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DESCRIPCION

Regiones de marco de inmunoglobulina que demuestran estabilidad potenciada en el entorno intracelular y métodos
de identificacion de las mismas

Campo de la invencién
La invencion se refiere a la quimica de proteinas, la biologia molecular y la inmunologia.
Antecedentes de la técnica relacionada

Los anticuerpos pueden reconocer y dirigirse a casi cualquier molécula con alta especificidad y afinidad. Se ha
aprovechado esta caracteristica para convertir estas proteinas naturales en poderosas herramientas para
aplicaciones de diagndstico y terapéuticas. Los avances en la tecnologia de ADN recombinante han facilitado la
manipulacién, clonacion y expresion de genes de anticuerpos en una amplia variedad de células no linfoides (Skerra,
1988; Martineau, 1998; Verma, 1998). Se han construido varios fragmentos de anticuerpo diferentes para adaptarse
de la mejor manera a las diversas aplicaciones. La entidad mas pequefia que retiene la capacidad de unién al
antigeno completo de la inmunoglobulina parental completa es el fragmento Fv de cadena sencilla (scFv) (Bird,
1988). Este fragmento de anticuerpo comprende las regiones variables de las cadenas pesada y ligera unidas por un
enlazador peptidico flexible, lo que permite la expresion de la proteina de un unico gen.

Los fragmentos de anticuerpo tienen varias ventajas importantes en comparacién con la molécula de
inmunoglobulina completa. Debido a su menor tamafo, se facilita la expresién y se potencia la producciéon en una
variedad de células huésped de expresion, tales como células de E. coli (Plickthun, 1996). Ademas, los fragmentos
de anticuerpo permiten una penetracion mejorada en tumores en aplicaciones in vivo (Yokota, 1992) y pueden unirse
covalentemente a diversas moléculas efectoras para enfoques terapéuticos.

Los anticuerpos que se producen de manera natural, que se secretan por células plasmaticas, han evolucionado
para funcionar en un entorno oxidante, extracelular. Para obtener su estructura plegada, funcional, generalmente
requieren la formacion de puentes disulfuro dentro de los dominios independientes, que son cruciales para la
estabilidad del plegamiento de la inmunoglobulina. A diferencia de los anticuerpos de longitud completa, los
fragmentos de anticuerpo scFv o Fab pueden, en principio, expresarse funcionalmente en un entorno reductor en el
interior de cualquier célula y dirigirse a cualquier compartimento para dirigirse a proteinas intracelulares y, por tanto,
evocar efectos bioldgicos especificos (Biocca, 1991). En efecto, algunos fragmentos de anticuerpo de cadena
sencilla intracelulares, que se denominan intracuerpos, se han aplicado satisfactoriamente para modular la funcién
de proteinas diana intracelulares en diferentes sistemas biolégicos. Por tanto, se ha demostrado resistencia frente a
infecciones virales en biotecnologia vegetal (Tavladoraki, 1993; Benvenuto, 1995), se ha mostrado la unién de
intracuerpos a proteinas del VIH (Rondon, 1997) y se ha descrito la unién a productos oncogénicos (Biocca, 1993;
Cochet, 1998; Lener, 2000). Ademas, los anticuerpos intracelulares prometen ser una herramienta valiosa en la
caracterizacion de la funcién de un amplio nimero de genes ahora identificados a través de la secuenciacion del
genoma humano (Richardson, 1995; Marasco, 1997). Por ejemplo, pueden usarse en un enfoque de gendmica
funcional para bloquear o modular la actividad de proteinas recién identificadas, contribuyendo de ese modo a la
comprension de sus funciones. Finalmente, los intracuerpos tienen posibles aplicaciones de diagndstico y
terapéuticas, por ejemplo en practicas de terapia génica.

A pesar de estas grandes perspectivas, la generacion de intracuerpos funcionales esta limitada todavia por su
inestabilidad e insolubilidad o propensién a agregarse. El entorno reductor del citoplasma impide la formacion de los
puentes disulfuro intracatenarios conservados, haciendo por tanto que un alto porcentaje de fragmentos de
anticuerpo sean inestables y, como consecuencia, no funcionales en el interior de la célula (Biocca, 1995; Proba,
1997). La estabilidad y la solubilidad de fragmentos de anticuerpo representan, por tanto, un obstaculo importante
para la aplicacion de intracuerpos como posibles moduladores de la funcién de la proteina in vivo. Hasta la fecha, no
pueden realizarse predicciones sobre los requisitos de secuencia que hacen que un fragmento de anticuerpo sea
funcional en un entorno intracelular.

Existe, por tanto, una necesidad de fragmentos de anticuerpo que funcionen bien en una amplia gama de diferentes
tipos celulares y puedan usarse, por tanto, como regiones de marco para diversas especificidades de union. Tales
regiones de marco pueden usarse para construir bibliotecas para seleccion intracelular o pueden servir como
aceptor para las partes de unién de un anticuerpo existente.

Ademas de ser adecuados de forma Unica para aplicaciones intracelulares, tales fragmentos de anticuerpo o
anticuerpos completos basados en regiones de marco de dominios variables muy estables también tienen una
ventaja distintiva con respecto a los demas anticuerpos en numerosas aplicaciones extracelulares e in vitro. Cuando
se producen tales regiones de marco en un entorno oxidante, pueden formarse sus puentes disulfuro, potenciando
adicionalmente su estabilidad y haciéndolos sumamente resistentes frente a la agregacion y la degradacion de
proteasas. La semivida in vivo (y por tanto la resistencia frente a la agregacién y la degradacién por proteasas
séricas) es, ademas de la afinidad y la especificidad, el factor individual mas importante para el éxito de los
anticuerpos en aplicaciones terapéuticas o de diagndstico (Willuda, 1999). La semivida de fragmentos de anticuerpo
puede aumentarse adicionalmente a través de la unidn covalente de moléculas de polimero tales como
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polietilenglicol (PEG) (Weir, 2002). Las moléculas estables de este tipo representan un avance significativo en el uso
de anticuerpos, especialmente, pero no exclusivamente, cuando no se desea la funcionalidad Fc.

La gran importancia practica de las bibliotecas de fragmentos de anticuerpo ha motivado la investigacién en esta
area. Winter (documento EP 0368684) ha proporcionado la clonacion inicial y la expresion de genes de regiones
variables de anticuerpo. Partiendo de estos genes, se crearon grandes bibliotecas de anticuerpos que tienen alta
diversidad tanto en las regiones determinantes de complementariedad (CDR) asi como en las regiones de marco.
Winter no da a conocer, sin embargo, la utilidad de diferentes regiones de marco para la construccion de bibliotecas.

La ensefianza de Plickthun (documento EP 0859841), por otra parte, ha tratado de mejorar el disefio de bibliotecas
limitando las regiones de marco a un numero definido de secuencias consenso sintéticas. Los esfuerzos en
ingenieria de proteinas que implican la introduccidon de una gran cantidad de mutaciones disefiadas racionalmente
han sugerido previamente mutaciones hacia la secuencia consenso respectiva como un medio adecuado para la
mejora de la estabilidad de dominios de inmunoglobulina variables aislados (Ohage 1999; Ohage 1999 vy el
documento US 5.854.027).

Plickthun (documento EP 0859841) da a conocer métodos para la optimizacion adicional de las afinidades de unidn
en estas secuencias consenso. La patente de Plickthun también reconoce el continuo aumento en el conocimiento
referente a los anticuerpos y por consiguiente tiene como obijetivo incluir tales hallazgos futuros en el disefio de
bibliotecas. Sin embargo, no se sugieren posibles mejoras adicionales de las regiones de marco consenso sintéticas.

Las ensefianzas de Winter, Pliickthun y otros (por ejemplo Soderlind, documento WO 0175091) han intentado, por
tanto, crear grandes bibliotecas de anticuerpos centrandose en la alta diversidad en las CDR para la selecciéon y
aplicacion de los scFv seleccionados en condiciones oxidantes. Todas estas bibliotecas no estan optimizadas, sin
embargo, para aplicaciones intracelulares y, por tanto, no son utiles para la seleccidon y las aplicaciones en un
entorno reductor, u otras condiciones que establecen requisitos especiales sobre la estabilidad y la solubilidad del
fragmento de anticuerpo expresado.

Las cualidades requeridas para que los fragmentos de anticuerpo funcionen bien en un entorno reductor, por
ejemplo el citoplasma de células procariotas y eucariotas, no estan claras. La aplicacion de anticuerpos
intracelulares o “intracuerpos” esta por tanto actualmente limitada por su comportamiento impredecible en
condiciones reductoras, lo que puede afectar sus propiedades de estabilidad y solubilidad (Biocca, 1995; Worn,
2000). Las presentes solicitudes de patente (documentos EP1040201, EP1166121 y W00200729) y publicaciones
(Visintin, 1999) referentes a la seleccién intracelular para intracuerpos se centran en la tecnologia de seleccion pero
no dan a conocer secuencias de anticuerpo especificas que sean funcionales en células eucariotas, en particular en
levaduras, y, por tanto, utiles para la construccion de bibliotecas en este contexto.

Visintin y Tse han descrito independientemente el aislamiento de una denominada secuencia consenso intracelular
(ICS) (Visintin, 2002; Tse, 2002). Esta secuencia se derivd de varias secuencias que se habian aislado de una
seleccion de interaccion-antigeno-anticuerpo en levaduras. La entrada en la seleccion intracelular estuvo, sin
embargo, fuertemente sesgada debido a la seleccion mediante presentacién en fago anterior. Por tanto, todas
menos una de las secuencias de entrada pertenecian al subgrupo VH 3 en el caso de Visintin et al. La secuencia
consenso ICS publicada es completamente idéntica a la secuencia consenso para el subgrupo VH 3 humano
descrito por Knappik (2000) y el documento EP0859841. 60 de los 62 aminoacidos de la ICS también son idénticos a
la secuencia consenso del dominio VH humano general que se propuso por Steipe como base para la construccion
de dominios variables con estabilidad potenciada (patente estadounidense n.° 6.262.238). Estos trabajos se
basaron, a su vez, en colecciones de secuencias previas (es decir, Kabat, 1991 y definiciones de subgrupos de
dominios variables y determinantes estructurales (Tomlinson, 1992; Williams, 1996; Chothia, 1989 y Chothia, 1987).
Sin embargo, debido a que la entrada en la seleccion de intracuerpos estaba tan fuertemente sesgada (es decir, en
el caso de Visintin et al. todos menos uno de los dominios VH eran VH3), el aislamiento de secuencias de VH3 a
partir de la seleccion intracelular no es particularmente sorprendente. Debido al fuerte sesgo de su biblioteca de
entrada, el trabajo de Tse et al. y Visintin et al. no proporciona una evaluacion rigurosa del repertorio de dominios
variables humanos tal como se proporcionaria mediante una investigacion no sesgada y tal como se requiere para
identificar las regiones de marco de intracuerpo adecuadas presentes en el repertorio humano.

Hemos descrito previamente un sistema, que permite la seleccién de intracuerpos estables y solubles en levaduras,
independiente de su especificidad de uniéon a antigenos (Auf der Maur (2001), documento W00148017). Este
enfoque permite la seleccion eficaz de bibliotecas de scFv y el aislamiento de regiones de marco especificas, que
son estables y solubles en el entorno reductor de la célula de levadura. El objetivo sigue siendo aislar realmente
secuencias de region de marco y usar los patrones en una primera etapa para predecir qué tipos de secuencia
serian los mas estables en el entorno reductor y en una segunda etapa identificar mediante analisis, recombinacién
y experimentos in vivo e in vitro adicionales la secuencia 6ptima.

Breve sumario de la invencion

La presente invencién compensa el eslabon perdido en el campo de la generacion de anticuerpos. Proporciona
secuencias de region de marco de dominios variables de anticuerpo con caracteristicas superiores con respecto a la
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estabilidad y la solubilidad. Estas son caracteristicas cruciales para muchas aplicaciones relevantes, tales como en
diagnostico, terapia o investigacion. Estas regiones de marco pueden usarse para el injerto de especificidades de
union existentes o para la generacién de bibliotecas de anticuerpos con alta estabilidad y solubilidad.

Se usaron bibliotecas de scFv para el aislamiento de regiones de marco que son estables y solubles en el entorno
reductor de la célula de levadura. El funcionamiento de las regiones de marco aisladas se ha caracterizado
posteriormente en lineas celulares humanas y en experimentos in vitro. Las regiones de marco descritas pueden
servir directamente como estructuras principales aceptoras para especificidades de unién existentes o para construir
bibliotecas de CDR mediante la aleatorizacion de uno o mas de los bucles hipervariables para su uso en entornos
reductores o que de otro modo constituyen un reto. Las secuencias de dominios variables aisladas se han analizado
adicionalmente mediante alineamiento para identificar familias de secuencias preferidas. A partir de esas familias de
secuencias de dominios variables preferidas, se eligieron secuencias 6ptimas basandose en un analisis estructural
que excluye las secuencias que contienen residuos de region de marco que alteran el plegamiento de la
inmunoglobulina. Los candidatos de secuencia de dominios variables identificados se recombinaron posteriormente
en todas las variaciones posibles y se seleccionaron las combinaciones 6ptimas de dominios variables de la cadena
ligera y pesada mediante analisis de su funcionamiento en células de levaduras, de mamiferos e in vitro.

Estos scFv optimizados y sus regiones de marco de dominios variables constituyentes, asi como otros fragmentos
de anticuerpo o anticuerpos completos derivados de los mismos, son ideales como, por ejemplo, estructuras
principales aceptoras para especificidades de unién existentes o para la construcciéon de bibliotecas de CDR
mediante aleatorizacion de uno o mas de los bucles hipervariables para su uso en entornos reductores o que de otro
modo constituyen un reto. Los anticuerpos adecuados para aplicaciones intracelulares son por definicion mas
estables y solubles. Por consiguiente, su uso también sera ventajoso en aplicaciones fuera del entorno intracelular.
Jung (1999), Dumoulin (2002) y Young (1995) utilizan ensayos de estabilidad térmica (incluyendo FTIR y
calorimetria diferencial de barrido (DSC)) y ensayos quimicos para evaluar la estabilidad de scFv.

La invencion se refiere a regiones de marco de dominios variables de anticuerpo y fragmentos de anticuerpo Fv de
cadena sencilla (scFv) que pueden incorporarse en diversos fragmentos de anticuerpo o anticuerpos completos. Se
proporcionan clases de fragmentos de dominios variables de anticuerpo que son las mas estables y solubles y por
tanto las mas adecuadas para aplicaciones intracelulares. También se proporcionan secuencias de regién de marco
especificas de dominios variables de anticuerpo y fragmentos de anticuerpo scFv que muestran el mejor
funcionamiento en ensayos intracelulares. La invencion también se refiere a secuencias de regién de marco
especificas de dominios variables de anticuerpo y combinaciones sintéticas de dominios variables de la cadena
ligera y pesada en fragmentos scFv que son, por ejemplo, éptimas para aplicaciones intracelulares y muestran un
funcionamiento éptimo in vitro con respecto a la estabilidad y la solubilidad.

La invencion proporciona reactivos de region de marco de cadena sencilla que tienen las estructuras generales:
NH.-VL-enlazador-VH-COOH o
NH2-VH-enlazador-VL-COOH,

caracterizada porque el dominio VL tiene la secuencia de regiéon de marco de Seq. Id. No. 1 y el dominio VH tiene la
secuencia de regién de marco de Seq. Id. No. 11.

En otra realizacién de la invencion, la regidon de marco de cadena sencilla puede fusionarse a un segundo resto de
proteina para producir un constructo de fusién de la estructura general:

NHz-VL-enlazador-VH-segunda proteina-COOH
NHz-segunda proteina-VL-enlazador-VH-COOH,

caracterizado porque el dominio VL tiene la secuencia de regién de marco de Seq. Id. No. 1 y el dominio VH tiene la
secuencia de regiéon de marco de Seq. Id. No. 11.

Puede invertirse la orientacion de las regiones VH y VL en estos constructos de fusion.

En otra realizacion de la invencién, los dominios variables pueden incorporarse en un fragmento Fab, que puede
fusionarse adicionalmente a un segundo resto de proteina para producir constructos de fusién de la estructura
general:

NH2-VH-CH-segunda proteina-COOH y NH»-VL-CL-COOH,

caracterizados porque el dominio VL tiene la secuencia de regién de marco de Seq. Id. No. 1 y el dominio VH tiene
la secuencia de region de marco de Seq. Id. No. 11.

La segunda proteina puede fusionarse al extremo o bien N-terminal o bien C-terminal de o bien la cadena pesada o
bien la ligera.
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En una realizacion preferida, la segunda proteina del constructo de fusion de region de marco de Fab o de cadena
sencilla es una proteina que proporciona una lectura para ensayos intracelulares, o bien directamente o bien
mediante activacion transcripcional.

En el presente documento se dan a conocer clases de region de marco de dominios variables de anticuerpo y
secuencias de dominios variables y scFv que son adecuados para el injerto de los bucles hipervariables de
anticuerpo existentes, por ejemplo, con el fin de obtener anticuerpos que son funcionales en un entorno reductor o
de otro modo desafiante.

En el presente documento se dan a conocer ademas clases de regién de marco de dominios variables de anticuerpo
y secuencias de dominios variables y scFv que, por ejemplo, a través de aleatorizaciéon de uno o mas de los bucles
hipervariables de tales regiones de marco, son adecuados para la creacion de bibliotecas para su uso en un entorno
reductor o de otro modo desafiante.

También se da a conocer en el presente documento el uso de las secuencias descritas en la identificacion de
secuencias consenso y residuos conservados.

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo que resultan del uso de las regiones de marco descritas pueden usarse
como reactivos en la validacion de diana y en terapia, prevencion y diagnéstico de enfermedades de seres humanos,
animales y plantas. Los anticuerpos pueden usarse en forma de proteina o ADN que codifica para tal proteina y no
se limitan a aplicaciones intracelulares.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra el resultado de una seleccidon de “control de calidad” tipica en levadura sometida a ensayo
mediante la activacién de la expresion de lacZ (véase, por ejemplo, el ejemplo 1). Se identificaron los clones
positivos, seleccionados (negro) en varias selecciones diferentes y las secuencias correspondientes de los clones
positivos pueden hallarse en las tablas 1 y 2. Las secuencias seleccionadas se comparan con el control positivo, el
injerto de lambda muy estable (gris oscuro).

La figura 2 muestra el funcionamiento de las regiones de marco aisladas de una seleccién de “control de calidad”
tipica en levadura (negro) en la linea celular humana Hela, sometida a ensayo mediante la activacion de la expresion
de luciferasa en comparacion con el injerto de lambda muy estable (gris oscuro). El control positivo Gal4-VP16
(blanco) proporciona el maximo nivel posible de activacion transcripcional en el sistema. Se ha corregido la actividad
luciferasa para la eficacia de transfeccion.

La figura 3 muestra el funcionamiento in vivo de las combinaciones de regiones de marco superiores sometidas a
ensayo en levadura mediante la activacion de la expresién de lacZ. Las secuencias de regién de marco (negro) se
comparan con el control positivo (el injerto de lambda muy estable (gris oscuro)). La numeracion de las regiones de
marco es tal como se describe en la tabla 5.

La figura 4 muestra el funcionamiento in vivo de las combinaciones de regiones de marco superiores sometidas a
ensayo en la linea celular humana Hela mediante la activacion de la expresion de luciferasa e ilustradas en
comparacioén con el injerto de lambda muy estable (gris oscuro). El control positivo, Gal4-VP16 (blanco) proporciona
el maximo nivel posible de activacion transcripcional en el sistema. Se ha corregido la actividad luciferasa para la
eficacia de transfeccion.

La figura 5 muestra el funcionamiento in vivo de las combinaciones de regiones de marco superiores sometidas a
ensayo mediante la cantidad de proteina soluble producida en el citoplasma de la cepa de levadura S. cerevisiae
JPYO.

La figura 6 muestra el comportamiento de expresion de combinaciones de regiones de marco seleccionadas en el
periplasma de E. coli. La flecha indica la ubicacién de la banda correspondiente a las regiones de marco de scFv.

La figura 7 muestra el funcionamiento in vivo de combinaciones de regiones de marco seleccionadas sometidas a
ensayo en tres lineas celulares humanas (Hela, (negro), Saos-2 (gris oscuro) y HEK 293 (blanco)), mediante la
activacion de la expresion de luciferasa e ilustradas en comparacién con el injerto de lambda muy estable. El control
positivo Gal4-VP16 proporciona el maximo nivel posible de activacion transcripcional en el sistema. Se ha corregido
la actividad luciferasa para la eficacia de transfeccion.

La figura 8 representa la resistencia frente a la agregacién a 37°C de combinaciones de regiones de marco
seleccionadas cuantificadas mediante la cantidad de proteina monomérica presente antes y después de la
incubacién tal como se indica en tampdn PBS. El panel A es representativo de las regiones de marco 2.4y 5.2 y el
panel B de las regiones de marco 4.4, 6.4y 7.3.

La figura 9 representa la resistencia frente a la agregacién mediante degradacion por proteasas en suero humano a
37°C de combinaciones de regiones de marco seleccionadas, cuantificadas mediante la cantidad de proteina de
longitud completa soluble presente antes y después de incubacion prolongada.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2537104 T3

La figura 10 muestra el funcionamiento in vivo de dos grupos de unidon seleccionados en la region de marco
novedosa 7.3 en el contexto de Fab, sometidos a ensayo en el ensayo de interaccion en levadura mediante la
activacion de la expresion de lacZ. La expresion de las cadenas de Fab es a partir de un promotor inducible por
galactosa bidireccional, en vectores o bien ars/cen o bien de 2 micrometros. La expresion a partir del vector de Fab
produce la cadena ligera de anticuerpo y una proteina de fusién VH-CH1-Gal4-AD. Los grupos de unién se dirigen
contra la cinasa 1 de tipo Polo humana (hPLK1). La unién a la diana se compara con la unién no especifica a un
antigeno no relacionado y la union de la regién de marco no aleatorizada 7.3. Obsérvese que el scFv
correspondiente que se ha incluido para referencia se expresa a partir de un promotor de actina (2 micrometros).

La figura 11 muestra el funcionamiento in vivo de las regiones de marco scFv en el contexto de Fab sometidas a
ensayo mediante la cantidad de proteina soluble producida en el citoplasma de la cepa de levadura JPY9. La
expresion de la fusién Gal4-AD-scFv (actina/2 micrometros) se compara con la expresion del constructo de Fab
correspondiente y con la regién de marco original 7.3 como Fab, ambos procedentes de dos vectores diferentes
(inducible por Gal, ars/cen y 2 micrémetros). La expresion a partir del vector de Fab produce la cadena ligera de
anticuerpo y una proteina de fusion VH-CH1-Gal4-AD, que se detecta en esta inmunotransferencia.

La tabla 1 muestra una alineamiento de todas las secuencias de region de marco de dominios VH seleccionadas de
diversas selecciones de “control de calidad” en levadura.

La tabla 2 muestra una alineamiento de todas las secuencias de regiéon de marco de dominios VL seleccionadas de
diversas selecciones de “control de calidad” en levadura.

La tabla 3 muestra un alineamiento de secuencias recogidas aleatoriamente de la biblioteca.

La tabla 4 muestra un analisis estadistico de la frecuencia de subclases para dominios VH y VL en las secuencias
aisladas con el sistema de “control de calidad”. Sélo se consideraron aquellas secuencias que se encontrd
posteriormente que eran positivas en el ensayo cuantitativo en levadura. Las secuencias seleccionadas se
comparan con la biblioteca no seleccionada tal como se determina a partir de un namero limitado de secuencias
aleatorias (tabla 3).

La tabla 5 muestra las secuencias usadas para la recombinacidon adicional y evaluacion de las mejores
combinaciones en scFv y sus abreviaturas (abr.), fuentes y subfamilia respectivas.

Descripcion detallada de la invencidn

A menos que se defina de otro modo, todos los términos cientificos y técnicos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que entiende comunmente un experto habitual en la técnica a la que pertenece esta
invencion. En caso de conflicto, dominara la presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones. Ademas, los
materiales, métodos, y ejemplos son ilustrativos Unicamente y no pretenden ser limitativos.

Tal como se usa en el presente documento, “identidad” se refiere a la similitud de secuencia entre dos polipéptidos,
moléculas o entre dos acidos nucleicos. Cuando una posicién en las dos secuencias comparadas esta ocupada por
la misma subunidad monomérica de base o aminoacido (por ejemplo, si una posicién en cada una de las dos
moléculas de ADN esta ocupada por adenina, o una posiciéon en cada uno de dos polipéptidos esta ocupada por una
lisina), entonces las moléculas respectivas son homélogas en esa posicién. El “porcentaje de identidad” entre dos
secuencias es una funcién del numero de posiciones coincidentes compartidas por las dos secuencias dividido entre
el nimero de posiciones comparadas x 100. Por ejemplo, si 6 de 10 de las posiciones en dos secuencias coinciden,
entonces las dos secuencias tienen una identidad del 60%. A modo de ejemplo, las secuencias de ADN CTGACT y
CAGGTT comparten una homologia del 50% (3 de las 6 posiciones totales coinciden). Generalmente, se realiza una
comparacion cuando se alinean dos secuencias para proporcionar una homologia maxima. Puede proporcionarse tal
alineamiento usando, por ejemplo, el método de Needleman et al., J. Mol Biol. 48: 443-453 (1970), implementado
convenientemente por programas informaticos tales como el programa Align (DNAstar, Inc.).

Secuencias “similares” son aquéllas que, cuando se alinean, comparten residuos de aminoacido idénticos y
similares, siendo los residuos similares sustituciones conservativas para, o “mutaciones puntuales permitidas” de,
residuos de aminoacido correspondientes en una secuencia de referencia alineada. A este respecto, una “sustitucion
conservativa” de un residuo en una secuencia de referencia es una sustitucion por un residuo que es fisica o
funcionalmente similar al residuo de referencia correspondiente, por ejemplo, que tiene un tamafio, una forma, carga
eléctrica, propiedades quimicas similares, incluyendo la capacidad para formar enlaces covalentes o de hidrégeno, o
similares. Por tanto, una secuencia “modificada por sustitucion conservativa” es una que difiere de una secuencia de
referencia 0 una secuencia de tipo natural en que estan presentes una o mas sustituciones conservativas o
mutaciones puntuales permitidas. El “porcentaje positivo” entre dos secuencias es una funcién del nimero de
posiciones que contienen residuos coincidentes o sustituciones conservativas compartidos por las dos secuencias
dividido entre el numero de posiciones comparadas x 100. Por ejemplo, si coinciden 6 de 10 de las posiciones en
dos secuencias y 2 de 10 posiciones contienen sustituciones conservativas, entonces las dos secuencias tienen una
homologia positiva del 80%.

“Dominio VH” se refiere a la parte variable de la cadena pesada de una molécula de inmunoglobulina.
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“Dominio VL” se refiere a la parte variable de la cadena ligera de una molécula de inmunoglobulina.

“Subtipo” VH o VL se refiere al subtipo definido por la secuencia consenso respectiva tal como se define en Knappik
(2000). El término “subfamilia” 0” subclase” se usa como sinénimo de “subtipo”. El término “subtipo” tal como se usa
en el presente documento se refiere a secuencias que comparten un alto grado de identidad y similitud con la
secuencia consenso respectiva que representa su subtipo. Se determina si una determinada secuencia de dominios
variables pertenece a un “subtipo” mediante el alineamiento de la secuencia con o bien cualquier segmento de linea
germinal humana conocido del dominio respectivo, o bien las secuencias consenso definidas y la posterior
identificacion de la mayor homologia. Los métodos para determinar homologias y agrupar secuencias usando
matrices de busqueda, tales como BLOSUM (Henikoff 1992) se conocen bien por los expertos en la técnica.

“Secuencia consenso de aminoacidos” tal como se usa en el presente documento se refiere a una secuencia de
aminoacidos, que puede generarse usando una matriz de al menos dos o preferiblemente mas secuencias de
aminoacidos alineadas, y permitiendo huecos en el alineamiento, es posible determinar el residuo de aminoacido
mas frecuente en cada posicion. La secuencia consenso es aquella secuencia que comprende los aminoacidos que
se representan con la mayor frecuencia en cada posiciéon. En el caso de que dos 0 mas aminoacidos se representen
de igual manera en una Unica posicion, la secuencia consenso incluye ambos o todos esos aminoacidos.

La secuencia de aminoacidos de una proteina puede analizarse a diversos niveles. Por ejemplo, podria presentarse
conservacion o variabilidad a nivel de residuos individuales, nivel de multiples residuos, mudltiples residuos con
huecos, etc. Los residuos podrian presentar conservacion del residuo idéntico o podrian estar conservados a nivel
de clase. Los ejemplos de clases de aminoacidos incluyen grupos R polares pero no cargados (serina, treonina,
asparagina y glutamina); grupos R cargados positivamente (lisina, arginina e histidina); grupos R cargados
negativamente (acido glutamico y acido aspartico); grupos R hidréfobos (alanina, isoleucina, leucina, metionina,
fenilalanina, triptéfano, valina y tirosina); y aminoacidos especiales (cisteina, glicina y prolina). Otras clases las
conoce un experto en la técnica y pueden definirse usando determinaciones estructurales u otros datos para evaluar
la capacidad de sustitucion. En ese sentido, un aminoacido sustituible podria referirse a cualquier aminoacido que
pudiera sustituirse y mantener la conservacion funcional en esa posicion.

“Secuencia consenso de polinucledtido” tal como se usa en el presente documento se refiere a una secuencia de
nucleotidos, que puede generarse usando una matriz de al menos dos o preferiblemente mas secuencias de acido
nucleico alineadas, y permitiendo huecos en el alineamiento, es posible determinar el residuo de nucle6tido mas
frecuente en cada posicidon. La secuencia consenso es aquella secuencia que comprende los nucleétidos que se
representan con la mayor frecuencia en cada posicion. En el caso de que dos o mas nucledtidos se representen de
igual manera en una unica posicion, la secuencia consenso incluye ambos o todos esos nucleétidos.

“Subelemento estructural” tal como se usa en el presente documento se refiere a tramos de residuos de aminoacido
dentro de una proteina o polipéptido que corresponden a una parte estructural o funcional definida de la molécula.
Estas pueden ser bucles (es decir, bucles de CDR de un anticuerpo) o cualquier otra estructura secundaria o
funcional dentro de la proteina o polipéptido (es decir, dominios, hélices o, laminas B, regiones de marco de
anticuerpos, etc.). Un subelemento estructural puede identificarse usando estructuras conocidas de polipéptidos
similares u homologos, o usando las matrices de secuencias de aminoacidos alineadas mencionadas anteriormente.
En este caso, la variabilidad en cada posicién es la base para determinar tramos de residuos de aminoacido que
pertenecen a un subelemento estructural (por ejemplo, regiones hipervariables de un anticuerpo).

“Subsecuencia” tal como se usa en el presente documento se refiere a un moédulo genético que codifica para al
menos un subelemento estructural. No es necesariamente idéntico a un subelemento estructural.

“CDR de anticuerpo” tal como se usa en el presente documento se refiere a las regiones determinantes de
complementariedad del anticuerpo que consisten en bucles de unién a antigenos tal como se definen por Kabat et
al. (1991). Cada uno de los dos dominios variables de un fragmento Fv de anticuerpo contienen, por ejemplo, tres
CDR.

“Anticuerpo” tal como se usa en el presente documento es un sinénimo de “inmunoglobulina”. Los anticuerpos segun
la presente invencion pueden ser inmunoglobulinas completas o fragmentos de las mismas, que comprenden al
menos un dominio variable de una inmunoglobulina, tal como dominios variables sencillos, Fv (Skerra, 1988), scFv
(Bird, 1988; Huston, 1988), Fab, (Fab’), u otros fragmentos bien conocidos por un experto en la técnica.

“Regiéon de marco de anticuerpo” tal como se usa en el presente documento se refiere a la parte del dominio
variable, o bien VL o bien VH, que sirve como andamiaje para los bucles de unién a antigenos de este dominio
variable (Kabat et al., 1991).

Los fragmentos scFv modificados mediante ingenieria genética de manera racional han demostrado una clara
correlacion entre la estabilidad termodinamica de un fragmento scFv y su funcionamiento in vivo (Worn, 2000; Auf
der Maur, 2001). Usando un sistema desarrollado recientemente denominado “control de calidad” (Auf der Maur,
2001), se han aislado secuencias de regién de marco de dominios variables de anticuerpo especificas que son
adecuadas para aplicaciones intracelulares (tablas 1 y 2), se han caracterizado (figuras 1 y 2) y se han mejorado
adicionalmente (figuras 3 a 9 y tabla 3). Tal como se observa en los experimentos previos, las regiones de marco
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que funcionan bien seleccionadas en el ensayo intracelular muestran una alta estabilidad in vitro tal como se
demuestra por su resistencia a la agregacion y degradacion por proteasas a 37°C (figuras 8 y 9). Ademas, aparecio
un patrén que permite una seleccion de regiones de marco para aplicaciones intracelulares con una base mas
general, dependiendo de su subfamilia de regidon de marco (tabla 4). En el presente documento, se dan a conocer
secuencias de dominios variables de anticuerpo especificas Utiles para aplicaciones intracelulares, asi como el
patron general. Esto permite, por un lado, el uso de estas secuencias como donadores de regién de marco en
experimentos de injerto para obtener intracuerpos funcionales que retienen la especificidad de unién del donador de
bucle. Adicionalmente, pueden construirse bibliotecas de anticuerpos usando las secuencias dadas a conocer como
regiones de marco. Tales bibliotecas son adecuadas para sistemas de seleccion intracelulares en condiciones
reductoras, tales como las que hay en células procariotas y eucariotas. Adicionalmente, las secuencias dadas a
conocer pueden usarse para identificar, por ejemplo, secuencias o residuos o motivos conservados. El injerto de
subelementos estructurales, por ejemplo, los de los bucles de unién de un anticuerpo (por ejemplo Jung, 1997), asi
como la preparacion de bibliotecas de anticuerpos o fragmentos de los mismos (por ejemplo Vaughan, 1996;
Knappik, 2000) se ha descrito en detalle y lo conoce bien un experto en la técnica.

Dado que las aplicaciones intracelulares exponen los fragmentos de anticuerpo a condiciones muy desfavorables (es
decir temperaturas aumentadas, entorno reductor), las secuencias dadas a conocer en el presente documento han
adquirido caracteristicas que las hacen resistentes a las condiciones mas adversas. Por tanto, cuando se comparan
con secuencias “promedio”, las secuencias dadas a conocer son de estabilidad y solubilidad excepcionales tal como
se demuestra mediante su resistencia frente a la agregacion y la degradacion por proteasas (figuras 8 y 9). Estas
caracteristicas, junto con su excelente rendimiento de expresion hacen que las secuencias de region de marco de
anticuerpo dadas a conocer sean adecuadas de forma Unica no sélo para uso intracelular, sino especialmente para
todas las aplicaciones terapéuticas y de diagnéstico en las que una larga semivida, la robustez y la facilidad de
produccién son motivo de gran preocupacion.

La presente invencion permite el disefio de secuencias de polipéptido que comprenden al menos la parte variable de
un anticuerpo que son utiles para aplicaciones en un entorno reductor o de otro modo desafiante. En el presente
documento se da a conocer una coleccion de secuencias de regidon de marco de anticuerpo utiles para aplicaciones
intracelulares (tablas 1 y 2). En una primera etapa, se selecciona una biblioteca de diversas secuencias
independientemente de la afinidad de unién usando el sistema de Control de calidad en levadura. Pueden evaluarse
las secuencias aisladas para determinar su funcionamiento intracelular en levadura y en células de mamifero
(figuras 1y 2).

En un aspecto, se analiza la coleccion de secuencias aisladas mediante alineamiento para identificar las subclases
de dominios variables de anticuerpo y las secuencias consenso que son adecuadas para aplicaciones intracelulares.

En un aspecto adicional, la coleccién de secuencias de region de marco de anticuerpo descrita anteriormente se
analiza adicionalmente mediante el alineamiento de unas con ofras y la agrupacién en subfamilias. Todas las
regiones de marco pertenecientes a un subtipo se comparan con respecto a su funcionamiento intracelular en
levadura y en células de mamifero (figuras 1 y 2, como un ejemplo) y con respecto a la aparicion de intercambios
negativos, neutros o positivos en su secuencia de aminoacidos con relacion a la secuencia consenso de subtipo
respectiva. Un experto en la técnica puede distinguir entre cambios positivos, neutros y negativos basandose en el
entorno estructural del residuo intercambiado particular en el dominio de inmunoglobulina. Posteriormente, se eligen
secuencias de regidon de marco de dominios de anticuerpo variables que muestran el mejor funcionamiento
intracelular y que carecen de intercambios negativos en comparacion con su secuencia consenso de subtipo
respectiva. Preferiblemente, se seleccionan secuencias que contienen adicionalmente intercambios de aminoacidos
que se consideran positivos.

En un aspecto adicional, los dominios variables de anticuerpo seleccionados de la cadena pesada y ligera se
recombinan posteriormente en todas las combinaciones posibles para dar fragmentos scFv, con el fin de identificar
las combinaciones con la mayor estabilidad y solubilidad. Para este fin, se evalian los fragmentos scFv
recombinados, novedosos para determinar su funcionamiento en condiciones reductoras en ensayos de interaccion
intracelulares en levadura (figura 3) y en lineas celulares de mamifero (figuras 4 y 7) y para la expresion intracelular
soluble en levadura (figura 5). Se evaluaron adicionalmente combinaciones prometedoras para determinar su
comportamiento en condiciones oxidantes analizando el rendimiento de expresion periplasmatica en E. coli (figura
6), la resistencia a la agregacion a temperaturas elevadas (figura 8) y la resistencia a la agregacion y la degradacién
por proteasas tras incubacién prolongada en suero humano a 37°C (figura 9). Estos datos se usan para identificar la
region de marco de scFv mas adecuada para cualquier aplicacién especifica, o bien intracelular, o bien en
condiciones oxidantes.

Las secuencias de regién de marco seleccionadas y optimizadas dadas a conocer en el presente documento tienen
una ventaja significativa no solo en aplicaciones intracelulares, sino en todas las aplicaciones que pueden
beneficiarse de una estabilidad y/o solubilidad aumentada del scFv. Son ejemplos el almacenamiento a largo plazo a
altas concentraciones requerido para aplicaciones de diagndstico, y la semivida funcional prolongada en suero a
37°C (tal como se requiere, por ejemplo, en aplicaciones terapéuticas).

Segun un aspecto, una region de marco de intracuerpo comprende una regién de marco de cadena sencilla que



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2537104 T3

tiene la estructura general:
NH.-VL-enlazador-VH-COOH; o
NH:-VH-enlazador-VL-COOH
en la que la region de marco de VH es de subtipo 1a, 1b o 3.

En otro aspecto, se invierte la orientaciéon de las regiones VH y VL en la regién de marco de cadena sencilla descrita
anteriormente.

Segun un aspecto, una region de marco de intracuerpo comprende una regién de marco de cadena sencilla que
tiene la estructura general:

NH.-VL-enlazador-VH-COOH; o
NH,-VH-enlazador-VL-COOH
en la que la region de marco de VH es de subtipo 1a, 1b 0 3 y la regiéon de marco de VL es de subtipo A1, A3 o k1.

En otro aspecto, una region de marco de cadena sencilla se fusiona a un segundo resto de proteina para producir un
constructo de fusién de la estructura general:

NHz-VL-enlazador-VH-segunda proteina-COOH; o
NHz-segunda proteina-VL-enlazador-VH-COOH
en la que la region de marco de VH es de subtipo 1a, 1b 0 3 y la regiéon de marco de VL es de subtipo A1, A3 o k1.
En otro aspecto, puede invertirse la orientacion de las regiones VH y VL en estos constructos de fusion.

En otro aspecto, pueden incorporarse los dominios variables en un fragmento Fab que puede fusionarse
adicionalmente a un segundo resto de proteina para producir constructos de fusion de la estructura general:

NH2-VH-CH-segunda proteina-COOH y NH,-VL-CL-COOH

La segunda proteina puede fusionarse al extremo o bien N-terminal o bien C-terminal de o bien la cadena pesada o
bien la ligera.

Tal como se da a conocer en el presente documento, existe una preferencia muy fuerte en aplicaciones
intracelulares por la region de marco de VH del subtipo 3, pero también por 1a y 1b. Con respecto al dominio
variable de la cadena ligera (VL), existe una clara preferencia por los numeros para regiones de marco del tipo
kappa 1, pero también estan enriquecidos lambda 1 y 3. Estos subtipos de regidon de marco, es decir VH 1a, 1b 'y 3
combinados con un dominio VL kappa 1, lambda 1 é 3 son, por tanto, los mas adecuados para uso intracelular y
otras aplicaciones que requieren las propiedades de plegamiento del scFv. Por tanto, con el fin de reducir la cantidad
de moléculas que no son funcionales en el entorno reductor, deben construirse preferentemente bibliotecas para
sistemas de seleccion intracelulares a partir de una mezcla de estos subtipos de regién de marco.

En un aspecto, el dominio VH de los fragmentos de anticuerpo de la invencién es del subgrupo 1a, 1b o 3.

En un aspecto, el dominio VL de los fragmentos de anticuerpo de la invencién es del subgrupo kappa 1, lambda 1 6
3.

En un aspecto, los fragmentos de anticuerpo usados como regiones de marco se seleccionan del grupo que consiste
en: 1.1,2.1,3.1,41,51,12,22,32,42,52,1.3,23,33,43,53,7.3,14,24,34,4.4,54y6.4 tal como se
describe en la tabla 5.

En un aspecto, se identifican al menos dos y preferiblemente mas regiones de marco y luego se analizan. Puede
establecerse una base de datos de las secuencias de proteina en la que se alinean unas con otras las secuencias
de proteina. El alineamiento puede usarse entonces para definir, por ejemplo, residuos, subelementos,
subsecuencia o subgrupos de secuencias de region de marco que muestran un alto grado de similitud tanto en la
secuencia como, si esa informacion esta disponible, en la disposicién estructural.

La longitud de los subelementos oscila preferiblemente, pero no exclusivamente entre 1 aminoacido (tal como un
residuo en el sitio activo de una enzima o un residuo determinante de la estructura) y 150 aminoacidos (por ejemplo,
dominios de proteina completos). Lo mas preferiblemente, la longitud oscila entre 3 y 25 aminoacidos, tal como se
encuentra de la manera mas comun en los bucles de CDR de anticuerpo.

En otro aspecto, se sintetizan secuencias de acido nucleico consenso, que se predicen a partir del analisis. Esto
puede lograrse mediante uno cualquiera de los diversos métodos bien conocidos por el profesional experto en la
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técnica, por ejemplo, mediante enfoques de sintesis génica total o basados en PCR.

En otro aspecto, las secuencias de acido nucleico se clonan en un vector. El vector podria ser un vector de
secuenciacion, un vector de expresion o un vector de presentacion (por ejemplo, presentacion en fago), que se
conocen todos por los expertos en la técnica. Un vector podria comprender una secuencia de acido nucleico, o dos o
mas secuencias nucleicas, o bien en un operén diferente o bien en el mismo. En el ultimo caso, podrian clonarse o
bien por separado o bien como secuencias contiguas.

En un aspecto, los polipéptidos tienen un patron de aminoacidos caracteristico de una especie particular. Esto puede
lograrse, por ejemplo, deduciendo las secuencias consenso de una coleccion de proteinas homologas de sélo una
especie, lo mas preferiblemente de una coleccién de proteinas humanas.

Un aspecto adicional se refiere a proteinas de fusion proporcionando una secuencia de ADN que codifica tanto para
el polipéptido, tal como se describié anteriormente, asi como para un resto adicional.

En el presente documento se dan a conocer ademas secuencias de acido nucleico, vectores que contienen las
secuencias de acido nucleico, células huésped que contienen los vectores, y polipéptidos que pueden obtenerse
segun los métodos descritos en el presente documento.

En un aspecto adicional, la sintesis o colocacion de otro modo de sitios de restriccion en el extremo de las
secuencias de acido nucleico de la invencién permite que se clonen en vectores adecuados.

En el presente documento se dan a conocer ademas sistemas de vector que son compatibles con las secuencias de
acido nucleico que codifican para los polipéptidos. Los vectores comprenden sitios de restriccion, que serian, por
ejemplo, unicos dentro del sistema de vector y esencialmente Unicos con respecto a los sitios de restriccion
incorporados en las secuencias de acido nucleico que codifican para los polipéptidos, excepto por ejemplo los sitios
de restriccion necesarios para clonar las secuencias de acido nucleico en el vector.

También se da a conocer en el presente documento un kit, que comprende una o mas de la lista de secuencias de
acido nucleico, vectores recombinantes, polipéptidos y vectores segun los métodos descritos anteriormente, y, por
ejemplo, células huésped adecuadas para producir los polipéptidos.

Todos los aspectos anteriores pueden efectuarse usando técnicas convencionales de biologia molecular conocidas
por un experto en la técnica.

En otro aspecto, la secuencia de acido nucleico es cualquier secuencia que puede codificar para los polipéptidos de
la invencion.

En otro aspecto, los acidos nucleicos de la invencién se usan en terapia génica.

En otro aspecto, la region de marco de cadena sencilla es una variante de una cualquiera de las secuencias 1.1, 2.1,
3.1,41,51,12,22,32,42,52,13, 23, 3.3,43,53,7.3, 14, 24, 34, 4.4, 54, 6.4 (tabla 5), en las que
“variante” tal como se usa en el presente documento se refiere a una secuencia que presenta una identidad del 90%
0 mayor, mientras que mantiene una estabilidad potenciada.

En otro aspecto, la region de marco de cadena sencilla es un derivado de una cualquiera de secuencias 1.1, 2.1,
3.1,41,51,12,22,32,4.2,52,13,23,3.3,43,53,7.3,1.4,2.4,34,4.4,5.4, 6.4 (tabla 5) en la que “derivado”
tal como se usa en el presente documento se refiere a una secuencia que mantiene sélo aquellos aminoacidos que
son criticos para la funcion y la estabilidad de la molécula. Los intercambios neutros o positivos aislados en la regiéon
de marco tal como se describen en el ejemplo 3, no se considera que sean un cambio relevante en las regiones de
marco de anticuerpo de la presente invencion.

En una realizacién preferida de la invencion, la regién de marco de cadena sencilla se fusiona a una segunda
proteina, en la que esa proteina proporciona una lectura para ensayos intracelulares. La lectura puede ser o bien
directa, por ejemplo en forma de una fusién a una proteina detectable, por ejemplo GFP (proteina fluorescente
verde), proteina fluorescente azul potenciada, proteina fluorescente amarilla potenciada, proteina fluorescente cian
potenciada que puede observarse mediante fluorescencia, u otras parejas de fusion con diferentes métodos de
deteccién. Alternativamente, puede lograrse una lectura a través de la activacion transcripcional de un gen indicador,
en el que la pareja de fusion en la proteina de fusion de scFv es o bien un activador transcripcional, tal como el
dominio de activacion Gal4, o una proteina de uniéon a ADN, tal como el dominio de unién a ADN de Gal4 o LexA,
que activa la transcripcion de un gen indicador de una enzima, tal como B-galactosidasa, luciferasa, a-galactosidasa,
B-glucuronidasa, cloranfenicol acetiltransferasa y otras, que proporcionan a su vez una lectura. Las proteinas de
fusion, que proporcionan una lectura las conoce bien un experto en la técnica.

Otro aspecto es un anticuerpo que comprende una region de marco descrita en el presente documento.
Otro aspecto es el uso del anticuerpo de la presente invencion.

Un aspecto adicional es el uso de las clases de regidon de marco descritas anteriormente de dominios variables de
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anticuerpo y secuencias de dominios variables y scFv para el injerto de bucles hipervariables de anticuerpos
existentes, con el fin de obtener anticuerpos que son funcionales en un entorno reductor o de otro modo desafiante.

Otro aspecto es el uso de las clases de regién de marco descritas de dominios variables de anticuerpo y secuencias
de dominios variables y scFv, por ejemplo a través de aleatorizacion de uno o mas de los bucles hipervariables de
tales regiones de marco, para la creacidon de bibliotecas para aplicaciones en un entorno reductor o de otro modo
desafiante.

Tal como resultaria evidente para un experto habitual en la técnica, las moléculas de la invencion descritas en el
presente documento pueden usarse en aplicaciones de diagndstico y terapéuticas, validacién de dianas y terapia
génica.

La invencion puede ilustrarse mediante los siguientes ejemplos, que no pretenden limitar el alcance de la invencion
en modo alguno.
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La invencion se ilustra adicionalmente en los siguientes ejemplos no limitativos.

Ejemplo 1

Seleccion de regiones de marco de intracuerpo a través de la seleccion de una biblioteca humana en el sistema de
“control de calidad” en levadura

La seleccion con el sistema de “control de calidad” para determinar regiones de marco estables se realizd
esencialmente tal como se describe en detalle por Auf der Maur (documento WO0148017, Auf der Maur 2001).

Los plasmidos para la expresion de los constructos de fusion de scFv para la seleccion en levadura se derivaron de
pESBA-Act (Worn, 2000). Contiene el gen de levadura TRP1 para la seleccion por transformacion en S. cerevisiae y
el origen de replicacion de 2 micrédmetros para garantizar altos nimeros de copias. Ademas tiene un promotor de
actina constitutivo para una fuerte expresion y la secuencia de terminacion de la transcripcion GAL11, separados por
un sitio de clonacion multiple. Para la manipulacién en sistemas bacterianos, también tiene un origen de replicacion
bacteriano y el gen de resistencia a amp.

El dominio de activacién Gal4 (aminoacidos del AD 768-881) se amplificd originariamente mediante PCR usando
pGAD424 (Clontech) como molde con cebadores que incluian la sefial de localizacion nuclear del antigeno T de
SV40 T N-terminal al Gal4-AD. Los fragmentos de ADN que codifican para los aminoacidos 263-352 de Gal11P se
amplificaron mediante PCR y se clonaron en el marco, N-terminal al constructo SV40-NLS-Gal4-AD. La biblioteca de
scFv humano, amplificada a partir de ADN de células de bazo humanas tal como se describe en otra parte
(Welschhof, 1995; Krebber, 1997; de Haard, 1999), se clondé en el marco, N-terminal a este constructo de fusion
mediante sitios Sfil, y en la orientacién V| -enlazador-Vy en la que el enlazador tiene la secuencia (GGGS)4. Por
tanto, la expresién produce una proteina de fusion de la estructura general scFv-Gal11p-SV40 NLS-Gal4AD.

Se llevé a cabo la seleccion en la cepa de levadura S. cerevisiae YDE172 (MAT o ura3-52 leu2A41 trp1d63 his34200
lys24 385 gal44 11) (Auf der Maur, 2001), que se derivo de la cepa JPY9 (Escher, 2000) integrando los genes
indicadores LacZ y HIS3 orientados de manera divergente bajo el control de UASg natural de las secuencias
reguladoras Gal1-GAL10 en el locus his34200. La activacion transcripcional del sistema indicador esta mediada por
el resto Gal4-AD del constructo de fusion de scFv, tras la interaccion especifica de su resto Gal11p con el dominio
de unién a ADN Gal4 (DBD, aminoacidos 1-100). El Gal4-DBD se proporciona mediante la expresion de un segundo
plasmido, pMP83. Contiene el gen de levadura LEU2 para la seleccion por transformacion en S. cerevisiae y el
origen de replicacion ARS CEN. Ademas, tiene un promotor de actina constitutivo para una fuerte expresion y la
secuencia de terminacion de la transcripcion GAL11. Para la manipulacion en sistemas bacterianos, también tiene
un origen de replicacion bacteriano y el gen de resistencia a amp.

Para la seleccién, la cepa de levadura S. cerevisiae YDE172 se cotransformé con una biblioteca de scFv como
constructo de fusion en el vector pESBA-Act2 mientras que el vector pMP83 proporcion6 Gal4-DBD. Se us6 un
protocolo de transformacion con acetato de litio convencional (Agatep, 1998). Tras la transformacion, se sembraron
las células en placas deficientes (-Trp/-Leu/-His) que contienen 3-aminotriazol 80 mM. Se recogieron las colonias
tras una incubacion de 3 dias a 30°C y se volvieron a sembrar en cultivos en estria en placas deficientes (-Trp/-Leu/-
His) que contenian 3-aminotriazol 80 mM. Se sometieron a prueba las que volvieron a crecer para determinar la
expresion de LacZ-mediante el desarrollo de color azul en un ensayo de filtro con placas que contenian el sustrato
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X-Gal. Se tomaron los clones positivos para analisis adicional que implicaba el aislamiento del plasmido que porta
scFv de levadura, la transformacién en E. coli DH5q, el aislamiento de plasmido de colonias individuales de E. coli y
nueva transformacion en la cepa de levadura S. cerevisiae YDE172 recién preparada para el ensayo tal como se
describe a continuacion. Se realizaron todos los métodos segun procedimientos convencionales, bien conocidos por
un experto habitual en la técnica.

Ademas, se us6 un procedimiento de seleccion modificado en el que el scFv se fusion6 directamente tanto a un
dominio de unién a ADN (aminoéacidos de LexA 1-202) y un dominio de activacion (Gal4, aminoacidos 768-881) para
producir un constructo de fusidon de la siguiente estructura: scFv-LexA-NLS-Gal4AD. Los plasmidos para la
expresion de los constructos de fusion de scFv para la seleccion en levadura se derivaron de pESBA-Act2. Contiene
el gen de levadura TRP1 para la seleccion por transformacion en S. cerevisiae y el origen de replicacion de 2
micrémetros para garantizar altos numeros de copias. Ademas, tiene un promotor de actina constitutivo (para una
fuerte expresion) y la secuencia de terminacion de la transcripcion GAL11 separados por un sitio de clonacion
multiple. Para la manipulacion en sistemas bacterianos, también tiene un origen de replicacién bacteriano y el gen
de resistencia a amp.

Se llevo a cabo la seleccion en la cepa de levadura S. cerevisiae ImmunaLHB (MATa ura3-52 leu241 trp1d63
his34200 lys241 385) que se derivo de la cepa JPYS integrando los genes indicadores LacZ e HIS3 orientados de
manera divergente bajo el control de un promotor bidireccional con seis sitios de uniéon a LexA (plasmido indicador
de integracion pDE200, Escher 2000) en el locus his34200 e integrando el gen indicador LEU2 bajo el control de un
promotor con ocho sitios de unién a LexA (derivado de EGY48) en el locus leu241. La activacion transcripcional del
sistema indicador esta mediada por el resto Gal4-AD del constructo de fusion de scFv. Se llevé a cabo la seleccion
esencialmente tal como se describié anteriormente usando medio deficiente (-Trp/-Leu/-His) y concentraciones de 3-
aminotriazol de hasta 40 mM.

Ejemplo 2

Evaluacion del funcionamiento in vivo
a) en levadura

Para el analisis cuantitativo del funcionamiento de las regiones de marco seleccionadas en levadura (figuras 1 y 3),
se transformé la cepa de S. cerevisiae Immuna LHB con los scFv aislados como constructos de fusion LexA-Gal4-
AD en el vector pESBA-Act2 siguiendo un protocolo de transformacion con acetato de litio convencional (Agatep,
1998). Tras la transformacién, se sembraron las células en placas deficientes (-Trp). Se inocularon cultivos de 2 ml
durante la noche en medio deficiente (-Trp) por duplicado a partir de cultivos en estria que contenian varias colonias
y se hicieron crecer a 30°C. Se diluyeron los cultivos en 1 ml de medio deficiente (-Trp) hasta una densidad éptica a
600 nm (DO600) de 0,7. Entonces se hicieron crecer a 30°C durante 2 h. Para el ensayo, se tomaron 100 pl de
cultivo celular, se mezclaron con 900 pl de tampén, 45 ul de cloroformo y 30 ul de SDS al 0,1%, se agitaron en
vértex y se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos. Se inicié el desarrollo de color mediante la adicion
de 0,2 ml de ONPG (4 mg/ml) y se detuvo con 0,5 ml de NaxCOs (1 M). Se calculé la actividad teniendo en cuenta la
DO600 del cultivo de ensayo, asi como el tiempo de incubacién del desarrollo de color y el volumen de cultivo
usado.

Se secuenciaron los clones que eran al menos iguales o mejores que el control positivo (el injerto de lambda muy
estable descrito anteriormente (Worn, 2000; Auf der Maur, 2001)) para identificar el subtipo de regién de marco
(definiciones de subtipos de regién de marco segun Tomlinson, (1992), Cox, (1994) y Williams, (1996)). La
secuenciacion reveld una preferencia asombrosa por determinados subtipos de region de marco. Para el dominio
variable de cadena pesada (VH), nunca se encontraron los subtipos de region de marco 2 y 6 y el 4 estaba
notablemente reducido entre los clones positivos. Corregido para el funcionamiento de las secuencias aisladas en el
ensayo intracelular en levadura, existe una fuerte preferencia por la regiéon de marco de VH del subtipo 3, pero
también por 1a y 1b en aplicaciones intracelulares. Con respecto al dominio variable de cadena ligera (VL); existe
una clara preferencia por las regiones de marco de los subtipos kappa 1, lambda 1 y lambda 3 (tabla 4).

Estos subtipos de regién de marco, es decir, VH 1a, 1b y 3 combinados con un dominio VL kappa 1, lambda 1 y
lambda 3 son, por tanto, los mas adecuados para uso intracelular y otras aplicaciones con requisitos rigurosos
referentes a las propiedades de plegamiento del scFv. Las bibliotecas para los sistemas de seleccién intracelulares
deben construirse, por ejemplo, preferentemente a partir de una mezcla de estos subtipos de region de marco
Unicamente, para reducir la cantidad moléculas que no son funcionales en el entorno reductor.

b) en células de mamifero

Se usé la linea celular Hela para el analisis cuantitativo del funcionamiento de las regiones de marco seleccionadas
en células humanas (figuras 2, 4 y 7). Se proporciond el gen indicador de luciferasa a partir de un plasmido indicador
contransfectado pGL3 (Promega) que contenia la luciferasa bajo el control de la UAS de Gal4 natural. Los vectores
de expresion de mamifero usados para la transfeccion transitoria contienen Gal4 (1-147) fusionado en el extremo C-
terminal a VP16-AD bajo el control de un promotor de CMV. Se clonaron en el marco los scFv aislados, C-terminal a
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una fusion Gal4 (1-147)-VP16 para producir una proteina de fusion Gal4 (1-147)-VP16-scFv tras la expresion. Se
cultivaron las células en DMEM complementado con FCS al 2,5% y I-glutamina 2 mM. Se llevaron a cabo
transfecciones transitorias segun el protocolo de Polyfect (Qiagen) en placas de cultivo tisular de 60 mm usando
0,01-0,1 ug del vector que contenia el constructo de scFv, 0,5 pg de un plasmido de expresion Gal4 (1-147)-VP16-
scFv dirigido por el promotor de CMV y 0,5 ng de un vector de expresion de lacZ como referencia para la eficacia de
transfeccion. Se recogieron las células 24-48 horas tras la transfeccion, se resuspendieron en 1000 ul de tampén y
se lisaron mediante tres ciclos de congelacion-descongelacion. Se centrifugé el lisado celular y se sometié a ensayo
el sobrenadante para determinar la actividad luciferasa usando disolucion de ensayo de luciferasa (Promega) y para
determinar la actividad de LacZ segun el protocolo convencional. Se corrigio la actividad luciferasa obtenida, con la
actividad de LacZ para tener en cuenta la variacion en la eficacia de transfeccion.

Ejemplo 3

Alineamiento multiple y analisis de la comparacion de secuencias

Para dilucidar el patron general de secuencias de regidon de marco adecuadas para aplicaciones intracelulares, se
aislaron todos los clones positivos (es decir, los que crecen en condiciones selectivas en el sistema de control de
calidad) y se secuencid la parte que codifica para los scFv. Posteriormente, se dividieron las secuencias de scFv en
sus componentes de cadena ligera y pesada para permitir el alineamiento de los dominios respectivos (tablas 1y 2)
segun el esquema de numeracion ajustado estructural de dominios de inmunoglobulina por Honegger (2001).

Para permitir la evaluacion de los datos obtenidos, se generé un alineamiento que representaba la biblioteca no
seleccionada (tabla 3). Con el fin de obtener secuencias no seleccionadas, se transformé la biblioteca en células de
E. coli que no expresan los genes de scFv y se recogieron los clones al azar para el aislamiento de plasmidos y la
secuenciacion de la secuencia de scFv. La biblioteca cubre el repertorio de anticuerpos humanos tal como se
esperaba y por tanto no tiene sesgo hacia subgrupos especificos, distintos a los esperados por el patrén de
expresion encontrado generalmente en seres humanos.

Se agruparon las secuencias de VH y VL segun su subgrupo. Se destacaron los cambios en la secuencia consenso
especifica de subgrupo. Un experto en la técnica puede distinguir entre cambios positivos, neutros y negativos
basdndose en el entorno estructural del residuo intercambiado particular (por ejemplo Honegger, 2001). Un
intercambio de un residuo perteneciente a un grupo particular de aminoacidos por un residuo del mismo grupo se
valida en general como un intercambio neutro. Un intercambio de un residuo perteneciente al grupo de aminoacidos
hidréfobos que apuntan al nucleo hidroéfobo de la proteina por un aminoacido del grupo de aminoacidos polares pero
no cargados o cargados positiva o negativamente seria enormemente desfavorable debido a que sitios
donadores/aceptores de hidrégeno no satisfechos alteran el empaquetamiento compacto del nucleo hidréfobo. Por
tanto, un cambio de este tipo se considera negativo. Un intercambio de un residuo perteneciente al grupo de
aminoacidos polares pero no cargados en la superficie del dominio de inmunoglobulina por un aminoacido del grupo
de aminoacidos cargados positiva 0 negativamente es sumamente favorable ya que aumenta la solubilidad de la
proteina. Por tanto, un cambio de este tipo se valida positivamente, mientras que el intercambio de un residuo polar
a uno hidréfobo es sumamente desfavorable ya que disminuye la solubilidad de la proteina y por tanto se valida
negativamente. En las posiciones con un angulo phi positivo conservado, un intercambio de cualquier aminoacido
por glicina se valida positivamente mientras que un intercambio de glicina por cualquier aminoacido se valida
negativamente porque la glicina es el Unico aminoacido que puede formar un angulo phi positivo. La pérdida de un
puente salino conservado entre las posiciones 45-53, 45-100, 77-100 y 108-137 debido a un intercambio de un
aminoacido del grupo de residuos cargados positiva o negativamente por un aminoacido no cargado da como
resultado una estabilidad termodinamica disminuida y, por tanto, se considera negativa.

Finalmente, se eligieron 7 dominios VL y 4 dominios VH que se seleccionaron preferentemente durante el control de
calidad (es decir, mostrando los intercambios menos negativos y méas positivos de la secuencia consenso y que
cubren los subgrupos) y que muestran cada uno un alto funcionamiento in vivo en levadura. Las secuencias se
resumen en la tabla 5 e incluyen dos Vk1 (k | 27 (1. x) y k 11l 25 (2. x)), dos V«3 (k IV 103 (3. x) y k IV135 (5. x)), una
VA1 (k IV 107 (4. x)), dos VA3 (a33 (7. x) y a43 (6. x)), una VH1b (a33 (x. 3)) y tres VH3 (una fwl0 (x. 2), a43 (x. 4) y
a44 (x. 1)). Estos dominios VL y VH se intercambiaron proporcionando 22 combinaciones novedosas en el formato
descFv(1.1,2.1,3.1,4.1,51,1.2,2.2,3.2,4.2,5.2,13,2.3,3.3,43,53,7.3,14,24,34,4.4,54,6.4).

Ejemplo 4
Evaluacion del funcionamiento in vivo de dominios intercambiados
a) Funcionamiento en un ensayo intracelular en levadura y células de mamifero

Se sometieron a prueba las 22 combinaciones para determinar su funcionamiento in vivo en levadura y células de
mamifero tal como se describe en el ejemplo 2 (figuras 3 y 4).

b) Expresion de proteina soluble en condiciones reductoras en levadura

Para comparar los rendimientos de proteina soluble tras la expresién en condiciones reductoras, se expresaron las
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regiones de marco seleccionadas como una fusién con Gal4 AD en el citoplasma de la levadura S. cerevisiae. Los
constructos de fusidn en el vector pESBA-Act2 tenian la estructura general Gal4 AD-scFv. Se transformaron tal
como se describié anteriormente en la cepa de levadura S. cerevisiae JPY9 y se sembraron en placas deficientes,
-Trp.

Se inocularon 5 ml de cultivos durante la noche en medio deficiente (-Trp) a partir de cultivos en estria que contenian
varias colonias y se hicieron crecer a 30°C. Se diluyeron los cultivos en 50 ml de medio deficiente (-Trp) hasta una
densidad 6ptica a 600 nm (DO600) de 0,5. Se hicieron crecer a 30°C durante 5 h. Para el extracto de células nativas,
se recogieron mediante centrifugacion 2,5 ml de cultivo celular normalizado a una DO600 de 3, se congelaron en
nitrégeno liquido y posteriormente se resuspendieron en 75 pul de Y-PER (Pierce) que contenia inhibidor de
proteasas (PMSF). Se agitd en vortex brevemente el sedimento celular resuspendido y se incubd (con ligera
agitacion) a 20°C durante 20 min. Se sedimentd el material insoluble y agregado a velocidad maxima en una
centrifuga Eppendorf a 4°C durante 10 min. Se mezcl6 el sobrenadante con colorante de carga, se calentd hasta
100°C durante 5 min. y se separ6 en una SDS-PAGE al 12%. Se visualizaron los constructos de fusién Gal4 AD-
scFv solubles mediante inmunotransferencia de tipo Western mediante la deteccion del resto Gal4 con un anticuerpo
de ratdon monoclonal anti-Gal4AD (Santa Cruz Biotechnology) como anticuerpo primario y un conjugado anti-raton-
peroxidasa (Sigma) como anticuerpo secundario y usando un sustrato quimioluminiscente (Pierce) (figura 5). Los
procedimientos de SDS-PAGE e inmunotransferencia de tipo Western los conoce bien un experto habitual en la
técnica.

c) Comportamiento de expresién en el periplasma de E. coli

Para la evaluacion del comportamiento de expresion periplasmatica en E. coli (figura 6), se clonaron regiones de
marco de scFv aisladas en un vector bacteriano que albergaba el gen de resistencia a cam (catR) y el gen represor
lac | (Krebber, 1997), con una secuencia lider pelB N-terminal y una cola de his C-terminal bajo el control del
operador/promotor lac. Se transformaron E. coli JM83 competentes con estos plasmidos. Se inocularon 50 ml de
medio dYT que contenia 35 mg/l de cloranfenicol en matraces de agitacion, 1:40 con un cultivo durante la noche y se
incubaron a 30°C. Se indujeron las células a una DO600 de 0,8 con IPTG 1 mM y se recogieron tras 3 horas de
inducciéon mediante centrifugacion. Se resuspendié el sedimento en Tris 50 mM, pH 7.5, NaCl 500 mM y se
normalizé a una DO600 de 10. Se analizaron muestras de cada fragmento scFv o bien directamente (extracto total)
o bien tras sonicacion seguido por centrifugacion (fraccion soluble) mediante SDS-PAGE. Se estimé la cantidad de
proteina soluble a partir del gel con tincion de Coomassie.

Ejemplo 5

Evaluacion detallada de 5 combinaciones con propiedades superiores para uso extracelular

Se eligieron cinco combinaciones como ejemplos que muestran un buen funcionamiento en ensayos intracelulares
tanto en levadura como en mamifero, producen proteina soluble durante la expresion en levadura y E. coli, y cubren
los subgrupos que se seleccionaron preferentemente durante el control de calidad (2.4, 4.4, 5.2, 6.4 y 7.3, véase la
tabla 5 para mas detalles). Se analizaron estas combinaciones en mayor detalle para evaluar adicionalmente su uso
en condiciones reductoras, asi como oxidantes.

a) Funcionamiento en un ensayo intracelular en diferentes células de mamifero

Se llevé a cabo el andlisis cuantitativo del funcionamiento de las cinco combinaciones en células humanas usando
células Hela y ademas usando la linea celular de osteosarcoma humano Saos-2 y la linea celular de rifién
embrionario humano HEK293 tal como se realiza en el ejemplo 2 (figura 7).

b) Funcionamiento in vitro
Expresion y purificacion

Para la evaluacién del funcionamiento in vitro, se expresaron las cinco combinaciones superiores en el periplasma
de E. coli (figura 6). Se inoculo la cantidad de 0,1 | de medio dYT que contenia cloranfenicol 35 mg/l en matraces de
agitacion, 1:40 con un cultivo durante la noche y se incubaron a 30°C. Se indujeron las células a una DO550 de 1,5
con IPTG 1 mM y se recogieron tras 2 horas de induccién mediante centrifugacion. Para la purificacién de los scFv,
se resuspendi6 el sedimento celular y se lis6é mediante sonicacion. Tras la centrifugacion en SS34 a 20 krpm, 4°C
durante 30 minutos, se aplicé el sobrenadante a una columna de afinidad Ni-MC (HiTrapT"/I Chelating HP, 1 ml,
Amersham Pharmacia) a pH 7,5 y se eluyd con imidazol 200 mM usando un sistema Akta Basic de Amersham
Pharmacia. La pureza de los fragmentos scFv era mayor al 98% tal como se determin6 mediante SDS-PAGE (datos
no mostrados). Se determiné la concentracion de la proteina purificada usando el coeficiente de extincién calculado
a 280 nm. Se normalizé el rendimiento de proteina purificada soluble a un volumen de cultivo de 1 | con una DO600
de 10 y se varié desde 8 hasta mas de 55 mg.

Resistencia a la agregacion

Se ha mostrado que la resistencia frente a la agregaciéon se correlaciona con estabilidad termodinamica (Worn,
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1999) in vitro y la eficacia de la localizacion tumoral en un modelo de tumor xenoinjertado en ratones (Willuda, 1999).
Con el fin de someter a prueba la estabilidad, la resistencia a la agregacion y la reversibilidad de desplegamiento, se
mantuvieron muestras de 200 pl de las proteinas purificadas a concentraciones de 6 uM en Tris 50 mM, pH 7,5,
NaCl 100 mM o bien durante 4 dias a 4°C o 4 dias a 37°C o bien durante 3 dias a 4°C seguido por una incubacion
de 15 6 60 minutos a 100°C, enfriamiento lento hasta temperatura ambiente y una incubacién durante la noche a
4°C. Se analizd posteriormente el estado oligomético de cada muestra en una columna de filtraciéon en gel
equilibrada con Tris 50 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM para estimar la cantidad de material agregado frente a
monomeérico (figura 8). Se inyectaron las proteinas en una columna Superdex-75 (Amersham Pharmacia) en un
volumen de 100 pl y una velocidad de flujo de 1 mI/min en un sistema Akta Basic (Amersham Pharmacia).

Resistencia a la degradacion por proteasas

Para determinar la estabilidad de las regiones de marco aisladas frente a la degradacion por proteasas, un
parametro que es importante para aplicaciones terapéuticas, se incubaron las regiones de marco purificadas en
suero humano a 37°C (figura 9).

La proteina de scFv con cola de his purificada (véase anteriormente) a una concentracion de 50 uM se diluyé diez
veces con suero humano hasta una concentracion final de 5 uM en suero al 90%. Entonces, o bien se incubaron las
muestras a 37°C durante o bien 3 dias o bien 1 dia, o bien se tomaron directamente para la carga. Antes de la carga,
se sedimentd el material insoluble y agregado a maxima velocidad en una centrifuga Eppendorf a 4°C durante 10
min. Se diluy6 el sobrenadante seis veces con un colorante de carga para reducir la cantidad de suero cargado en el
gel, se calent6 hasta 100°C durante 5 min. y se separé en una SDS-PAGE al 12%. Se visualizaron los fragmentos
scFv con cola de his solubles mediante inmunotransferencia de tipo Western mediante la deteccion de la cola de his
con un anticuerpo de raton monoclonal anti-his (Qiagen) como anticuerpo primario y un conjugado anti-raton-
peroxidasa (Sigma) como anticuerpo secundario y usando un sustrato quimioluminiscente (Pierce). Los
procedimientos de SDS-PAGE e inmunotransferencia de tipo Western los conoce bien un experto habitual en la
técnica.

Ejemplo 6

Seleccion de grupos de unién de antigenos a través de la seleccion de una biblioteca de CDR aleatorizada en la
region de marco 7.3 en el sistema de seleccién por interacciéon en levadura

La seleccion con el sistema de interaccidon para grupos de union de antigenos se realizd esencialmente tal como se
describié anteriormente en detalle (Auf der Maur, 2002).

Los plasmidos para la expresion de los constructos de fusion de scFv para la seleccidon en levadura se derivaron de
pESBA-Act2. Contiene el marcador nutricional de levadura TRP1 y el origen de replicacion de 2 micrometros.
Ademas tiene un promotor de actina constitutivo para una fuerte expresion y la secuencia de terminaciéon de la
transcripcion GAL11, separados por un sitio de clonaciéon multiple. Para la manipulacién en sistemas bacterianos,
también tiene un origen de replicacion bacteriano y el gen de resistencia a amp.

El dominio de activacion Gal4 (aminoacidos de AD 768-881) se amplificé originariamente mediante PCR usando
pGAD424 (Clontech) como molde con cebadores que incluian la sefial de localizacion nuclear del antigeno T de
SV40 N-terminal al Gal4-AD. Se obtuvo la biblioteca de scFv mediante amplificacién por PCR de la regién de marco
de scFv 7.3 usando cebadores que aleatorizan 7 aminoacidos dentro de la CDR3 de VH. Se cloné el producto de
PCR resultante en la regién de marco 7.3, presente en el vector en la orientaciéon Vi -enlazador-Vy, como una fusion
C-terminal a Gal4-AD. Por tanto, la expresion produce una proteina de fusion de la estructura general Gal4-AD-scFv.

Se llevd a cabo la seleccion en la cepa de levadura S. cerevisiae Immuna LHB (MAT«a ura3-52 leu2A41 trp1d63
his34200 lys24 385). Se derivo de la cepa JPY5 integrando los genes indicadores LacZ y HIS3 orientados de
manera divergente bajo el control de un promotor bidireccional con seis sitios de uniéon a LexA (plasmido indicador
de integracion pDE200, Escher 2000) en el locus his34200 e integrando el gen indicador LEU2 bajo el control de un
promotor con ocho sitios de unién a LexA (derivado de EGY48) en el locus leu2A41.

La activacion transcripcional del sistema indicador esta mediada por el resto Gal4-AD del constructo de fusién de
scFv, tras la interaccion especifica de su resto scFv con el resto antigénico de la proteina de fusiéon cebo. La
proteina de fusién cebo consiste en el dominio cinasa de la cinasa 1 de tipo polo humana (hPlk1-KD) fusionada de
manera C-terminal a la proteina LexA de uniéon a ADN. Se amplificé por PCR el dominio cinasa (aminoacidos 2-332)
a partir de un ADNc de hPIk1 usando el cebador en 5’ 5'-tgctctagaagt gctgcagtgactgcag-3’ (Seq. Id. No. 12) y el
cebador en 3’ 5’-ggttgtcgacttacaggctgctgggagcaatcg-3’ (Seq. Id. No. 13). Se clond el producto de PCR resultante de
manera C-terminal a LexA mediante Xbal y Sall en el vector cebo. El vector cebo contiene el marcador nutricional
URAS3 y un origen de replicacion Ars Cen. La expresion de la proteina de fusion cebo esta dirigida por un promotor
de actina activo de manera constitutiva. Se termina la transcripcién mediante la secuencia de terminacién GAL11. El
vector cebo también porta un origen de replicacion bacteriano y el gen de resistencia a amp para la propagacion en
sistemas bacterianos.
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Para la seleccion, la cepa de levadura S. cerevisiae Immuna LHB se cotransformé con una biblioteca de scFv como
fusion a Gal4-AD en el vector pESBA-Act2 y el vector cebo que proporciona la fusién LexA-hPLK1-KD siguiendo un
protocolo de transformacion con acetato de litio convencional (Agatep, 1998). Tras la transformacion, se sembraron
las células en placas deficientes (-Trp/-Leu/-Ura). Se recogieron las colonias tras incubacion durante de 3 a 5 dias a
30°C y se volvieron a sembrar en cultivos en estria en placas deficientes (-Trp/-Leu/-Ura). Se sometieron a prueba
las que volvieron a crecer para determinar la expresion de lacZ mediante el desarrollo de color azul en un ensayo de
filtro en placas que contenian el sustrato XGal. Se tomaron los clones positivos para analisis adicional que implicaba
el aislamiento del plasmido que porta scFv de la levadura, la transformacién en E. coli DH5a., el aislamiento del
plasmido de colonias individuales de E. coli, la secuenciacién y la nueva transformacion en la cepa de levadura S.
cerevisiae Immuna LHB recién preparada para el ensayo tal como se describe a continuacion. Se realizaron todos
los métodos segun procedimientos convencionales, bien conocidos por un experto habitual en la técnica.

Ejemplo 7

Evaluacién del funcionamiento in vivo de constructos de Fab derivados de regiones de marco de scFv novedosas

Para evaluar el efecto beneficioso del uso de regiones de marco estables de dominios variables sobre diferentes
formatos de anticuerpo, se construyeron vectores de expresion de Fab para su uso en la seleccion por interaccion
en levadura.

a) Constructos de Fab para la seleccion intracelular en levadura

Se construyeron dos vectores de expresion diferentes para permitir diferentes niveles de expresion. Los vectores se
basan en estructuras principales de o bien yEplac 112 (2 micrémetros) o bien yCplac22 (ars/cen) (Gietz, 1988).
Ambos contienen el marcador nutricional de levadura TRP1, un promotor de Gal1/Gal10 bidireccional, inducible, un
origen de replicacion bacteriano y el gen de resistencia a amp para la manipulacién en sistemas bacterianos. En un
sentido, se cloné el dominio VH de la regién de marco 7.3 de manera N-terminal al dominio CH1 de IgG1 que incluye
la cisteina C-terminal, seguido por un enlazador y el dominio de activacion Gal4 (aminoacidos de AD 768-881) que
incluye el antigeno T de SV40. Por el otro lado, se cloné el dominio VL de la regidon de marco 7.3 de manera N-
terminal al dominio CL (lambda) que incluye la cisteina C-terminal. Los terminadores son el terminador Gal11 en el
lado de la cadena pesada y el terminador de ciclina 1 en el lado de la cadena ligera.

b) Funcionamiento en un ensayo intracelular en levadura

Para el andlisis cuantitativo del funcionamiento de los grupos de unién a antigenos en formato de scFv y Fab en
levadura (figuras 1 y 3), la cepa de S. cerevisiae Immuna LHB se cotransformé con los scFv aislados como
constructos de fusién Gal4-AD en el vector pESBA-Act2 y el vector cebo que contiene la fusion LexA-hPLK1-KD
siguiendo un protocolo de transformacion con acetato de litio convencional (Agatep, 1998). Tras la transformacion,
se sembraron las células en placas deficientes (-Trp, -Ura, Glc). Se inocularon cultivos de 2 ml durante la noche en
medio deficiente (-Trp, -Ura, Glc) por duplicado a partir de cultivos en estria que contenian varias colonias y se
hicieron crecer a 30°C. Se diluyeron los cultivos en 1 ml de medio deficiente (-Trp, -Ura, Gal) hasta una densidad
Optica a 600 nm (DO600) de 0,7. Se hicieron crecer a 30°C durante 5 h. Se llevé a cabo el ensayo tal como se
describié anteriormente.

c) Expresion de proteina soluble en condiciones reductoras en levadura

Para comparar los rendimientos de proteina soluble tras la expresién en condiciones reductoras, se expresaron los
constructos de scFv y Fab, junto con el vector cebo hPLK1-KD, tal como se describié anteriormente, en el
citoplasma de levadura S. cerevisiae. Se transformaron tal como se describié anteriormente en la cepa de levadura
YDE173 y se sembraron en placas deficientes -Trp, -Ura, que contenian glucosa.

Se inocularon cultivos de 5 ml durante la noche en medio deficiente (-Trp, -Ura, Glc) a partir de cultivos en estria que
contenian varias colonias y se hicieron crecer a 30°C. Se diluyeron los cultivos con YPAG hasta una densidad 6ptica
a 600 nm (DO600) de 0,5. Se hicieron crecer a 30°C durante 7,5 h. Para el extracto de células nativas, se recogieron
mediante centrifugacion 2,5 ml de cultivo celular normalizado hasta una DO600 de 3, se congelaron en nitrégeno
liquido y posteriormente se resuspendieron en 75 ul de Y-PER (Pierce). Se agitd en vortex brevemente el sedimento
celular resuspendido y se incubé ligeramente con agitacion a 20°C durante 20 min. Posteriormente, se sedimento el
material insoluble y agregado a maxima velocidad en una centrifuga Eppendorf a 4°C durante 10 min. Se mezclé el
sobrenadante con colorante de carga, se calenté hasta 100°C durante 5 min. y se separ6 en una SDS-PAGE al 12%.
Se visualizaron la fusion Gal4-AD-scFv soluble y la parte de cadena pesada de Fab fusionado a Gal4-AD mediante
inmunotransferencia de tipo Western mediante la deteccion del resto Gal4 con un anticuerpo de ratén monoclonal
anti-Gal4-AD (Santa Cruz Biotechnology) como anticuerpo primario y un conjugado anti-raton-peroxidasa (Sigma)
como anticuerpo secundario y usando un sustrato quimioluminiscente (Pierce) (figura 11). SDS- Los procedimientos
de SDS-PAGE e inmunotransferencia de tipo Western los conoce bien un experto habitual en la técnica.
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Lista de secuencias
<110> ESBATECH AG

<120> Regiones de marco de inmunoglobulina que demuestran estabilidad potenciada en el entorno intracelular y
métodos de identificacion de las mismas

5 <130> 08420PC

<150> Documento US 60/382,649
<151> 22-05-2002
<150> US 60/438,246
<151> 03-01-2003

10 <160> 13
<170> PatentIn version 3.1
<210> 1
<211> 107
<212> PRT

15 <213> Secuencia artificial
<220>
<223> region de marco de anticuerpo

<400> 1

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Ile Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Trp
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 . 45

Tyvr Lys Ala Ser Ser Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Ala Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Lys Ser Tyr Trp Thr
85 90 85

Phe Gly Gln Gly Thr lys Leu Thr Val Leu Gly
100 105

20 <210> 2
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<211> 108

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region de marco de anticuerpo

<400> 2

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 i0 15

Asp Arg Val Thr Leu Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Arg Asn Glu
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Lys Ala Pro Lys Arg Leu Ile
35 40 45

Tyr Ala Gly Ser Ile Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 . 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 8O

Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Tyr Ser Leu Pro Tyr
85 90 85

Met Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys Arg
100 105

<210>3

<211> 109

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region de marco de anticuerpo

<400> 3
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Glu Ile val Met Thr Gln
1 5

Glu Ser Ala Ala Leu Ser
20

Val Ala Trp Tyr Gln Gln
35

Tyr Gly Ala Thr Thr Arg
50

Ser Gly Ser Gly Thr Glu
65 70

Glu Asp Phe Ala Ala Tyr
85
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ser
Cys
Lys
Ala
?5

Phe

Pro

Pro
40

Ser

Thr

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Thr

10

Ser

Gln

val

Thr

Gln
90

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile

100

<210> 4

<211> 111

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region de marco de anticuerpo

<400> 4

105

21

Ser

Gly

Ala
60

Asn

Lys

Lys

Val

val

Ser

His

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Pro Gly
15

Thr Asn

Leu Ile

Ser Gly

Gln Ser

80

Pro Pro
85
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Gln Ser val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Ala ala Pro Gly Gln

Lys Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Thr Ser 2Asn Ile Gly Asp Asn
20 25 30

Tyr Val. Ser Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr 2la Pro Gln Leu Leu
35 40 a5

Ile Tyr Asp Asn Thr Lys Arg Pro Ser Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser

Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Thr Leu Gly Ile Thr Gly Leu Gln
65 70 75 80

Thr Gly Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gly Thr Trp Asp Ser Ser Leu
i BS 90 85

Ser Gly Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu. Thr Val Leu Gly
100 105 110

<210>5

<211> 108

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region de marco de anticuerpo
<400> 5

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Thr Leu Thr His Tyr
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45
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Tyr Asp Thr Ser Lys Arg Ala Thr Gly Val Pro
55

50

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
70

65

Glu Asp Ser Ala

Thr Phe Gly Gly

<210>6
<211>109
<212> PRT

100

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region de marco de anticuerpo

<400> 6

Ser Tyr Val Leu

1

Thr Ala

His Trp

Asp Asp
50

65

Thr

Ser

Asn Ser Gly

Asp Glu ala

Asn Val

<210>7

Phe

val

20

Gln

Asp

Asn

Asp

Gly
100
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Thr Gln Pro

Thr

Gln

Thr

Ser

Cys

Lys

Ala
70

Gly

Gly

Pro

Ser

55

Thr

Thr

Leu Tyr Tyr Cys Gln
85

Gly Thr Lys Leu Glu

Thr Ile

60

75

90

105

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leun

Gln

Lys

val
10

Ser

Asn Asn

25
Gln ala

Ile Pro

ITle

vVal Trp

90

val Glu

105

23

Gln Arg

Ile Lys

Ser

Ile

Pro

Glu

Arg

75

Asp

Ile

Arg

val

Gly

val

Arg

60

Ser

Lys

Ala

Ser

Leu

45

Phe

val

Ser

Ala Arg Phe Ser Gly

Ser Ser Leu Glu Pro

80

Asn Sexr Trp Pro His

95

Pro

Lys

30

Vval

Ser

Glu

Ser

Gly Gln
15

Ser Vval

Val Tyxr

Gly Ser

Ala Gly
80

Asp His
95
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<211> 109

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region de marco de anticuerpo

<400>7

Leu Pro Val L.eu Thr Gln Pro Pro Ser

1 5

Thr Ala Arg Ile Ser Cys Gly Gly
20

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly
35 40

Asp Asp Ser Val Arg Pro Ser Gly
50 ’ 55

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu
65 70

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln
85

Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys
100 '

<210>8

<211> 124

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region de marco de anticuerpo

<400> 8

Asn

25

Gln

Ile

Thr

Val

Leu
105

24

Val
10

ASnD

Ala

Pro

Tle

Trp
90

Thr

Ser Vval

Ile Glu

Pro Val

Glu Arg
60

Ser Arg
75

ASp Ser

val Leu

Ala

Thr

Leu

45

Phe

vVal

Ser

Gly

Pro
Tle
30

Val
Ser

Glu

Ser

Gly Gin
15

Ser val

vVal Ser

Gly Ser

Ala Gly
80

Asp Tyr
95
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Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser ?ﬁa Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 BO

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 9D 85

Ala Ala His Val Leu Arg Phe Leu Glu Trp Leu Pro Asp Ala Phe AsSp

Ile Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210>9

<211>108

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> regién de marco de anticuerpo

<400>9
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Glu

Asp

Leu

Ser
65

Glu

Thr

Ile

Asn

Ala
50

Glu

Asp

Phe

<210> 10

<211>123

<212> PRT

vVal

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

Thr

20

Ser

Gly

Ala

Pro
100

<213> Secuencia artificial

<220>

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Sexr

Asp

Tyr

Thr

<223> region de marco de anticuerpo

<400> 10

ES 2537104 T3

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Lys

Pro

Pro

40

Ser

Thr

Cys

val

Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala

1

5

Val Lys Val Ser Cys Thr Ala Ser

20

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Glu

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

80

Ile

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Ser

Lys

Ser Ala

Ser Ile

Pro ‘Lys
45

Ser Arg
60

Ser Asn

val Lys Lys Pro

10

Gly Tyr Ser Phe Thr

25

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Gly

Gly
30

Leu Gly
15

Ser Tvyxr

Leu Ile

Arg Gly

Gln Pro
80

Pro Phe
o5

Ala Ser
15

Tyvr Phe

Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly
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35

Ile Asn
50

ASp
65

Arg Val
Glu Leu Thr

Vval Pro

Gly Gln
115

Trp

<210> 11
<211> 122
<212> PRT

Pro

Thr

Ser

Arg

100

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

Asp

Leu

Leu

85

Gly

Thr

ES 2537104 T3

40

Ser Gly Asp
55

Thr Arg Asp
70

Thr Ser Asp

Thr Tvr Leu

val Thr
120

Lieu

<223> region de marco de anticuerpo

<400> 11

Thr

Thr

Asp

Asp

105

val

27

Ile

Ser

Thr

90

Pro

Ser

Tyr Ala
60

Ile Gly
75

Ala val

Trp Asp

Ser

45

Gln Lys Phe Gln

Thr val Tyr Met
80

Tyr Tyr Cys Ala
95

Tvr Phe Asp Tyr
110
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Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

Ser Leu Arg Leu Ser Cys 2la Ala
20

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala
35 40

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala

Ala Lys Asp Ala Gly Ile Ala Val
100

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val
115 120

<210> 12

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador de PCR
<400> 12
tgctctagaa gtgctgcagt gactgcag
<210> 13

<211>33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador de PCR
<400> 13

Gly

Ser

25

Pro

Ser

ASpP

Glu

Ala

105

Ser

gogttgtcgac ttacaggctg ctgggagcaa tcg

28

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Ser

val

Thr

Gly

Lys

Ala

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Phe

Pro Gly Gly

Ser

30

Glu

AsD

Thr

Asp
110

15

Ser

Trp

Ser

Leu

val

val

Cys

Trp

28

33
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REIVINDICACIONES
Regién de marco de fragmento variable de cadena sencilla (fragmento scFv) que tiene la estructura general:
NH2-VL-enlazador-VH-COOH; o
NH2-VH-enlazador-VL-COOH,

caracterizada porque el dominio VL tiene la secuencia de region de marco de Seq. Id. No. 1 y el dominio
VH tiene la secuencia de regién de marco de Seq. Id. No. 11,

en la que la region de marco de scFv es estable en condiciones reductoras.

Regién de marco de scFv segun la reivindicacion 1, en la que la region de marco se fusiona a una segunda
proteina.

Regién de marco de scFv segun la reivindicacion 2, en la que dicha segunda proteina se selecciona del
grupo que consiste en GFP, proteina fluorescente azul potenciada, proteina fluorescente amarilla
potenciada, proteina fluorescente cian potenciada, un activador transcripcional y un dominio de unién a
ADN.

Regién de marco de scFv segun la reivindicacién 3, en la que dicho activador transcripcional es un dominio
de activacion Gal4.

Regién de marco de scFv segun la reivindicacion 3, en la que dicho dominio de uniéon a ADN es un dominio
de union de LexA o Gal4.

Regién de marco de scFv, que es una variante de la region de marco de scFv segun la reivindicacion 1 que
tiene una secuencia de regidon de marco de scFv que presenta una identidad del 90% o superior con la
secuencia de regién de marco de scFv segun la reivindicacion 1, a la vez que mantiene una estabilidad
potenciada.

Anticuerpo o fragmento de anticuerpo que comprende la secuencia de regién de marco del dominio VL y
VH segun la reivindicacion 1.

Uso de la regidon de marco de scFv segun la reivindicacion 1, para el injerto de bucles hipervariables de
anticuerpos existentes o para la creacion de bibliotecas de anticuerpos.

Anticuerpo o fragmento de anticuerpo segun la reivindicacién 7, para su uso para la aplicacion de
diagnostico y terapéutica, validacion de dianas y terapia génica.

Acido nucleico que codifica para la regién de marco de scFv segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1
— 6, o0 anticuerpo o fragmento de anticuerpo segun la reivindicacion 7.

Vector que comprende el acido nucleico segun la reivindicacion 10.
Célula huésped que comprende el &cido nucleico segun la reivindicacion 10.

Acido nucleico segun la reivindicacion 10 para su uso en terapia génica.
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Figura 1: Funcionamiento intracelular tras la seleccion de control de calidad en levadura S, cerevisiae
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Figura 6: Comportamiento de expresion en E. coli
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Figura 7:
Funcionamiento intracelular de regiones de marco novedosas seleccionadas en diferentes lineas celulares de mamifero
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Fig. 8A: Resistencia frente a la agregacion a 37°C
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Figura 11
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Tabla 1: Alineamiento de secuencias de dominio VH seleccionadas
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Tabla 2: Alineamiento de secuencias de dominio VL seleccionadas
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Tabla 4:

Estadistica de la frecuencia de subgrupos de regiones de marco

que funcionan bien seleccionadas en el sistema de control de calidad
(% de las secuencias seleccionadas totales

Dominio VL VL seleccionado VL al azar
VL xl 52% 46%
VL &2 5% B%
VL i3 5% 17%
VL K4 0 12,5%
VL Al 19% 4%
VL A2 5% 4%
VL A3 149 B% .

Dominio VH VH seleccionado VVH al azar

VH 1b 19% 39%
VH la 9% 13%
VH2 0 0

VH3 67% 22%
VH 4 5% 26%
VH S5 0 0%

VH 6 0 0%

44



ES 2537104 T3

Tabla 5: Secuencias de dominio VH y VL usadas para las combinaciones de

regiones de marco novedosas

abr.

origen

subgrupo

secuencia de afninoécidos

1x

K127

Vil

EIVMTQSPSTLSASVGDR VIITCRASQSISSW
LAWYQQKPGKAPKILIYKASSLESGVPSRFS
GSGSGAEFTLTISSLQPDDFATYYCQQYKSY
WTFGQGTKLTVLG (Seq. Id. No. 1)

2.X

K 25

EIVLTQSPSSLSASVGDRVTLTCRASQGIRNE
LAWYQQRPGKAPKRLIY AGSILQSGVPSRFS
GSGSGTEFTLTISSLQPEDVAVYYCQQYYSL
PYMFGQGTKVDIKR (Seg. Id. No. 2)

3x

KIV103

Vi3

EIVMTQSPATLSVSPGESAALSCRASQGVST
NVAWYQQKPGQAPRLLIYGATTRASGVPA
RFSGSGSGTEFTLTINSLQSEDFAAYYCQQY
KHWPPWTFGQGTKVEIKR (Seq. Id. No.3)

4.x

K1IV107

VAl

QSVLTQPPSVSAAPGQKVTISCSGSTSNIGDN
YVSWYQQLPGTAPQLLIYDNTKRPSGIPDRF
SGSKSGTSATLGITGLQTGDEADYYCGTWD
SSLSGVVFGGGTKLTVLG (Seq. Id. No. 4)

5.X

K1IVi3s

V3

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQTLTHY
LAWYQQKPGQAPRLLIYDTSKRATGVPARF
SGSGSGTDFILTISSLEPEDSALY YCQQRNS
WPHTFGGGTKLEIKR (Seg. Id. No. 5)

6.x

Ad43

VA3

SYVLTQPPSVSVAPGQTATVTCGGNNIGSKS
VHWYQQKPGQAPVLVVYDDSDRPSGIPERF
SGSNSGNTATLTIRRVEAGDEADYYCQVWD
SSSDHNVFEGSGTKVEIKR (Seq. Id. No. 6)

7.x

A33

LPVLTQPPSVSVAPGQTARISCGGNNIETISV
HWYQQKPGQAPVLVVSDDSVRPSGIPERFS

GSNSGNTATLTISRVEAGDEADYYCQVWDS
SSDYVVFEGGGTKLTVLG (Seq. Id. No. 7)

45




Tabla 5 (continuacién)
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X.1

Ad4

VH3

QVQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFIF
SSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGST
YYADSVEGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLR
AFDTAVYYCAAHVLRFLEWLPDAFDIWG
QGTLVTVSS (Seqg. Id. No. 8)

X.2

Afw10

EIVLTQSPSSLSASLGDRVTITCRASQSISSY
LNWYQQKPGKAPKLLIYAASSSQSGVPSR
FRGSESGTDFILTISNLQPEDFATYYCQQS

YRTPFTFGPGTKVEIKR (Seq. Id. No. 9)

X.3

VHIb

VQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYSFT
GYFLHWVRQAPGQGLEWMGRINPDSGDTI
YAQKFQDRVTLTRDTSIGTVYMELTSLTSD
DTAVYYCARVPRGTYLDPWDYFDYWGQ
GTLVTVSS (Seg. Id. No. 10)

x.4

A43

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS
SYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGST
YYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLR |.
AEDTAVYYCAKDAGIAVAGTGFDYW GQG
TLVTVSS (Seq. Id. No. 11) :
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