sall en el exterior de la region
promotora.

Se eligié un tercer vector que contiene un gen que codifica HuFc-IL-2 y un Unico sitio Sall para recibir el gen HuFc.
El vector se cortd con Sall, se traté con Fosfatasa de Intestino de ternera (CIP, por sus siglas en inglés) y se purificd
en gel. El segundo vector fue digerido con Sall y se purifié en gel un fragmento de 2.5 kb. Este fragmento contenia el
gen HuFc y un promotor, y se inserté en el tercer vector purificado en gel. El vector final resultante contenia dos
unidades de transcripcion diferentes con versiones duplicadas de los mismos elementos regulatorios, donde una
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unidad de transcripcion controlaba la expresién de HuFc de tipo silvestre y la otra controlaba la expresién de HuFc-
IL-2 de tipo silvestre. Los constructos de expresién que contienen HuFc basado en SEED y HuFc-IL-2 basado en
SEED se produjeron de una manera similar.

Este vector final se expandid utilizando Qiagen maxi-prep. Se utilizé 10 mg de ADN para transfectar de manera
transitoria células de rifion de crias de hamster (BHK, por sus siglas en inglés), utilizando un kit de Lipofectamina
TM2000 (Invitrogen). Las células fueron divididas, una mitad se cultivd en un medio habitual, la otra mitad en un
medio libre de suero, durante dos dias. Se cosecharon los sobrenadantes (por ejemplo, 100 pl). Se afiadieron 10
microlitros de granulado de proteina A y se mezclaron durante la noche a 4° C para enlazar la proteina. Después de
lavarlos 3 veces con PBS que contiene 1% Triton-X100, las muestras se cargaron en Bi- y Tri- geles con gradiente
de 4-12% de electroforesis en Un-Page (Invitrogen), tanto bajo condiciones de reduccion como no reductoras. Los
geles se sometierona tincién con azul coloidal (Invitrogen) para la visualizacién directa de proteinas.

Los resultados de control tipicos se muestran en los carriles 8-10 en los geles que se muestran en la Figura 12. El
andlisis en gel reductor en la Figura 12C muestra el ratio de las subunidades HuFc y HuFc-IL-2. El andlisis en gel no
reductor en la Figura 12B muestra que las moléculas HuFc y HuFc-IL-2 dimerizan de forma aleatoria, con ninguna
preferencia para la heterodimerizacion en comparacion a la homodimerizacion.

Los geles fuero transferidos a membranas de nitrocelulosa para su andlisis por Western blot. En los Western blot, la
proteina se detectd de dos formas a fin de medir tanto el Fc como la IL-2. Se utilizaron los anticuerpos contra Fc de
la IgG humana (Jackson Inmunolabs) conjugadas con la peroxidasa de rabano (HRP) para detectar la Fc. Los blots
se detectaron con sustrato de quimioluminiscencia enzimatica o ECL (por sus siglas en inglés) y por exposicién de
pelicula. Un anticuerpo biotinilado contra la IL-2 humana (R&D systems) se utilizo para detectar la IL-2, y la sefial se
desarrollé mediante la adicion de avidina conjugada con HRP, y la deteccién con sustrato ECL y exposicion de
pelicula. Estos experimentos confirmaron la identidad de las bandas que se muestran en la Figura 12.

Para medir los niveles de heterodimeros y homodimeros formados durante la expresion de proteinas de GA
SEED/AG SEED “Completo” y GA SEED/AG SEED “De superficie”, se llevaron a cabo experimentos similares. Los
constructos del vector de expresion de expresion Unica que expresan una proteina de fusion AG SEED-IL2 y una
proteina GA SEED fueron construidos tal como se ha descrito con anterioridad para la expresion de Fc/Fc-IL2. Tal
como se muestra en los carriles 2-4 en las Figuras 12B y 12C, cuando las proteinas GA SEED (Fc(GA(f1)) SEED)
“Completas” y AG SEED-IL-2 (Fc(AG(f0)) SEED)-IL2) “Completas” fueron co-expresadas en células NS/0, la
heterodimerizacion se prefiri6 de manera clara, con homodimeros de Fc(AG SEED)-IL2 no detectables, y
Unicamente pequefias cantidades de homodimeros de Fc(GA SEED) fueron detectadas. De manera similar, tal como
se muestra en los carriles 5-7 en las Figuras 12B y 12C, cuando las proteinas GA SEED (Fc(GA(s0) SEED) “De
superficie” y AG SEED-IL-2 (Fc(AG(s0) SEED)-IL2) “De superficie” fueron co-expresadas en células NS/O, la
heterodimerizacion se favorecié6 de manera clara, con homodimeros Fc(AG SEED)-IL-2 no detectables, y
Unicamente pequefias cantidades del homodimero de Fc(GA SEED) detectado. Se estimd que los heterodimeros
contituyeron aproximadamente >90% de la cantidad total de proteinas ensambladas en la célula.

EJEMPLO 6. Propiedades de construccion, expresion, y heterodimerizacion de moléculas de SEED con
inmunogenicidad reducida.

Debido a que las secuencias de proteina de AG y GA SEED son hibridos entre dos secuencias humanas naturales,
estas secuencias incluyen segmentos de péptidos que no se observan en las proteinas humanas normales y que
pueden ser procesadas en epitopos de linfocitos T de Clase Il MHC no propios. Por lo tanto, las siguientes
secuencias se disefiaron para reducir la cantidad de epitopos de linfocitos T no propios potenciales en las
secuencias de AG SEED y de GA SEED, representadas por la secuencia polipetidica que se muestra en SEQ ID
NO:1 y SEQ ID NO:2, respectivamente, en donde Xj, X5, X3, X4, X5, 0 Xg pueden ser cualquier aminoacido. En
algunos modos de realizacién, en SEQ ID NO:1, X; es S, X, esV o T, y X3 es S. En algunos modos de realizacion,
en SEQ ID NO:2, X;esQ, X, esAoT,XzesL,V,D,0T,Xg4esF, A D E,G H K, N,P,QR,S, 0T, XsesT,y Xg
es D.

SEQ ID NO:1

Secuencia polipetidica de AG SEED, con las variantes de aminoacidos X; — Xa:
GQPFRPEVHLLPPSREEMTKNQVSLTCLARGFYPX;DIAVEWESNGQPENNYKTTPSRQEPSQGTT
TFAVTSKLTX;DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKX3ISL

SEQ ID NO:2
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Secuencia polipetidica de GA SEED, con las variantes de aminoacidos X; — X:

GQPREPQVYTLPPPSEELALNEX;VTLTCLVKGFYPSDIAVEWLQGSQELPREKYLTWX,PVX;3DS
DGSX,FLYSILRVX;AX¢DWKKGDTFSCSVMHEALHNHYTQKSLDR

La molécula de ADN (SEQ ID NO:32) que codifica la variante de SEED a modo de ejemplo GA(f1) SEED (SEQ ID
NO:7) fue creada mediante sintesis de novo y se introdujo en el vector de expresion pdCs, tal como se ha descrito
en el Ejemplo 4, produciendo el polipéptido Fc(GA(f1l) SEED).

SEQ ID NO:7

Secuencia polipeptidica de GA(f1) SEED:

GOPREPQVYTLPPPSEELALNEQVTLTCLVKGFYPSDIAVEWLOGSQELPREKYLTWTPVVDSDG
SFFLYSILRVTADDWKKGDTFSCSVMHEALHNHYTQKSLDR

Se introdujeron mutaciones en las variantes de las fracciones SEED a modo de ejemplo, AG(f1l) SEED (SEQ ID
NO:4), AG(f2) SEED (SEQ ID NO:5), y GA(f2) SEED (SEQ ID NO:8), mediante una aproximacién por PCR (reaccion
de la polimerasa en cadena) en dos pasos, en la que dos fragmentos de PCR mutagenizados que se solapan
parcialmente, de una primera ronda de amplificaciéon de PCR, se combinan en una segunda ronda de amplificacion
de PCR para generar el fragmento de tamafio completo final, utilizando métodos estandar familiares para aquellas
personas expertas en el arte. De manera esencial, dos reacciones PCR se llevaron a cabo en la primera ronda, cada
una con un cebador de PCR que incorporaba la secuencia mutante emparejada con un cebador flanqueador
adecuado que contiene sitios de restriccion apropiados, Ngo MIV para el cebador upstream y Sma | para el cebador
downstream, y un ADN modelo que codificaba la fraccion SEED parental apropiada. Los mismos cebadores de PCR
flanqueadores se utilizaron en la segunda reaccion de amplificaciéon de PCR, utilizando los productos de la primera
amplificacion de PCR como modelos. El fragmento resultante se cloné en un vector pCR2.1 (Invitrogen) y su
secuencia se verificd. Finalmente, el fragmento de ADN de Ngo MIV / Sma | de 0.4 kb se tom6 por excision del
vector, se purificé en gel, y se ligd a un plasmido de expresion destinatario tratado de forma similar, tal como se ha
descrito en el Ejemplo 4.

De manera especifica, para AG(f1) SEED, los pares de cebadores Oligo 1 (SEQ ID NO:40) / Oligo2 (SEQ ID NO:41)
y Oligo3 (SEQ ID NO:42) / Oligo4 (SEQ ID NO:43), con el modelo pdCs-Fc(AG(f0) SEED)-IL2, se utilizaron en la
primera ronda de reacciones de PCR. Oligol (SEQ ID NO:40) / Oligo4 (SEQ ID NO:43) se utilizaron en la segunda
ronda de reacciones de PCR, generando el fragmento de ADN que se muestra en SEQ ID NO:44, el cual fue
introducido en pdCs-Fc(AG(f0) SEED)-IL2. Para AG(fl) SEED, se utilizaron los pares de cebadores Oligol (SEQ ID
NO:40) / Oligo5 (SEQ ID NO:45) y Oligo6 (SEQ ID NO:46) / Oligo4.(SEQ ID NO:43), con el modelo pCR2.1 que
contiene la secuencia que se muestra en SEQ ID NO:44 en la primera ronda de las reacciones de PCR. Oligol
(SEQ ID NO:40) / Oligo4 (SEQ ID NO:43) se utilizaron en la segunda ronda de reacciones de PCR, generando el
fragmento de ADN que se muestra en SEQ ID NO:47, el cual fue introducido en pdCs-Fc(AG(f0) SEED)-IL2. Para
For GA(f2) SEED, se utilizaron los pares de cebadores Oligol (SEQ ID NO:40) / Oligo10 (SEQ ID NO:48) y Oligo7
(SEQ ID NO:49) / Oligo9 (SEQ ID NO:50) con el plasmido portador modelo pUC que contiene la secuencia que se
muestra en SEQ ID NO:32, en la primera ronda de reacciones de PCR. Oligol (SEQ ID NO:40) / Oligo9 (SEQ ID
NO:50) se utilizaron en la segunda ronda de reacciones de PCR, generando el fragmento de ADN que se muestra
en SEQ ID NO:47, el cual fue introducido en pdCs-Fc(GA(f2) SEED). Todas las secuencias a las que se ha hecho
referencia con anterioridad se muestran a continuacion.

Oligo1 (SEQ ID NO:40)
GCCGGCTCGGCCCACCCTCT
Oligo2 (SEQ ID NO:41)
CGGCGATGTCGCTGGGATAGAA
Oligo3 (SEQ ID NO:42)
TTCTATCCCAGCGACATCGCCG

Oligo4 (SEQ ID NO:43)
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CCCGGGGACAGGGAGATGGACTTCTGCGTGT

Oligo5 (SEQ ID NO:45)

GCTCTTGTCTGTGGTGAGCTT

Oligo6 (SEQ ID NO:46)

AAGCTCACCACAGACAAGAGC

Oligo7 (SEQ ID NO:49)
CCTGACTTGGGCACCCGTGGACGACTCCGACGGCTCCCACTTCCTCTATA
Oligo9 (SEQ ID NO:50)

CCCGGGGAGCGGTCGAGGCTC

0ligo10 (SEQ ID NO:48)
TATAGAGGAAGTGGGAGCCGTCGGAGTCGTCCAGGGGTGCCCAAGTCAGG
SEQ ID NO:44

Fragmento de ADN de Ngo MIV / Sma |, que contiene una secuencia que codifica AG(f) SEED (subrayado):

geeggeteggeecaccetetgeectgagagtgacegetgtaccaacctetgtecctacaGGGCAGCCCTTCCGGC
CAGAGGTCCAC CTGCTGCCCCCATCACGGGAGGAGATCGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGC

CTGGCACGCGGCTTCTATCCCAQecGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAA

CAACTACAAGACCACGCCTTCCCGGCAGGAGCCCAGCCAGGGCACCACCACCTTCGCTGTGACCT

CGAAGCTCACCGTGGACAAGACGCAGATGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCAT

GAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGECCATCTCCCTGt coceggy

SEQ ID NO:47

Fragmento de ADN de Ngo MIV / Sma |, que contiene una secuencia que codifica AG(f2) SEED (subrayado):

gccggceteggeccaccctctgoectgagagtgacegetgtaccaacctetgtccctacaGGGCAGCCCTTCC
GGCCAGAGGTCCACCTGCTGCCCCCATCACGGGAGGAGATGACCARGARCCAGGTCAGCCTGACCTGCCTSSG
CACGCGGCTTCTATCCCAQCGACA‘I‘CGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGA;ACAACTACAAGA
CCACGCCTTCCCGGCAGGAGCCCAGCCAGGGCACCACCACCTTCGCTGTGACCTCGAAGCTCACCacaGACA
AGAGCAGATGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGC TCTGCACAACCACTACACGC
AGAAGtCCATCTCCCTGtcoccecgygg '

Las secuencias Fc(AG(fl) SEED), Fc(AG(f2) SEED), Fc(GA(fl) SEED)-IL2 y Fc(GA(f2) SEED)-IL2 fueron
expresadas de manera individual y en combinaciones en células HEK 293T, y las proteinas secretadas resultantes
fueron parcialmente purificadas en base a la unién de Fc a la proteina A de Estafilococo y caracterizadas mediante
gel SDS-PAGE. Cuando las muestras se sometieron a gel SDS reductor, resulté aparente que las proteinas de
Fc(AG(f1) SEED) y Fc(AG(f2) SEED) fueron expresadas de manera muy deficiente por las mismas, lo que es similar
al caso de la proteina Fc(AG(f0) SEED) parental. Sin la intencién de estar sujetos a la teoria, la expresion deficiente
es muy probablemente el resultado de la protedlisis de la proteina monomérica que no tiene compafiero de
dimerizacién. La proteina de Fc (GA(fl) SEED)-IL2 fue expresada a un nivel alto, mientras que la proteina de
Fc(GA(f2) SEED)-IL2, que difiere en la sustitucion adicional de aminoacido Val75Thr, fue expresada a un nivel muy
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bajo. De nuevo, sin la intencién de estar sujetos a la teoria, la expresion deficiente puede ser el resultado de la
protedlisis de la proteina monomérica que no tiene compafiero de dimerizaciéon. Las combinaciones Fc(AG(f1)
SEED) mas Fc(GA(fl) SEED)-IL2, Fc(AG(f2) SEED) mas Fc(GA(f1l) SEED)-IL2, Fc(AG(fl) SEED) mas Fc(GA(f2)
SEED)-IL2, y Fc(AG(f2) SEED) mas Fc(GA(f2) SEED)-IL2, se sometieron a prueba y todas fueron expresadas a
niveles altos. Las mismas muestras se smetierona andlisis en gel no reductor y se confirmaron estos resultados.
Este andlisis indicé que, para las combinaciones, basicamente toda la proteina expresada era heterodimérica. Estos
resultados indican que ciertas variantes de proteinas de GA y AG SEED con inmunogenicidad reducida mantienen
su preferencia por la heterodimerizacién.

EJEMPLO 7. Expresion de una proteina de fusién anticuerpo-citocina utilizando regiones Fc de SEED.

Para demostrar mas aun la versatilidad de las regiones Fc basadas en SEED, un anticuerpo intacto con una Unica
fraccion IL-2 se construy6 tal como se ha descrito en el Ejemplo 4. Un diagrama de esta proteina se muestra en la
Figura 11B. De manera especifica, la proteina contiene regiones V de anticuerpo que se unen a EpCAM, y que
tienen las secuencias tal como describen en la Patente Estadounidense 6,696,517, dominios CH2 y CH1 de la IgG1
humana, Ckappa humana, los dominios GA y AG SEED, y la IL-2 humana fusionada al C-terminal de la cadena
pesada que contiene el AG SEED.

La proteina fue expresada en células de mamimeferos de acuerdo a técnicas estandar, produciendo una proteina
con las cadenas polipeptidicas que se muestran en SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:36, y SEQ ID NO:35.

La proteina resultante se caracterizé para determinar el grado en que las formas heterodiméricas fueron secretadas
a partir de células mamiferas. Por ejemplo, la proteina secretada se caracterizé mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida de SDS no reductor. En principio, podrian identificarse tres bandas, correspondientes a anticuerpos
con ninguna, una o dos fracciones de IL-2. El analisis en gel no reductor real mostrd, de manera predominante, una
banda Unica con un peso molecular correspondiente a un anticuerpo con una fraccion Unica de IL-2. Se observé una
banda mucho menos intensa con un peso molecular correspondiente a fracciones que no son de la IL-2, y una
banda con un peso molecular correspondiente a dos fracciones de la IL-2 no fue detectabla. Cuando las muestras se
redujeron antes de someterlas al andlisis en gel, se detectaron cantidades aproximadamente iguales de proteina
correspondiente a una cadena pesada de anticuerpo y a una IL-2 de cadena pesada.

La anterior descripcidon de la presente invencion proporciona ilustracién y descripcion, pero se pretende que sea
exhaustiva o que limite la invencion a la precisa que se ha revelado. Modificaciones y variaciones consistentes con
los contenidos expresados anteriormente pueden ser adquiridos a partir de la practica de la invencion. Por tanto, se
observa que el alcance de la invencion se define por las reivindicaciones y sus equivalentes.
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REIVINDICACIONES
1. Una molécula de inmunoglobulina modificada genéticamente heterodimérica que comprende

(i) una primera cadena de inmunoglobulina de un primer miembro de la superfamilia inmunoglobulina
natural y

(ii) una segunda cadena de inmunoglobulina modificada genéticamente de un segundo miembro diferente
de dicha superfamilia inmunoglobulina natural,

en donde cada una de las cadenas de inmunoglobulina modificada genéticamente comprende un dominio CH3 de
anticuerpo que comprende un dominio de la interfaz de interaccion proteina-proteina hibrido, en donde cada dicho
dominio de la interfaz de interaccion esta formado por segmentos de aminoéacidos del dominio CH3 de dicho primer
miembro y segmentos de aminoacidos del dominio CH3 de dicho segundo miembro,

en donde, dicho dominio de la interfaz proteina-proteina de la primera cadena esta interactuando con la interfaz
proteina-proteina de la segunda cadena mediante homodimerizacion de los correspondientes segementos de
aminoacidos del mismo miembro de la superfamilia inmunoglobulina dentro de dichos dominios de interaccién.

2. Una molécula de inmunoglobulina modificada genéticamente heterodimérica de la reivindicacion 1, en donde el
primer miembro de la superfamilia inmunoglobulina es la IgG y el segundo miembro es la IgA.

3. Una molécula de inmunoglobulina modificada genéticamente heterodimérica de la reivindicaciéon 2, en donde los
aminoacidos que interactian con FcRn se derivan de la IgG para preservar la interaccion con FcRn.

4. Una molécula de inmunoglobulina modificada genéticamente heterodimérica de la reivindicaciéon 2, en donde la
primera o0 segunda cadena de inmunoglobulina modificada genéticamente tiene la secuencia polipeptidica ("AG-
SEED"): GQPFRPEVHLLPPSREEMTKNQVSLTCLARGFYPX;DIAVEWESNGQPENNYKTTPSRQEPSQGTT
TFAVTSKLTX,DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKX3ISL (SEQ ID NO:1), en donde X;, X5, y X3 pueden ser
cualquier aminoacido.

5. Una molécula de inmunoglobulina modificada genéticamente heterodimérica de la reivindicacién 4, en donde X;
esKoS, XpesVoT,yXgesToS.

6. Una molécula de inmunoglobulina modificada genéticamente heterodimérica de la reivindicacion 2, en donde la
primera o0 segunda cadena de inmunoglobulina modificada genéticamente tiene la secuencia polipeptidica ("GA-
SEED"): GQPREPQVYTLPPPSEELALNEX;VTLTCLVKGFYPSDIAVEWLQGSQELPREKYLTWX,PVX3DSD
GSX4FLYSILRVX5AX6DWKKGDTFSCSVMHEALHNHYTQKSLDR (SEQ ID NO:2), en donde Xy, X, X3, X4, X5, Y Xg
pueden ser cualquier aminoacido.

7. Una molécula de inmunoglobulina modificada genéticamente heterodimérica de la reivindicacién 6, en donde X;
esLoQ,X,esAoT,XgesL,V,D,0T; X4esF,A,D,E,G,H,K,N,P,Q,R,S0oT; XsesAoT,yXgesEoD.

8. Una molécula de inmunoglobulina modificada genéticamente heterodimérica de la reivindicacion 2, en donde la
primera cadena de inmunoglobulina tiene la secuencia polipetidica ("AG-SEED"):
GQPFRPEVHLLPPSREEMTKNQVSLTCLARGFYPKDIAVEWESNGQPENNYKTTPSRQEPSQGTT
TFAVTSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKTISL (SEQ ID NO:3) y la segunda cadena de
inmunoglobulina tiene la secuencia polipeptidica ("GA-SEED"):
GQPREPQVYTLPPPSEELALNELVTLTCLVKGFYPSDIAVEWLQGSQELPREKYLTWAPVLDSDG
SFFLYSILRVAAEDWKKGDTFSCSVMHEALHNHYTQKSLDR (SEQ ID NO:6).

9. Una molécula de inmunoglobulina modificada genéticamente heterodimérica de la reivindicacion 2, en donde la
primera cadena de inmunoglobulina modificada genéticamente tiene la secuencia polipeptidica ("AG-SEED"):
GQPFEPEVHTLPPSREEMTKNQVSLTCLVRGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPSRLEPSQGTT
TFAVTSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL (SEQ ID NO:10) y la segunda cadena de
inmunoglobulina modificada genéticamente tiene la secuencia polipeptidica ("GA-SEED"):
GQPREPQVYTLPPPSEELALNNQVTLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEPREKYLTWAPVLDSDG
SFFLYSILRVDASRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL (SEQ ID NO:11).

10. Una molécula de inmunoglobulina modificada genéticamente heterodimérica de la reivindicacion 1, en donde al
menos un dominio bio-activo se fusiona a las fracciones de la molécula heterodimérica.
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11. La molécula de inmunoglobulina modificada genéticamente heterodimérica de la reivindicacion 10, en donde
dicho dominio bio-activo es una regién variable o constante de un anticuerpo.

12. La molécula de inmunoglobulina modificada genéticamente heterodimérica de la reivindicacion 11, en donde
dicha region variable es un dominio VL, un dominio VH, un Fv, un Fv de cadena Unica, un diacuerpo, un fragmento
Fab, un Fab de cadena Unica, o un F(ab’)2.

13. Un acido nucleico que codifica una molécula de inmunoglobulina modificada genéticamente de la reivindicacion
1.

14. La molécula de inmunoglobulina modificada genéticamente heterodimérica de la reivindicacion 11, en donde
dicha molécula modificada genéticamente es un anticuerpo multiespecifico.

15. La molécula de inmunoglobulina modificada genéticamente heterodimérica de la reivindicacion 14, en donde
dicho anticuerpo multiespecifico es un anticuerpo biespecifico.

16. La molécula de inmunoglobulina modificada genéticamente heterodimérica de la reivindicacion 10, en donde
dicho dominio bio-activo es una hormona, una citocina, una quimiocina, un ligando, una enzima secretada o una
porcién extracelular de un receptor transmembrana.

17. Una molécula de inmunoglobulina modificada genéticamente heterodimérica de la reivindicacion 1, en donde las
secuencias se encuentran modificadas para reducir su inmunogenicidad potencial.

18. La molécula de inmunoglobulina modificada genéticamente heterodimérica de la reivindicacion 17, en donde la
secuencia AG-SEED de SEQ ID NO:3 y la secuencia GA-SEED de SEQ ID NO:6 se encuentran modificadas para
eliminar uno o mas epitopos de linfocitos T presentes en la secuencia SEED, en donde la modificacion es la
sustituciéon de uno o mas residuos de aminodcidos.

31



ES 2395969 T3

Figura 1A
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FIG. 1C
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FIG. 4
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Mapa Estructural Secundario de AGy GA
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Fig. 8
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Fig. 10
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FIG. 11
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FIG. 12
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FIG. 12D Western Blot en Gel no reductor
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