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DESCRIPCION
Inmunoglobulinas multivalentes modificadas en la region de bucle estructural

La presente invencion proporciona una inmunoglobulina multivalente, o una parte de la misma, que se une
especificamente a al menos dos moléculas de la superficie celular de una sola célula, con al menos una modificacién
en al menos una region de bucles estructurales de dicha inmunoglobulina que determina la unién a un epitopo de
dichas moléculas de la superficie celular, en que la inmunoglobulina no modificada no se une significativamente a
dicho epitopo.

Los anticuerpos monoclonales tienen utilidad en muchas aplicaciones terapéuticas, diagnosticas y analiticas.

Se explicara aqui la estructura basica de un anticuerpo usando como ejemplo una inmunoglobulina IgG1 intacta. Se
combinan dos cadenas pesadas (H; del inglés, heavy) idénticas y dos cadenas ligeras (L; del inglés, light) idénticas
para formar la molécula de anticuerpo con forma de Y. Cada cadena pesada tiene cuatro dominios." Los dominios
variables (VH) amino-terminales estan en las puntas de la Y. Estos van seguidos de tres dominios constantes: CH1,
CH2 y el CH3 carboxi-terminal, en la base del tallo de la Y. Un tramo corto, el conmutador, conecta las regiones
variable y constante de la cadena pesada. La bisagra conecta CH2 y CH3 (el fragmento Fc) con el resto del
anticuerpo (los fragmentos Fab). En una molécula de anticuerpo intacta se pueden producir un fragmento Fc y dos
fragmentos Fab idénticos por escisién proteolitica de la bisagra. Las cadenas ligeras estan formadas por dos
dominios, variable (VL) y constante (CL), separados por un conmutador.

En la region bisagra, enlaces disulfuro conectan las dos cadenas pesadas. Las cadenas ligeras estan conectadas
con las cadenas pesadas por enlaces disulfuro adicionales. Componentes carbohidratados enlazados por Asn estan
fijados en diferentes posiciones de los dominios constantes, dependiendo de la clase de la inmunoglobulina. En la
IgG1, dos enlaces disulfuro en la regién bisagra, entre parejas de Cys235 y Cys238, unen las dos cadenas pesadas.
Las cadenas ligeras estan conectadas con las cadenas pesadas por dos enlaces disulfuro adicionales, entre
Cys229s de los dominios CH1 y Cys214s de los dominios CL. Componentes carbohidratados estan fijados a la
Asn306 de cada CH2, lo que genera un acusado abultamiento en el tallo de la Y.

Estas caracteristicas tienen profundas consecuencias funcionales. Las regiones variables tanto de la cadena pesada
(VH) como de la cadena ligera (VL) estan situadas en las "puntas" de la Y, donde estan dispuestas para reaccionar
con el antigeno. Esta punta de la molécula es el lado sobre el que esta situado el extremo N de la secuencia de
aminoacidos. El tallo de la Y se proyecta de modo que media eficazmente en funciones efectoras, tales como la
activacion del complemento y la interaccion con receptores de Fc, o ADCC y ADCP. Sus dominios CH2 y CH3
sobresalen para facilitar la interaccion con proteinas efectoras. El extremo C de la secuencia de aminoacidos, que
puede ser denominado "pie" de la Y, esta situado en el lado opuesto de la punta.

En los anticuerpos se encuentran dos tipos de cadena ligera denominados lambda (A) y kappa (x). Una
inmunoglobulina dada tiene cadenas A o cadenas x, nunca una de cada. No se han encontrado diferencias
funcionales entre los anticuerpos que tienen cadenas ligeras A 0 k.

En una molécula de anticuerpo, cada dominio tiene una estructura similar de dos hojas beta intimamente apiladas
una contra otra en un barril beta antiparalelo comprimido. Esta estructura conservada se denomina "pliegue
inmunoglobulinico". El pliegue inmunoglobulinico de dominios constantes contiene una hoja de 3 hebras apilada
contra una hoja de 4 hebras. El pliegue es estabilizado por enlaces de hidrégeno entre las hebras beta de cada hoja,
por enlaces hidréfobos entre restos de hojas opuestas en el interior y por un enlace disulfuro entre las hojas. La hoja
de 3 hebras comprende las hebras C, F y G, y la hoja de 4 hebras tiene las hebras A, B, Ey D. Las letras A a G
representan las posiciones secuenciales de las hebras beta a lo largo de la secuencia de aminoacidos del pliegue
inmunoglobulinico.

El pliegue de dominios variables tiene 9 hebras beta dispuestas en dos hojas de 4 y 5 hebras. La hoja de 5 hebras
es estructuralmente homéloga a la hoja de 3 hebras de los dominios constantes pero contiene las hebras extra C y
C". El resto de las hebras (A, B, C, D, E, F, G) tiene una topologia igual y una estructura similar a la de sus
equivalentes en los pliegues inmunoglobulinicos de los dominios constantes. Como en los dominios constantes, un
enlace disulfuro une las hebras B y F de hojas opuestas.

Los dominios variables de ambas cadenas inmunoglobulinicas, la ligera y la pesada, contienen tres bucles
hipervariables, o regiones determinantes de la complementariedad (CDRs; del inglés, complementarity-determining
regions). Las tres CDRs de un dominio V (CDR1, CDR2, CDRS3) se agrupan en un extremo del barril beta. Las CDRs
son bucles que conectan hebras beta B-C, C'-C" y F-G del pliegue inmunoglobulinico. Los restos de las CDRs varian
de una molécula inmunoglobulinica a la siguiente, lo que imparte especificidad antigénica a cada anticuerpo.

Los dominios VL y VH de las puntas de las moléculas de anticuerpo estan intimamente apilados de modo que las 6
CDRs (3 de cada dominio) cooperan para construir una superficie (o cavidad) para una unién antigénicamente
especifica. De este modo, el sitio ligante de antigenos natural de un anticuerpo estd compuesto de los bucles que
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conectan las hebras B-C, C-C" y F-G del dominio variable de cadena ligera y las hebras B-C, C'-C" y F-G del
dominio variable de cadena pesada.

En una inmunoglobulina nativa, los bucles que no son bucles de CDR, o no forman parte de la cavidad ligante de
antigenos segun viene determinada por los bucles de CDR, no tienen una especificidad ligante de antigenos ni
ligante de epitopos pero contribuyen a la plegadura correcta de la molécula inmunoglobulinica entera y/o a sus
funciones efectoras u otras funciones, y, por lo tanto, son denominados "bucles estructurales" para la finalidad de
esta invencion. En los documentos de la técnica previa se muestra que se ha empleado hasta ahora el andamio de
tipo inmunoglobulinico con el fin de manipular el sitio ligante de antigenos existente, introduciendo por ello nuevas
propiedades ligantes. Sin embargo, hasta ahora, s6lo se han alterado las regiones CDR para la unién de antigenos;
en otras palabras, en el caso del pliegue inmunoglobulinico, sélo se ha modificado el sitio ligante de antigenos
natural con objeto de cambiar su afinidad o especificidad de union. Existe un vasto cuerpo bibliografico en el que se
describen diferentes formatos de dichas inmunoglobulinas manipuladas, frecuentemente expresados en forma de
fragmentos Fv de cadena sencilla (scFV; del inglés, single-chain Fv) o fragmentos Fab, ya sea presentados en la
superficie de particulas de fago o ya sea solublemente expresados en diversos sistemas de expresiéon procariéticos
0 eucaridticos.

En el Documento PCT/EP2006/050059 se describe un método para alterar una inmunoglobulina, que comprende
una modificacion en una region de bucles estructurales para obtener nuevos sitios ligantes de antigeno. Este método
es aplicable en gran medida a inmunoglobulinas y puede ser usado para producir una serie de inmunoglobulinas que
se dirijan a diversos antigenos. No se describen explicitamente agentes ligantes multivalentes de dianas de la
superficie celular.

En el Documento US2005/266000A1 se describen polipéptidos que comprenden un dominio de armazén variable
(VFR) variante de cadena pesada. Un VFR es parte de la cavidad o acanaladura ligante de antigenos que puede
entrar en contacto con un antigeno. Los VFRs son parte de la regién de bucles de CDR y estan situados en un
dominio variable en el lado de los bucles de CDR para sostener la unién del antigeno a través de la region de bucles
de CDR. Los bucles estructurales distintos de los VFRs no han sido mutados con el fin de alterar un sitio ligante de
antigenos.

Las proteinas de superficie celular asociadas con canceres humanos pueden ser dianas eficaces para una terapia
monoclonal. Los anticuerpos pueden provocar respuestas antitumorales mediante modulacién de la activacién
celular o a través del reclutamiento del sistema inmune. Ciertos anticuerpos monoclonales (mAbs; del inglés,
monoclonal antibodies) ejercen parte de su efecto por entrecruzamiento de la diana, lo que puede agrupar las dianas
y dar lugar a la activacién, inhibicion o multiplicacion de la sefalizaciéon celular, acabando finalmente en parada
celular y/o apoptosis con respecto a la diana celular.

Se ha demostrado que ciertos mAbs (anti-CD19, anti-CD20, anti-CD21 y anti-CD22) que ejercen poca o ninguna
actividad anticrecimiento inherente sobre lineas celulares de linfoma pueden ser convertidos en potentes agentes
antitumorales al utilizarlos como homodimeros tetravalentes. Estas actividades podrian ser potenciadas in vivo
mediante el reclutamiento de células efectoras y/o el complemento. Otra estrategia usada para mAbs terapéuticos es
copular un farmaco citotéxico con el mAb. Dicha inmunotoxina se puede unir a la diana de la superficie celular y
luego se puede internalizar, liberando el farmaco para matar la célula. Puede que sea necesario el agrupamiento de
la diana como un requisito previo para la internalizacion.

Para aumentar la potencia de los mAbs que ejercen su efecto a través del agrupamiento de moléculas diana, se han
disefado diversos formatos de Abs multivalentes. Se han ideado IgGs de longitud completa covalentemente
enlazadas que forman Abs tetravalentes, y Abs IgM e IgG presentes en la naturaleza que remedan IgM e IgA
polimeras mediante el uso de su apéndice secretor. Se disefn6 otro formato tetravalente al afadir Fab al extremo C
de cada cadena H de una IgG de longitud completa.

Para mejorar la penetracion en tumores, se han unido entre si construcciones mas pequefas en que se usan
fragmentos Fv de cadena sencilla (scFv): (consistiendo cada Fv en dominios ligeros variables y pesados variables
unidos por conectores peptidicos), para formar complejos multivalentes. Dichas construcciones pueden tener
semividas relativamente cortas (en comparacion con las de los mAbs de longitud completa); consecuentemente, esto
ha sido abordado uniendo estos multimeros de scFv con fragmentos Fc de IgG. Con scFv y formatos similares es
dificil controlar la formaciéon del grado exacto de multimerizacion; es decir, se pueden formar dimeros, trimeros,
tetrameros y complejos mas grandes en relaciones variables dependiendo de la construccion basica y del método de
expresion.

En el Documento W02006/036834 A se describen moléculas y métodos en los que se incorporan péptidos
biol6gicamente activos a una region de bucles del dominio Fc.

En el Documento WO01/83525 A se describe la fusién de los dominios Fc con péptidos bioldgicamente activos para
aumentar las semividas de los péptidos in vivo.
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Adachi Masaaki et al. (Protein Science, Cambridge University Press, Cambridge, Gran Bretafia, volumen 12, n® 10
(2003), 2125-2131) describen la modificacion de CL-CH1 para controlar la afinidad antigeno-anticuerpo de Fv.

En el Documento W002/32925 A se describen bancos de fragmentos de fibronectina con bucles aleatorios de tipo
CDR en los dominios variables.

Cualquiera de los formatos conocidos para producir inmunoglobulinas multivalentes tiene ciertas desventajas, sea en
cuanto a inmunogenicidad, semivida in vivo o cuestiones de produccion.

El objetivo de la presente invencion es proporcionar un sistema modular que permita disefar una inmunoglobulina
multivalente para dirigir a células de acuerdo con las respectivas necesidades, para solventar problemas de la
técnica anterior.

Breve descripcion de la invencion

La presente invencidén proporciona dominios inmunoglobulinicos que se unen a proteinas de la superficie celular a
través de bucles estructurales modificados para proporcionar una unién adicional a una molécula de la superficie
celular, lo que permite el entrecruzamiento de receptores de la superficie celular.

De acuerdo con la presente invencién, se proporciona una inmunoglobulina multivalente, o una parte ligante de la
misma, que se une especificamente a al menos dos moléculas de la superficie celular de una sola célula con al
menos una modificacién en al menos una region de bucles estructurales de dicha inmunoglobulina que determina la
unién con un epitopo de dichas moléculas de superficie celular, que incluye estructuras de propiedades antigénicas,
situado en una sola célula o asequible en una poblacién celular homogénea, en que la inmunoglobulina no
modificada no se une significativamente a dicho epitopo.

De acuerdo con la presente invencion, la inmunoglobulina multivalente de la invencién puede ser ademas combinada
con una o mas inmunoglobulinas modificadas o con inmunoglobulinas no modificadas, o partes de las mismas, para
obtener una inmunoglobulina de combinacion.

Preferiblemente, la modificacién del dominio de bucles estructurales en cuanto a la secuencia de nucleétidos o
aminoacidos es una supresion, una sustitucién, una insercién o una combinacién de lo anterior.

La presente invencion también proporciona un acido nucleico que codifica la inmunoglobulina de la invencién o parte
de la misma y un método para alterar una inmunoglobulina multivalente de acuerdo con la invencion, que comprende
las operaciones de:

- proporcionar un acido nucleico que codifica una inmunoglobulina que comprende al menos una regién de bucles
estructurales;

- modificar al menos un resto nucleotidico de dicha regién de bucles estructurales;

- transferir dicho acido nucleico modificado a un sistema de expresion;

- hacer que se exprese dicha inmunoglobulina multivalente;

- hacer que la inmunoglobulina multivalente expresada entre en contacto con un epitopo, y

- determinar si dicha inmunoglobulina multivalente se une con dicho epitopo.

Ademas, se proporciona el uso de la inmunoglobulina multivalente de acuerdo con la invencién para la preparacion
de un medicamento para uso terapéutico, por ejemplo, para el tratamiento de células tumorales y células infectadas
con patogenos.

Descripcion detallada de la invencion

Los dominios inmunoglobulinicos modificados de acuerdo con la invencién pueden ser utilizados como tales o ser
incorporados a diversos formatos de anticuerpo conocidos, tales como anticuerpos completos, Fab, Fv
monocatenarios, Fab2, minicuerpos y similares, para obtener sitios ligantes adicionales para receptores o epitopos
de la superficie celular.

En particular, la presente invencion se refiere a un método para alterar una inmunoglobulina que se une
especificamente a epitopos de antigenos. Por medio de la modificaciéon en la regién de bucles estructurales, se
puede alterar la inmunoglobulina para que se una al epitopo. En una realizacion preferida, la inmunoglobulina se une
especificamente a al menos dos de dichos epitopos que difieren entre si, que proceden de, o remedan, el mismo
antigeno o antigenos diferentes.

Por ejemplo, el método de acuerdo con la invencion se refiere a alterar una inmunoglobulina que se une
especificamente a al menos un primer epitopo y que comprende al menos una modificaciéon en al menos una regién
de bucles estructurales de dicha inmunoglobulina, y determinar la unién especifica de dicha al menos una regién de
bucles con al menos un segundo epitopo, en que la regién de bucles estructurales no modificada (regién no CDR) no
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se une especificamente a dicho al menos un segundo epitopo, que comprende las operaciones de:

- proporcionar un acido nucleico que codifica una inmunoglobulina que se une especificamente a al menos un
primer epitopo y que comprende al menos una region de bucles estructurales;

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

- transferir dicho acido nucleico modificado a un sistema de expresion;

- hacer que se exprese dicha inmunoglobulina modificada;

- hacer que la inmunoglobulina modificada expresada entre en contacto con dicho al menos un segundo epitopo; y

- determinar si dicha inmunoglobulina modificada se une especificamente al segundo epitopo.

El método de acuerdo con la invencion se refiere preferiblemente a al menos una modificacion en al menos una
region de bucles estructurales de dicha inmunoglobulina y a la determinacién de la unién especifica de dicha al
menos una regién de bucles con al menos una molécula seleccionada del grupo que consiste en antigenos de la
superficie celular, en que la inmunoglobulina que contiene una regién de bucles estructurales no modificada no se
une especificamente a dicha al menos una molécula.

El término "inmunoglobulina", como aqui se utiliza, incluye inmunoglobulinas o partes o fragmentos o derivados de
inmunoglobulinas. Por lo tanto, incluye un "péptido de dominio inmunoglobulinico” que se va a modificar de acuerdo
con la presente invencion (como aqui se usan, los términos "inmunoglobulina" y "anticuerpo" son intercambiables)
asi como dominios inmunoglobulinicos o partes de los mismos que contienen un bucle estructural, o un bucle
estructural de dichos dominios, tal como un minidominio. Las inmunoglobulinas se pueden usar como péptidos
aislados o como moléculas de combinacion con otros péptidos. En ciertos casos, es preferible utilizar un bucle
estructural modificado definido o una regién de bucles estructurales, o partes de los mismos, como moléculas
aisladas para fines de unién o combinacién. El "dominio inmunoglobulinico”, como aqui se define, contiene dichos
polipéptidos o péptidos de dominio inmunoglobulinico que pueden presentar caracteristicas de unién especificas tras
modificacién y alteracion. Los péptidos son homdlogos a secuencias de dominio inmunoglobulinico, tienen
preferiblemente una longitud de al menos 5 aminoacidos, mas preferiblemente una longitud de al menos 10 o incluso
al menos 50 6 100 aminoécidos, y constituyen al menos parcialmente un bucle estructural o la regiéon de bucles
estructurales, o la region de bucles no CDR del dominio. Preferiblemente, los péptidos excluyen aquellas inserciones
que son consideradas aminoacidos no funcionales, regiones de tipo CDR o regiones CDR hibridas o quiméricas y/o
estructuras canodnicas de regiones CDR. Las caracteristicas de union se refieren a la unién, la afinidad y la avidez
epitdpicas especificas.

Un derivado de una inmunoglobulina de acuerdo con la invencion es cualquier combinacion de una o mas
inmunoglobulinas de la invencién y/o una proteina de fusion en que cualquier dominio o minidominio de la
inmunoglobulina de la invencion puede estar fusionado en cualquier posicién de una o mas proteinas distintas (tales
como otras inmunoglobulinas, ligandos, proteinas andamio, enzimas, toxinas y similares). También se puede obtener
un derivado de la inmunoglobulina de la invencién por técnicas de recombinacién o por unién a otras sustancias
mediante diversas técnicas quimicas tales como copulacién covalente, interaccién electrostatica, enlace por
disulfuros, etc.

Las otras sustancias unidas a las inmunoglobulinas pueden ser lipidos, carbohidratos, acidos nucleicos, moléculas
organicas e inorganicas, o cualquier combinacién de los mismos (por ejemplo, PEG, profarmacos o farmacos). Un
derivado es también una inmunoglobulina con la misma secuencia de aminoacidos pero preparada completa o
parcialmente a partir de aminoacidos artificiales o quimicamente modificados.

Las moléculas alteradas de acuerdo con la presente invencion seran Utiles como proteinas independientes y también
como derivados o proteinas de fusion, muy normalmente fusionadas de tal modo que sean parte de estructuras de
anticuerpo mas grandes o moléculas de anticuerpo completas, o partes de las mismas tales como fragmentos Fab,
fragmentos Fc, fragmentos Fv y otros. Sera posible usar las proteinas alteradas para producir moléculas que sean
biespecificas y triespecificas y que quizas porten incluso mas especificidades al mismo tiempo, y sera posible al
mismo tiempo controlar y preseleccionar la valencia de union al mismo tiempo de acuerdo con los requisitos del uso
planeado de dichas moléculas.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una inmunoglobulina con al menos una regién de bucles,
caracterizada por que dicha al menos una region de bucles comprende al menos una modificacion de aminoacido
que forma al menos una region de bucles modificada, en que dicha al menos una regién de bucles modificada se
une especificamente a al menos un epitopo de un antigeno.

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

La molécula que actiia como parte de un par ligante que es especificamente reconocido por la inmunoglobulina de
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acuerdo con la invencion es preferiblemente seleccionada del grupo que consiste en moléculas proteicas, acidos
nucleicos y carbohidratos.

Las regiones de bucles de las inmunoglobulinas modificadas se pueden unir especificamente a cualquier clase de
estructuras o moléculas ligantes, en particular a antigenos, moléculas proteicas, proteinas, péptidos, polipéptidos,
acidos nucleicos, glicanos, carbohidratos, lipidos, moléculas organicas pequefias, moléculas inorganicas o
combinaciones o fusiones de los mismos. Por supuesto, las inmunoglobulinas modificadas pueden comprender al
menos dos bucles o regiones de bucles, por lo que cada uno de los bucles o las regiones de bucles se puede unir
especificamente a epitopos 0 moléculas diferentes.

De acuerdo con la presente invencién, en un bucle estructural de una estructura de anticuerpo dada se pueden
introducir regiones ligantes para antigenos o sitios ligantes de antigeno de todas las clases de antigenos de
superficie celular.

De acuerdo con la presente invencion, el término "antigeno" significara moléculas o estructuras conocidas por
interaccionar o ser capaces de interaccionar con la regién de bucles de CDR de inmunoglobulinas. Las regiones de
bucles estructurales de la técnica previa que se refieren a anticuerpos nativos no interaccionan con antigenos sino
que contribuyen mas bien a la estructura global y/o a la unién a moléculas efectoras. Solo tras una alteracion de
acuerdo con la invencién los bucles estructurales pueden formar cavidades ligantes de antigenos sin implicacion de
bucles de CDR ni de la region CDR.

De acuerdo con la presente invencion, la expresion "antigenos de la superficie celular" incluira todos los antigenos
que pueden ser reconocidos por una estructura de anticuerpo en la superficie de una célula, y fragmentos de tales
moléculas. Los "antigenos de la superficie celular" preferidos son aquellos antigenos que ya han demostrado ser o
que pueden ser inmunolodgica o terapéuticamente relevantes, especialmente aquellos en los que se ha examinado su
eficacia preclinica o clinica. Para la finalidad de la presente invencién, son especificamente relevantes las moléculas
de la superficie celular que median en una actividad de muerte celular. Tras la unién de la inmunoglobulina de
acuerdo con la invencion a al menos dos de esas moléculas de la superficie celular, el sistema inmune proporciona
citélisis o muerte celular; de este modo, se puede proporcionar un medio potente para luchar contra células
humanas.

Preferiblemente, el antigeno es seleccionado de entre antigenos de la superficie celular, incluyendo receptores, en
particular del grupo que consiste en tirosina cinasas de receptores erbB (tales como EGFR, HER2, HER3 y HER4,
pero sin limitarse a estos), moléculas de la superfamilia de receptores de TNF, tales como el receptor de Apo-1,
TNFR1, TNFR2, receptor del factor de crecimiento nervioso (NGFR; del inglés, nerve growth factor receptor), CD40,
moléculas de la superficie de células T, receptores de células T, antigeno OX40 de células T, receptor TACI, BCMA,
Apo-3, DR4, DR5, DR6, receptores sefiuelo, tales como DcR1, DcR2, CAR1, HVEM, GITR, ZTNFR-5, NTR-1 y
TNFL1, pero sin limitarse a estas moléculas, antigenos de la superficie de células B, tales como CD10, CD19, CD20,
CD21 y CD22, antigenos o marcadores de tumores s6lidos o células hematoldgicas cancerosas, células de linfoma o
leucemia, y otras células sanguineas incluyendo las plaquetas sanguineas, pero sin limitarse a estas moléculas.

De acuerdo con otra realizacién preferida, el antigeno o la molécula que se une a la regién de bucles estructurales
modificada es seleccionada del grupo que consiste en antigenos asociados con tumores, en particular EpCAM,
glicoproteina 72 asociada con tumores (TAG-72; del inglés, tumor associated glycoprotein-72), antigeno CA 125
asociado con tumores, antigeno de membrana especifico de la prostata (PSMA; del inglés, prostate specific
membrane antigen), antigeno de alto peso molecular asociado con melanomas (HMW-MAA; del inglés, high
molecular weight melanoma-associated antigen), carbohidrato relacionado con el antigeno Lewis Y asociado con
tumores, antigeno carcinoembrionario (CEA; del inglés, carcinoembryonic antigen), CEACAM5, HMFG PEM, mucina
MUC1, MUC18 y el antigeno citoqueratinico asociado con tumores, antigenos bacterianos, antigenos viricos,
alérgenos, moléculas de IgE relacionadas con la alergia, cKIT y el receptor | de Fc épsilon, IRp60, receptor de IL-5,
CCRS, receptor de glébulos rojos (CR1), albumina sérica humana, albamina sérica de raton, albumina sérica de rata,
el receptor neonatal FcRn de Fc gamma, los receptores Fc-gamma RI, Fc-gamma-RIl y Fc-gamma-RIll de Fc
gamma, receptores de Fc alfa, receptores de Fc épsilon, fluoresceina, lisozima, receptor 9 de tipo Toll,
eritropoyetina, CD2, CD3, CD3E, CD4, CD11, CD11a, CD14, CD16, CD18, CD19, CD20, CD22, CD23, CD25,
CD28, CD29, CD30, CD32, CD33 (proteina p67), CD38, CD40, CD40L, CD52, CD54, CD56, CD64, CD80, CD147,
GDg3, IL-1, IL-1R, IL-2, IL-2R, IL-4, IL-5, IL-6, IL-6R, IL-8, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18, IL-23, LIF, OSM, interferdn alfa,
interferdn beta, interferén gamma, TNF alfa, TNF beta2, TNF alfa, TNF alfabeta, TNF-R1, TNF-RII, FasL, CD27L,
CD30L, 4-1BBL, TRAIL, RANKL, TWEAK, APRIL, BAFF, LIGHT, VEG1, OX40L, receptor 1 de TRAIL, receptor A1
de adenosina, receptor de la linfotoxina beta, TACI, BAFF-R, EPO, LFA-3, ICAM-1, ICAM-3, integrina beta 1,
integrina beta 2, integrina alfa 4/beta 7, integrina alfa 2, integrina alfa 3, integrina alfa 4, integrina alfa 5, integrina alfa
6, integrina alfa V, integrina alfa V/beta 3, FGFR-3, factor de crecimiento de queratinocitos, GM-CSF, M-CSF,
RANKL, VLA-1, VLA-4, selectina L, anti-ld, selectina E, HLA- HLA-DR, CTLA-4, receptor de células T, B7-1, B7-2,
integrina VNR, TGF beta 1, TGF beta 2, eotaxina 1, estimulador de linfocitos B (BLyS; del inglés, B-Lymphocyte
Stimulator), complemento C5, IgE, IgA, IgD, IgM, IgG, factor VII, CBL, NCA 90, EGFR (ErbB-1), Her2/neu (ErbB-2),
Her3 (ErbB-3), Her4 (ErbB-4), factor tisular, VEGF, VEGFR, receptor de endotelinas, VLA-4, carbohidratos tales
como antigenos de grupos sanguineos y carbohidratos relacionados, glicosilacién de Galili, gastrina, receptores de
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gastrina, carbohidratos asociados con tumores, hapteno NP-cap o NIP-cap, receptor alfa/beta de células T, selectina
E, glicoproteina P, MRP3, MRP5, glutatién S-transferasa pi (proteinas de resistencia a multiples farmacos), proteina
140 de membrana de los granulos alfa (GMP 140; del inglés, alpha-granule membrane protein 140), digoxina,
fosfatasa alcalina placentaria (PLAP; del inglés, placental alkaline phosphatase) y fosfatasa alcalina testicular de tipo
PLAP, receptor de transferrina, heparanasa |, miosina cardiaca humana, glicoproteina Ilb/llla (gpllb/llia),
glicoproteina H (gH) de la envoltura del citomegalovirus humano (HCMV; del inglés, human cytomegalovirus), gp120
de HIV, HCMV, virus respiratorio sincitial (RSV; del inglés, respiratory syncitial virus) F, gpF del RSVF, integrina
VNR, gp120 del virus de la hepatitis B, CMV, gpllb/llla, bucle V3 de la gp120 del HIV IIIB, gpF del virus respiratorio
sincitial (RSV), glicoproteina D (gD) del virus herpes simplex (HSV; del inglés, herpes simplex virus), glicoproteina B
(gB) del HSV, glicoproteina B (gB) de la envoltura del HCMV, toxina de Clostridium perfringens y fragmentos de los
mismos.

A las subestructuras de antigenos se hace generalmente referencia como "epitopos" (por ejemplo, epitopos de
células B y epitopos de células T), con tal de que sean inmunolégicamente relevantes, es decir, que también sean
reconocibles por anticuerpos naturales o monoclonales. De acuerdo con la presente invencién, el término "epitopo”
significara una estructura molecular que puede completar totalmente una pareja ligante especifica o ser parte de una
pareja ligante especifica para el dominio ligante o la inmunoglobulina de la presente invencion.

Quimicamente, un epitopo puede estar compuesto de un carbohidrato, un péptido, un &cido graso, una sustancia
inorganica o derivados de los mismos, y cualesquier combinaciones de los mismos. Si un epitopo es un péptido o
polipéptido, habra normalmente al menos 3 aminodcidos, preferiblemente de 8 a 50 aminoacidos, y mas
preferiblemente de entre aproximadamente 10 y 20 aminoacidos, incluidos en el péptido. No hay un limite superior
critico para la longitud del péptido, el cual podria comprender casi la longitud completa de la secuencia polipeptidica.
Los epitopos pueden ser epitopos lineales o conformacionales. Un epitopo lineal consta de un solo segmento de una
secuencia primaria de una cadena polipeptidica. Los epitopos lineales pueden ser contiguos o solapantes. Los
epitopos conformacionales constan de aminoacidos juntados por la plegadura del polipéptido para formar una
estructura terciaria, y los aminoacidos no estan necesariamente adyacentes entre si en la secuencia lineal.

Especificamente, los epitopos son al menos parte de moléculas diagnosticamente relevantes; es decir, la ausencia o
presencia de un epitopo en una muestra se correlaciona cualitativa o cuantitativamente con una enfermedad o con el
estado de salud o con un estado de procesamiento en la fabricacién o con un estado ambiental y alimentario. Los
epitopos también pueden ser al menos parte de moléculas terapéuticamente relevantes, es decir, moléculas a las
que se puede dirigir el dominio ligante especifico que cambia el curso de la enfermedad.

Preferiblemente, los nuevos sitios ligantes de antigeno de los bucles estructurales se introducen por sustitucion,
supresion y/o insercién de uno o mas elementos en la secuencia de la inmunoglobulina, en particular de la secuencia
de nucledtidos.

De acuerdo con otra realizacion preferida de la presente invencion, la modificacion de al menos un nucleétido da
lugar a una sustitucién, supresion y/o insercion de la secuencia de aminoacidos de la inmunoglobulina codificada por
dicho acido nucleico.

La modificacion de la al menos una regién de bucles puede dar lugar a una sustitucién, supresion y/o insercion de 1
0 mas nucleétidos o aminodcidos, preferiblemente una mutacion puntual, o incluso el intercambio de bucles
completos, mas preferiblemente el cambio de al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 6 15 y hasta 30
aminoacidos. Por ello, la secuencia modificada comprende aminoacidos no incluidos en las regiones conservadas de
los bucles estructurales, estando presentes en la naturaleza los aminoacidos recién introducidos, aunque extrafios
para el sitio de la modificacién, o siendo sustitutos de aminoacidos presentes en la naturaleza. Cuando el
aminoacido extrafio es seleccionado de un grupo especifico de aminoéacidos, tales como aminoacidos con una
polaridad o hidrofobia especifica, se puede obtener de acuerdo con la invencién un banco enriquecido en el grupo
especifico de aminoacidos en las posiciones aleatorizadas. Dichos bancos son también llamados bancos
"enfocados".

La molécula de acido nucleico aleatoriamente modificada puede comprender las unidades repetitivas aqui
identificadas, que codifican todos los aminoacidos presentes en la naturaleza conocidos o un subconjunto de los
mismos. Los bancos que contienen secuencias modificadas en que se usa un subconjunto especifico de
aminoacidos con fines de modificacion son llamados bancos "enfocados". El miembro de dichos bancos tiene una
probabilidad aumentada de un aminoéacido de dicho subconjunto en la posicidon modificada, que es al menos dos
veces mayor que la habitual, preferiblemente al menos 3 veces o incluso al menos 4 veces mayor. Dichos bancos
también tienen un nimero limitado o inferior de miembros, de modo que el nimero de miembros reales del banco
alcance el nUmero de miembros tedricos del banco. En ciertos casos, el nimero de miembros de un banco enfocado
no es inferior a 10° veces el niimero tedrico, preferiblemente no inferior a 102 veces, muy preferiblemente no inferior
a 10 veces.

Un banco de acuerdo con la invencién puede ser disefiado como un banco particular que contiene al menos 50 % de
formatos especificos, preferiblemente al menos 60 %, mas preferiblemente al menos 70 %, mas preferiblemente al
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menos 80 %, mas preferiblemente al menos 90 %, o aquellos que consisten principalmente en formatos de
anticuerpo especificos. Se prefieren los formatos de anticuerpo especificos, de modo que el banco preferido de
acuerdo con la invencion es seleccionado del grupo que consiste en un banco de VH, un banco de VHH, un banco
de V kappa, un banco de V lambda, un banco de Fab, un banco de CH1/CL y un banco de CH3. Se prefieren
especialmente los bancos caracterizados por un contenido de moléculas compuestas que contienen mas de un
dominio de anticuerpo, tal como un banco de IgG o un banco de Fc. Otros bancos preferidos son aquellos que
contienen receptores de células T, formando bancos de receptores de células T. Otros bancos preferidos son los
bancos de epitopos, en que la proteina de fusion comprende una molécula con una variante de un epitopo, lo que
también permite la seleccion de moléculas competitivas que tienen una funcion ligante similar pero una funcionalidad
diferente. Un banco ejemplar es un banco de TNF alfa, en que se presentan trimeros de la proteina de fusién de
TNF alfa mediante un Gnico conjunto genético.

Sin embargo, el nimero maximo de aminoacidos insertados en una region de bucles de una inmunoglobulina no
puede exceder preferiblemente de 30, preferiblemente de 25, mas preferiblemente de 20, aminoacidos a lo sumo. La
sustitucion y la insercion de los aminodcidos tiene preferiblemente lugar aleatoria o semialeatoriamente usando
todos los aminoacidos posibles o una seleccion de aminoacidos preferidos con fines de aleatorizacién, mediante
métodos conocidos en la técnica y como se describe en la presente solicitud de patente.

El sitio de modificacion puede ser en un Unico bucle estructural especifico o una regién de bucles estructurales. Una
region de bucles estd normalmente compuesta de al menos dos, preferiblemente al menos 3 o al menos 4 bucles
que estan adyacentes entre si y que pueden contribuir a la unién de un antigeno a través de la formacién de un sitio
ligante de antigenos o una cavidad ligante de antigenos. Se prefiere que el sitio o los sitios de modificacién estén
situados en la zona de 10 aminoacidos, mas preferiblemente dentro de 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 hasta 100
aminoacidos, en particular dentro de una regién estructural para formar una superficie o cavidad donde el antigeno
pueda acceder estéricamente a las regiones de bucles.

La al menos una region de bucles es preferiblemente mutada o modificada para producir bancos, preferiblemente
mediante métodos de mutagénesis aleatoria, semialeatoria 0, en particular, aleatoria dirigida al sitio, en particular
para suprimir, intercambiar o introducir insertos aleatoriamente generados en bucles estructurales. Alternativamente,
se prefiere el uso de planteamientos combinatorios. Se puede emplear cualquiera de los métodos de mutagénesis
conocidos, entre ellos la mutagénesis en casete. Estos métodos pueden ser usados para hacer modificaciones de
aminoacidos en posiciones deseadas de la inmunoglobulina de la presente invencién. En ciertos casos, las
posiciones se escogen aleatoriamente, por ejemplo, con cualquiera de los aminoacidos posibles o con una selecciéon
de aminodcidos preferidos para aleatorizar secuencias de bucles, o se realizan cambios de aminoacidos usando
reglas simplistas. Por ejemplo, todos los restos pueden ser preferiblemente mutados por aminoacidos especificos, tal
como alanina, a lo que se hace referencia como barrido de aminoacidos o barrido de alaninas. Dichos métodos
pueden ser acoplados a planteamientos de ingenieria mas sofisticados en los que se emplean métodos de seleccién
para explorar niveles mas elevados de diversidad secuencial.

Un método preferido de acuerdo con la invencion se refiere a una molécula de acido nucleico aleatoriamente
modificada que codifica una inmunoglobulina, un dominio inmunoglobulinico o una parte de los mismos, que
comprende al menos una unidad repetitiva de nucle6tidos dentro de una region de codificacién de bucles
estructurales que tiene la secuencia 5-NNS-3', 5'-NNN-3', 5'-NNB-3' o 5'-NNK-3'. En ciertas realizaciones, el &cido
nucleico modificado comprende codones nucleotidicos seleccionados del grupo de TMT, WMT, BMT, RMC, RMG,
MRT, SRC, KMT, RST, YMT, MKC, RSA, RRC, NNK, NNN, NNS o cualquier combinacién de los mismos (la
codificacion es de acuerdo con la IUPAC).

La modificacion de la molécula de acido nucleico se puede llevar a cabo introduciendo oligonucleétidos sintéticos en
un segmento mas grande de acido nucleico o mediante la sintesis de novo de una molécula de &cido nucleico
completa. La sintesis de acido nucleico se puede llevar a cabo con bloques de construccién trinucleotidicos que
reduciran el nimero de combinaciones secuenciales sin sentido si se va a codificar un subconjunto de aminoacidos
[por ejemplo, Yanez et al., Nucleic Acids Res. (2004) 32: e158; Virnekas et al., Nucleic Acids Res. (1994) 22: 5600-
5607].

La molécula de acido nucleico aleatoriamente modificada puede comprender las unidades repetitivas anteriormente
identificadas, que codifican todos los aminoacidos presentes en la naturaleza conocidos.

Como es bien sabido en la técnica, hay diversas tecnologias de seleccidon que se pueden utilizar para la
identificacion y el aislamiento de proteinas con ciertas afinidades y caracteristicas ligantes, incluyendo, por ejemplo,
tecnologias de presentacion tales como presentacion en fagos, presentacién en ribosomas, presentacion en la
superficie celular y similares, como se describe mas adelante. Los métodos para la produccién y exploracion de
variantes de anticuerpo son bien conocidos en la técnica. En Antibody Engineering, redactado por Duebel y
Kontermann, Springer-Verlag, Heidelberg, 2001; Hayhurst y Georgiou, 2001, Curr. Opin. Chem. Biol. 5: 683-689; y
Maynard y Georgiou, 2000, Annu. Rev. Biomed. Eng. 2: 339-76, se describen métodos generales para la biologia
molecular, expresion, purificacion y exploracién de anticuerpos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2539593 T3

De acuerdo con la presente invencién, un "bucle estructural” o "bucle no de CDR" ha de entenderse del modo
siguiente: las inmunoglobulinas estan hechas de dominios con un llamado "pliegue inmunoglobulinico”. En esencia,
hojas beta antiparalelas estan conectadas por bucles para formar un barril beta antiparalelo comprimido. En la regién
variable, algunos de los bucles de los dominios contribuyen esencialmente a la especificidad del anticuerpo, es decir,
la unién a un antigeno por el sitio ligante natural de un anticuerpo. Estos bucles son llamados "bucles de CDR". Los
bucles de CDR estan situados dentro de la region de bucles de CDR, que en algunos casos puede incluir también la
regién de armazon variable (llamada VFR; del inglés, variable framework region) adyacente a los bucles de CDR. Se
sabe que las VFRs pueden contribuir a la cavidad ligante de antigenos de un anticuerpo, lo que generalmente viene
principalmente determinado por los bucles de CDR. De este modo, las VFRs son consideradas parte de la region de
bucles de CDR y no serian apropiadamente usadas para la finalidad de la invencién. Contrariamente a las VFRs
situadas dentro de la region de bucles de CDR o proximas a los bucles de CDR, otras VFRs de dominios variables
serian particularmente adecuadas para ser utilizadas de acuerdo con la invencion. Esas son los bucles estructurales
de las VFRs situadas enfrente de la region de bucles de CDR o en el lado C-terminal de un dominio
inmunoglobulinico variable.

Todos los demas bucles de dominios de anticuerpo contribuyen mas bien a la estructura de la molécula y/o a la
funcién efectora. Estos bucles son aqui definidos como "bucles estructurales” o "bucles no de CDR", lo que también
excluiria las VFRs de la regién de bucles de CDR.

Las moléculas de acido nucleico que codifican las inmunoglobulinas modificadas (y siempre incluidos més adelante
por toda la memoria descriptiva: derivados o fragmentos inmunoglobulinicos) pueden ser clonadas en células
huésped, hechas expresar y examinadas en cuanto a sus especificidades ligantes. Estas practicas se llevan a cabo
usando procedimientos bien conocidos y, en "Molecular Cloning - A Laboratory Manual", 32 edicién (Maniatis, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, New York, 2001), y "Current Protocols in Molecular Biology" (John Wiley and Sons),
se describe diversos métodos que pueden ser Utiles en la presente invencién. Los acidos nucleicos que codifican las
inmunoglobulinas modificadas de la presente invencion se pueden incorporar a un vector de expresion con objeto de
que se expresen dichas inmunoglobulinas. Los vectores de expresion comprenden normalmente una
inmunoglobulina operativamente enlazada, que esta situada en una relacion funcional, con secuencias de control o
reguladoras, marcadores seleccionables, cualesquier parejas de fusion y/o elementos adicionales. Las
inmunoglobulinas modificadas de la presente invencién se pueden producir al cultivar una célula huésped
transformada con acido nucleico, preferiblemente un vector de expresion, que contiene el acido nucleico que codifica
las inmunoglobulinas modificadas, bajo las condiciones apropiadas para provocar o causar la expresion de las
inmunoglobulinas modificadas. Los métodos para introducir moléculas de acido nucleico exégenas en un huésped
son bien conocidos en la técnica y variaran con el huésped usado. Por supuesto, para la expresion de
inmunoglobulinas modificadas también se pueden emplear sistemas de expresion acelulares o exentos de células.

La expresion "sistema de expresién” se refiere a moléculas de acido nucleico que contienen una secuencia de
codificacion deseada y secuencias de control en conexion operativa, de modo que los huéspedes transformados o
transfectados con estas secuencias son capaces de producir las proteinas codificadas. Con objeto de efectuar la
transformacion, se puede incluir el sistema de expresién en un vector; sin embargo, también se puede integrar luego
el DNA relevante en el cromosoma del huésped.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion, el sistema de expresion comprende un vector.
Para este fin, cualquier vector de expresion conocido en la técnica puede ser apropiadamente utilizado.

La inmunoglobulina modificada se expresa preferiblemente en un huésped, preferiblemente en una célula
bacteriana, una levadura, una célula vegetal, una célula animal, una planta o un animal.

Para que se exprese la inmunoglobulina modificada, se puede utilizar una gran variedad de células huésped
apropiadas, incluyendo, pero sin limitarse a, células de mamifero (células animales), células vegetales, bacterias
(por ejemplo, Bacillus subtilis y Escherichia coli), células de insecto y levaduras (por ejemplo, Pichia pastoris y
Sacharomyces cerevisiae). Por ejemplo, en el catalogo de lineas celulares ATCC, obtenible de la American Type
Culture Collection, se describe diversas lineas celulares que pueden resultar Gtiles en la presente invencién.
Ademas, también se pueden utilizar plantas y animales como huéspedes para la expresién de la inmunoglobulina de
acuerdo con la presente invencion. La expresion, asi como los casetes o vectores de transfeccion, se pueden
seleccionar de acuerdo con el huésped utilizado.

Por supuesto, también se pueden utilizar sistemas de expresion proteica acelulares o exentos de células. Las
plataformas para expresién proteica por transcripcion/traduccién in vitro que producen suficientes cantidades de
proteina ofrecen muchas de las ventajas de una expresion proteica exenta de células, eliminando la necesidad de
laboriosas operaciones hacia arriba y hacia abajo (por ejemplo, transformacién de células huésped, cultivo y lisis)
normalmente asociadas con los sistemas de expresion basados en células.

En una realizacion preferida de la presente invencion, las inmunoglobulinas modificadas son purificadas o aisladas
después de la expresiéon. Las inmunoglobulinas modificadas pueden ser aisladas o purificadas de diversas maneras
conocidas por los expertos en la técnica. Los métodos de purificacion estandares incluyen técnicas cromatograficas,
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incluyendo cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio i6nico o hidréfoba, técnicas electroforéticas,
técnicas inmunoldgicas, precipitacion, didlisis, filtracion, concentracion y técnicas de cromatoenfoque. La purificacion
es a menudo permitida por una pareja de fusién particular. Por ejemplo, los anticuerpos pueden ser purificados
usando una resina de glutation si se emplea una fusién de GST, una cromatografia de afinidad con Ni*? si se emplea
una etiqueta de His, o un anticuerpo anti-etiqueta inmovilizado si se utiliza una etiqueta FLAG. Para una guia general
sobre técnicas de purificacion adecuadas, véase "Antibody Purification: Principles and Practice", 32 edicién, Scopes,
Springer-Verlag, New York, 1994. Por supuesto, también es posible hacer que se expresen las inmunoglobulinas
modificadas de acuerdo con la presente invencion en la superficie de un huésped, en particular en la superficie de
una célula bacteriana, de insecto o de levadura o en la superficie de fagos o virus.

Las inmunoglobulinas modificadas pueden ser exploradas utilizando diversos métodos, incluyendo, pero sin limitarse
a, aquellos que se usan en ensayos in vitro, ensayos in vivo y de base celular, y tecnologias de seleccion. En los
procedimientos de exploracién se pueden utilizar tecnologias de automatizacién y de exploracion de alto
rendimiento. En la exploracién se puede emplear una etiqueta o una pareja de fusién, tal como, por ejemplo, una
enzima, una etiqueta inmune, una etiqueta isotépica o una pequefa etiqueta molecular tal como un colorante
fluorescente o colorimétrico o una molécula luminiscente.

En una realizacion preferida, las propiedades funcionales y/o biofisicas de las inmunoglobulinas son exploradas en
un ensayo in vitro. En una realizacion preferida el anticuerpo es explorado en cuanto a su funcionalidad, por ejemplo,
en cuanto a su capacidad para catalizar una reaccién o a su afinidad ligante por su diana.

En los ensayos se puede emplear diversos métodos de deteccién, incluyendo, pero sin limitarse a, etiquetas
cromdgenas, fluorescentes, luminiscentes e isotopicas.

Como es sabido en la técnica, un subconjunto de métodos de exploracion es aquel que permite seleccionar
miembros favorables de un banco. A los métodos se hace aqui referencia como "métodos de seleccion”, y estos
métodos resultan Utiles en la presente invencion para explorar inmunoglobulinas modificadas. Cuando se exploran
bancos de inmunoglobulinas utilizando un método de seleccion, sélo se propagan, aislan y/o observan los miembros
de un banco que son favorables, es decir, los que satisfacen ciertos criterios de seleccién. Como se apreciara,
puesto que sdlo se observan las variantes mas idéneas, dichos métodos permiten la exploracion de bancos que son
mas grandes que los explorables mediante métodos con los que se ensaya individualmente la idoneidad de
miembros del banco. La seleccién viene habilitada por cualquier método, técnica o pareja de fusiébn que une,
covalente o no covalentemente, el fenotipo de las inmunoglobulinas con su genotipo, es decir, la funciéon de un
anticuerpo con el acido nucleico que lo codifica. Por ejemplo, el uso de la presentacion en fago como un método de
seleccién viene habilitado por la fusion de miembros del banco con la proteina del gen lll. De este modo, la seleccidn
o el aislamiento de inmunoglobulinas modificadas que satisfacen ciertos criterios, por ejemplo, la afinidad ligante por
la diana de la inmunoglobulina, también permite seleccionar o aislar el acido nucleico que la codifica. Una vez
aislado(s), el gen o los genes que codifican inmunoglobulinas modificadas pueden ser luego multiplicados. Este
proceso de aislamiento y multiplicacion, al que se hace referencia como "panning"”, puede ser repetido, lo que
permite el enriquecimiento en variantes de anticuerpo favorables del banco. La secuenciacion del acido nucleico
fijado permite finalmente la identificacién génica.

En la técnica se conocen diversos métodos de seleccion que pueden resultar Utiles en la presente invencion para
explorar bancos de inmunoglobulinas. Estos incluyen, pero no se limitan a, presentacién en fago ("Phage display of
peptides and antibodies: A laboratory manual", Kay et al., 1996, Academic Press, San Diego, California, 1996;
Lowman et al., 1991, Biochemistry 30: 10.832-10.838; Smith, 1985, Science 228: 1315-1317) y sus derivados, tales
como infeccién selectiva con fagos (Malmborg et al., 1997, J. Mol. Biol. 273: 544-551), fago selectivamente infectivo
(Krebber et al., 1997, J. Mol. Biol. 268: 619-630) y panning por infectividad retardada (Benhar et al., 2000, J. Mol.
Biol. 301: 893-904), presentacion en la superficie celular (Witrrup, 2001, Curr. Opin. Biotechnol. 12: 395-399), tal
como la presentacién en bacterias (Georgiou et al., 1997, Nat. Biotechnol. 15: 29-34; Georgiou et al., 1993, Trends
Biotechnol. 11: 6-10; Lee et al., 2000, Nat. Biotechnol. 18: 645-648; Jun et al., 1998, Nat. Biotechnol. 16: 576-80),
levaduras (Boder y Wittrup, 2000, Methods Enzymol. 328: 430-44; Boder y Wittrup, 1997, Nat. Biotechnol. 15: 553-
557) y células de mamifero (Whitehorn et al., 1995, Bio/Technology 13: 1215-1219), asi como tecnologias de
presentacién in vitro (Amstutz et al., 2001, Curr. Opin. Biotechnol. 12: 400-405) tales como presentacién en
polisomas (Mattheakis et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 9022-9026), presentacién en ribosomas (Hanes et
al., 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 4937-4942), presentacion en mRNA (Roberts y Szostak, 1997, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 94: 12.297-12.302; Nemoto et al., 1997, FEBS Lett. 414: 405-408) y sistema de presentaciéon con
inactivacion de ribosomas (Zhou et al., 2002, J. Am. Chem. Soc. 124: 538-543).

Otros métodos de seleccién que pueden resultar Utiles en la presente invencion incluyen métodos que no se basan
en presentacion, tales como métodos in vivo que incluyen, pero no se limitan a, expresion peripldsmica y exploracion
citométrica (Chen et al., 2001, Nat. Biotechnol. 19: 537-542), el ensayo de complementacion de fragmentos de
anticuerpo (Johnsson y Varshavsky, 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 10.340-10.344; Pelletier et al., 1998, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 95: 12.141-12.146) y la exploracion con dos hibridos de levadura (Fields y Song, 1989, Nature
340: 245-246) usada en modo de seleccion (Visintin et al., 1999, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96: 11.723-11.728). En
una realizacién alterna, la seleccion es habilitada por una pareja de fusién que se une a una secuencia especifica en
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el vector de expresién, uniéndose asi covalente o no covalentemente la pareja de fusion y el miembro variante de Fc
asociado del banco con el &cido nucleico que les codifica.

En una realizacion alternativa, puede tener lugar una seleccion in vivo si la expresiéon del anticuerpo imparte a la
célula cierta ventaja en cuanto a crecimiento, reproduccion o supervivencia.

Un subconjunto de métodos de seleccion a los que se hace referencia como métodos de "evolucion dirigida" es
aquél que incluye el cruce o desarrollo de secuencias favorables durante la seleccién, a veces con la incorporacion
de nuevas mutaciones. Como apreciaran los expertos en la técnica, los métodos de evolucion dirigida pueden
facilitar la identificacion de las secuencias mas favorables de un banco y pueden aumentar la diversidad de las
secuencias que se exploran. En la técnica se conocen diversos métodos de evolucion dirigida que pueden resultar
utiles en la presente invencion para explorar variantes de anticuerpo, incluyendo, pero sin limitarse a, barajadura de
DNA (Documentos PCT WO 00/42561 A3 y PCT WO 01/70947 A3), barajadura de exones (Patente de EE.UU. n®
6.365.377; Kolkman y Stemmer, 2001, Nat. Biotechnol. 19: 423-428), barajadura de familias (Crameri et al., 1998,
Nature 391: 288-291; Patente de EE.UU. n? 6.376.246), RACHITT™ (Coco et al., 2001, Nat. Biotechnol. 19: 354-
359; Documento PCT WO 02/06469), STEP y cebado aleatorio de recombinacion in vitro (Zhao et al., 1998, Nat.
Biotechnol. 16: 258-261; Shao et al., 1998, Nucleic Acids Res. 26: 681-683), ensambladura génica mediada por
exonucleasas (Patente de EE.UU. n° 6.352.842; Patente de EE.UU. n? 6.361.974), Mutagénesis por Saturaciéon de
Sitios Génicos™ (Patente de EE.UU. n? 6.358.709), Rensambladura Génica™ (Patente de EE.UU. n? 6.358.709),
SCRATCHY (Lutz et al., 2001, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98: 11.248-11.2583), métodos de fragmentacion de DNA
(Kikuchi et al., Gene 236: 159-167), barajadura de DNA de cadena sencilla (Kikuchi et al., 2000, Gene 243: 133-137)
y tecnologia AMEsystem™ para generacion de anticuerpos por evolucion dirigida (Applied Molecular Evolution)
(Patente de EE.UU. n® 5.824.514; Patente de EE.UU. n°® 5.817.483; Patente de EE.UU. n® 5.814.476; Patente de
EE.UU. n? 5.763.192; Patente de EE.UU. n? 5.723.323).

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencién, la unién especifica de la inmunoglobulina
modificada con la molécula se determina mediante un ensayo de unién seleccionado del grupo que consiste en
ensayos inmunolégicos, preferiblemente ensayos de inmunoabsorcién con enzimas ligadas (ELISA; del inglés,
enzyme-linked immunosorbent assays), ensayos de resonancia de plasmones superficiales, espectroscopia de
resonancia magnética nuclear de diferencia de transferencia de saturacién, espectroscopia de resonancia magnética
nuclear NOE de transferencia (trNOE), ensayos de competicion, ensayos de unidn a tejidos, ensayos de unién a
células vivas y ensayos con extractos celulares.

Los ensayos de unién se pueden llevar a cabo usando diversos métodos conocidos en la técnica, incluyendo, pero
sin limitarse a, ensayos basados en la transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET; del inglés,
fluorescence resonance energy transfer) y la transferencia de energia por resonancia de bioluminiscencia (BRET; del
inglés, bioluminiscence resonance energy transfer), AlphaScreen™ (ensayo homogéneo de proximidad luminiscente
amplificada), ensayo de proximidad de centelleo, ensayo de inmunoabsorcién con enzimas ligadas (ELISA),
resonancia de plasmones superficiales (SPR; del inglés, surface plasmon resonance; también conocida como
BIACORE™), calorimetria isotérmica de titulacién, calorimetria diferencial de barrido, electroforesis en gel y
cromatografia, incluyendo la filtracion en gel. Estos y otros métodos se pueden aprovechar de alguna etiqueta o
pareja de fusion.

La inmunoglobulina modificada es preferiblemente conjugada con una etiqueta o una molécula informadora,
seleccionadas del grupo que consiste en moléculas organicas, etiquetas enzimaticas, etiquetas radiactivas, etiquetas
coloreadas, etiquetas fluorescentes, etiquetas cromoégenas, etiquetas luminiscentes, haptenos, digoxigenina, biotina,
complejos metalicos, metales, oro coloidal y mezclas de los mismos. Las inmunoglobulinas modificadas conjugadas
con etiquetas o moléculas informadoras se pueden usar, por ejemplo, en métodos diagndsticos.

La inmunoglobulina modificada se puede conjugar con otras moléculas que permitan una deteccion sencilla de dicho
producto de conjugacién en, por ejemplo, ensayos de unién (por ejemplo, ELISA) y estudios de unién.

En una realizacion preferida, se exploran variantes de anticuerpo usando uno o mas ensayos de base celular o in
vivo. Normalmente, para dichos ensayos, se afiaden exdgenamente inmunoglobulinas modificadas purificadas o no
purificadas de modo que las células resulten expuestas a inmunoglobulinas individuales o a colecciones de
inmunoglobulinas pertenecientes a un banco. Estos ensayos se basan normalmente, aunque no siempre, en la
funcién de la inmunoglobulina; es decir, en la capacidad del anticuerpo para unirse a su diana y mediar en cierto
proceso bioquimico, tal como, por ejemplo, una funcién efectora, inhibicién de la unidén ligando/receptor, apoptosis y
similares. Dichos ensayos a menudo acarrean controlar la respuesta de las células al anticuerpo, tal como, por
ejemplo, la supervivencia celular, la muerte celular, un cambio en la morfologia celular, o una activacion
transcripcional tal como la expresion celular de un gen natural o un gen informador. Por ejemplo, dichos ensayos
pueden permitir medir la capacidad de variantes de anticuerpo para provocar ADCC, ADCP o CDC. Para ciertos
ensayos, puede que sea necesario anadir células o componentes adicionales, es decir, ademas de las células diana,
tales como, por ejemplo, complemento sérico o células efectoras tales como monocitos de sangre periférica
(PBMCs; del inglés, peripheral blood monocytes), células NK, macréfagos y similares. Dichas células adicionales
pueden proceder de cualquier organismo, preferiblemente de seres humanos, ratones, ratas, conejos y monos. Las
inmunoglobulinas pueden causar la apoptosis de ciertas lineas celulares que expresan la diana, o pueden mediar en
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el ataque a células diana por células inmunes que han sido afadidas al ensayo. Los métodos para controlar la
muerte o la viabilidad celulares son conocidos en la técnica e incluyen el uso de colorantes y reactivos
inmunoquimicos, citoquimicos y radiactivos. Por ejemplo, los ensayos con tincion de caspasas pueden permitir la
medicién de la apoptosis, y la incorporacion o liberacion de sustratos radiactivos o colorantes fluorescentes, tal como
Azul Alamar, puede permitir el control del crecimiento o la activacion celulares.

En una realizacién preferida, se puede usar el ensayo de citotoxicidad DELFIA® basado en EuTDA (Perkin Elmer,
Massachusetts, EE.UU.). Alternativamente, se pueden controlar las células diana muertas o dafadas midiendo la
liberacion de uno o mas componentes intracelulares naturales, tal como, por ejemplo, lactato deshidrogenasa. La
activacion transcripcional también puede servir como un método para examinar la funciéon en ensayos de base
celular. En este caso, se puede controlar la respuesta examinando inmunoglobulinas o genes naturales que puedan
ser suprarregulados; por ejemplo, se puede medir la liberacion de ciertas interleucinas o, alternativamente, la lectura
puede ser a través de una construccion informadora. Los ensayos de base celular pueden implicar ademas la
medicién de cambios morfoldgicos de células como respuesta a la presencia de inmunoglobulinas modificadas. Los
tipos celulares para dichos ensayos pueden ser procarioticos o eucarioticos, y se puede emplear diversas lineas
celulares que son conocidas en la técnica. Alternativamente, las exploraciones de base celular se llevan a cabo
usando células que han sido transformadas o transfectadas con acidos nucleicos que codifican las variantes. Es
decir, no se afiaden exdgenamente variantes de anticuerpo a las células. Por ejemplo, en una realizacién, en la
exploracion de base celular se utiliza presentacion en la superficie celular. Se puede emplear una pareja de fusién
que permita la presentacion de inmunoglobulinas modificadas en la superficie de células (Witrrup, 2001, Curr. Opin.
Biotechnol. 12: 395-399).

En una realizacion preferida, se puede determinar experimentalmente la inmunogenicidad de las inmunoglobulinas
modificadas usando uno o mas ensayos de base celular. En una realizaciéon preferida, se usan ensayos de
activacion de células T ex vivo para cuantificar experimentalmente la inmunogenicidad. En este método, se
estimulan células presentadoras de antigenos y células T naifs de donantes coincidentes con un péptido o un
anticuerpo completo de interés una o mas veces. A continuacion, se puede detectar la activacion de células T
usando diversos métodos, tal como, por ejemplo, determinando la produccién de citocinas o midiendo la
incorporacion de timidina tritiada. En la realizacién mas preferida, se determina la produccién de interferén gamma
usando ensayos Elispot (Schmittel et al., 2000, J. Immunol. Meth. 24: 17-24).

Las propiedades biolégicas de las inmunoglobulinas modificadas de la presente invencién pueden ser caracterizadas
ex vivo en experimentos con células, tejidos, y organismos completos. Como se sabe en la técnica, a menudo se
ensayan farmacos in vivo en animales, incluyendo, pero sin limitarse a, ratones, ratas, conejos, perros, gatos, cerdos
y monos, con objeto de medir la eficacia de un farmaco para el tratamiento de una enfermedad o un modelo
morboso o para medir la farmacocinética, la farmacodinamica, la toxicidad y otras propiedades de un farmaco. A los
animales se puede hacer referencia como modelos morbosos. A menudo se ensayan productos terapéuticos en
ratones, incluyendo, pero sin limitarse a, ratones atimicos, ratones SCID, ratones con xenoinjertos y ratones
transgénicos (incluyendo operativos e inoperantes). Dicha experimentacién puede proporcionar datos significativos
para la determinacion del potencial del anticuerpo para ser utilizado como un agente terapéutico con la semivida,
funcién efectora, actividad apoptética, y actividad citotoxica o citolitica apropiadas. Para el ensayo se puede utilizar
cualquier organismo, preferiblemente mamiferos. Por ejemplo, a causa de su similitud genética con los seres
humanos, primates, los monos pueden ser modelos terapéuticos adecuados vy, por lo tanto, pueden ser utilizados
para ensayar la eficacia, toxicidad, farmacocinética, farmacodindmica, semivida u otra propiedad de las
inmunoglobulinas modificadas de la presente invencion. Se requieren finalmente ensayos de las sustancias en seres
humanos para la aprobacién como farmacos y, por lo tanto, evidentemente se contemplan estos experimentos. De
este modo, las inmunoglobulinas modificadas de la presente invencién pueden ser ensayadas en seres humanos
para determinar su eficacia terapéutica, toxicidad, inmunogenicidad, farmacocinética y/o otras propiedades clinicas.
Especialmente, las inmunoglobulinas multivalentes de acuerdo con la invencién que se unen a una sola célula a
través de al menos dos antigenos superficiales, que se unen preferiblemente a al menos tres estructuras que
entrecruzan células diana, serian consideradas preapoptéticas y ejercerian una actividad apoptética tras la direccion
y el entrecruzamiento celulares. La unién multivalente proporciona una asociacion relativamente grande de parejas
ligantes, también llamada entrecruzamiento, que es un requisito previo para la apoptosis.

Las inmunoglobulinas modificadas de la presente invencion pueden resultar Utiles en una gran variedad de
productos de anticuerpos. En una realizacion, la variante de anticuerpo de la presente invencion se utiliza para
terapia o profilaxis, por ejemplo, como una inmunoterapia activa o pasiva, para uso preparativo, industrial o analitico,
como un agente diagnostico, un compuesto industrial o un reactivo para investigacion, preferiblemente un agente
terapéutico. La variante de anticuerpo o inmunoglobulina modificada puede resultar Gtil en una composicién de
anticuerpo que sea monoclonal o policlonal. En una realizacién preferida, las inmunoglobulinas modificadas de la
presente invencién se utilizan para capturar o matar células diana que llevan el antigeno diana, por ejemplo, células
cancerosas. En una realizacién alterna, las inmunoglobulinas modificadas de la presente invencion se usan para
bloguear el antigeno diana o actuar como antagonistas o agonistas de él, por ejemplo, actuando como antagonistas
de una citocina o un receptor de citocina.

En una realizacién alternamente preferida, las inmunoglobulinas modificadas de la presente invencién se usan para

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2539593 T3

bloquear factores de crecimiento o receptores de factores de crecimiento o actuar como antagonistas o agonistas de
ellos y, de este modo, mediar en la muerte de las células diana que llevan o necesitan el antigeno diana.

En una realizacién alternamente preferida, las inmunoglobulinas modificadas de la presente invencién se usan para
bloquear enzimas y sustratos de enzimas o actuar como antagonistas o agonistas de ellos.

Las inmunoglobulinas modificadas de la presente invencion se pueden usar con diversos fines terapéuticos,
preferiblemente para inmunoterapia activa o pasiva.

Especificamente, la inmunoglobulina de acuerdo con la presente invencién u obtenible mediante un método de
acuerdo con la presente invencién se puede utilizar para la preparacion de una vacuna para inmunizacion activa.
Para ello, la inmunoglobulina es usada como una sustancia antigénica farmacolégica para formular una vacuna o es
usada para pescar o capturar estructuras antigénicas ex vivo o in vivo para uso en una formulacién de vacuna.

En una realizacion preferida, un anticuerpo que comprende las inmunoglobulinas modificadas es administrado a un
paciente para tratar un trastorno especifico. Para los fines de la presente invencion, un "paciente" incluye tanto seres
humanos como otros animales, preferiblemente mamiferos y muy preferiblemente seres humanos. Por "trastorno
especifico” se quiere aqui significar un trastorno que puede ser mejorado mediante la administracion de una
composicion farmacéutica que comprende una inmunoglobulina modificada de la presente invencion.

En una realizacion, una inmunoglobulina modificada de acuerdo con la presente invencién es el Unico agente
terapéuticamente activo administrado a un paciente. Alternativamente, la inmunoglobulina modificada de acuerdo
con la presente invencion se administra en combinacién con uno o0 mas agentes terapéuticos distintos, incluyendo,
pero sin limitarse a, agentes citotéxicos, agentes quimioterapéuticos, citocinas, agentes inhibidores del crecimiento,
agentes antihormonales, inhibidores de cinasas, agentes antiangiogénicos, agentes cardioprotectores y otros
agentes terapéuticos. Las inmunoglobulinas modificadas se pueden administrar concomitantemente con uno o mas
regimenes terapéuticos distintos. Por ejemplo, se puede administrar una variante de anticuerpo de la presente
invencion al paciente junto con quimioterapia, radioterapia, o tanto quimioterapia como radioterapia. En una
realizacién, las inmunoglobulinas modificadas de la presente invencion se pueden administrar junto con uno o mas
anticuerpos, que pueden comprender o0 no una variante de anticuerpo de la presente invencion. De acuerdo con otra
realizacién de la invencion, se emplean las inmunoglobulinas modificadas de la presente invencién y una o mas
terapias anticancerosas distintas para tratar células cancerosas ex vivo. Se contempla que dicho tratamiento ex vivo
pueda ser Util en el trasplante de médula 6sea vy, particularmente, el trasplante de médula 6sea autéloga. Por
supuesto, se contempla que los anticuerpos de la invencién puedan ser empleados en combinacién con adn otras
técnicas terapéuticas tales como la cirugia.

Otros diversos agentes terapéuticos puede resultar Util para administracién con las inmunoglobulinas modificadas de
la presente invencion. En una realizacion, la inmunoglobulina modificada se administra con un agente
antiangiogénico, que es un compuesto que bloquea, o interfiere en cierto grado en, el desarrollo de vasos
sanguineos. El factor antiangiogénico puede ser, por ejemplo, una molécula pequefa o una proteina, tal como, por
ejemplo, un anticuerpo, una molécula de fusion de Fc o una citocina, que se une a un factor de crecimiento o un
receptor de factor de crecimiento implicado en la activaciéon de la angiogénesis. El factor antiangiogénico aqui
preferido es un anticuerpo que se une al factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF; del inglés, vascular
endothelial growth factor). En una realizacién alterna, la inmunoglobulina modificada se administra con un agente
terapéutico que provoca o potencia una respuesta inmune adaptativa, por ejemplo, un anticuerpo que se dirige a
CTLA-4. En una realizacion alterna, la inmunoglobulina modificada se administra con un inhibidor de tirosina cinasa,
que es una molécula que inhibe en cierto grado la actividad tirosina cinasa de una tirosina cinasa. En una realizacion
alterna, las inmunoglobulinas modificadas de la presente invencion se administran con una citocina. Por "citocina",
como aqui se usa, se quiere significar un término genérico para proteinas liberadas por una poblacion celular que
actuan sobre otra célula como mediadores intercelulares, incluyendo las quimiocinas.

Se contemplan composiciones farmacéuticas en que se formulan inmunoglobulinas modificadas de la presente
invencion y uno o mas agentes terapéuticamente activos. Se preparan formulaciones estables de las variantes de
anticuerpo de la presente invencion para almacenamiento mezclando dicha inmunoglobulina que tiene el grado
deseado de pureza con vehiculos, excipientes o estabilizantes farmacéuticamente aceptables opcionales
(Remington's Pharmaceutical Sciences, 162 edicion, redactado por A. Osol, 1980), en forma de formulaciones
liofilizadas o soluciones acuosas. Las formulaciones que se van a utilizar para administracién in vivo son
preferiblemente estériles. Esto se lleva facilmente a cabo por filtracion a través de membranas filtrantes estériles o
por otros métodos. Las inmunoglobulinas modificadas y demas agentes terapéuticamente activos aqui descritos se
pueden también formular como inmunoliposomas y/o se pueden encerrar en microcapsulas.

La administracion de la composicion farmacéutica que comprende una inmunoglobulina modificada de la presente
invencion, preferiblemente en forma de una solucidon acuosa estéril, se puede realizar de diversos modos,
incluyendo, pero sin limitarse a, oral, subcutanea, intravenosa, intranasal, intradtica, transdérmica, mucosa, topica
(por ejemplo, geles, unglientos, lociones, cremas, etc.), intraperitoneal, intramuscular, intrapulmonar (por ejemplo, la
tecnologia AERXx™ para inhalacién, comercialmente asequible de Aradigm, o el sistema Inhance™ para distribucion
pulmonar, comercialmente asequible de Inhale Therapeutics), vaginal, parenteral, rectal o intraocularmente.
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Como aqui se usa, la expresion "se une especificamente” se refiere a una reaccion de union que es determinante
del ligando afin de interés en una poblacion heterogénea de moléculas. De este modo, bajo las condiciones
determinadas (por ejemplo, condiciones de inmunoensayo en el caso de una inmunoglobulina), el anticuerpo
especificado se une a su "diana" particular y no se une en cantidad significativa a otras moléculas presentes en una
muestra. Comparablemente a las CDRs de anticuerpos, las regiones de bucles estructurales modificadas son
componentes proteicos ligantes de antigenos, estructuras o moléculas y no antigenos en si.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a un método para fabricar una inmunoglobulina o una preparacion
farmacéutica de la misma que comprende al menos una modificacién en una regién de bucles estructurales de dicha
inmunoglobulina y determinar la unién de dicha inmunoglobulina a un epitopo de un antigeno, en que la
inmunoglobulina no modificada no se une significativamente a dicho epitopo, que comprende las operaciones de:

- proporcionar un acido nucleico que codifica una inmunoglobulina que comprende al menos una regién de bucles;

- modificar al menos un resto nucleotidico de al menos una de dichas regiones de bucles;

- transferir dicho acido nucleico modificado a un sistema de expresion;

- hacer que se exprese dicha inmunoglobulina modificada;

- hacer que la inmunoglobulina modificada expresada entre en contacto con un epitopo;

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

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

En una realizacion preferida, la inmunoglobulina de acuerdo con la invencién es un anticuerpo biespecifico o un
anticuerpo de cadena Unica biespecifico. Se prefiere ademas que la inmunoglobulina comprenda un dominio
biespecifico o una parte del mismo que incluya un minidominio.

En particular, la presente invencién se refiere a un método para fabricar una inmunoglobulina multiespecifica que se
une especificamente a al menos una primera molécula, o una preparacién farmacéutica de la misma, que
comprende al menos una modificacion en al menos una region de bucles estructurales de dicha inmunoglobulina, y
determinar la union especifica de dicha al menos una regién de bucles a al menos una segunda molécula, que es un
antigeno tal como el seleccionado del grupo que consiste en alérgenos, antigenos asociados con tumores,
autoantigenos, enzimas, antigenos bacterianos, antigenos fangicos, antigenos protozoarios y antigenos virales, en
que la inmunoglobulina que contiene una region de bucles estructurales no modificada no se une especificamente a
dicha al menos una segunda molécula, que comprende las operaciones de:

- proporcionar un acido nucleico que codifica una inmunoglobulina que se une especificamente a al menos una
primera molécula que comprende al menos una regién de bucles estructurales;

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

- transferir dicho acido nucleico modificado a un sistema de expresion;

- hacer que se exprese dicha inmunoglobulina modificada;

- hacer que la inmunoglobulina modificada expresada entre en contacto con dicha al menos una segunda
molécula;

- determinar si dicha inmunoglobulina modificada se une especificamente a la segunda molécula; y

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

Se prefiere la alteracién de mas de una especificidad en un miembro de un par ligante especifico (Kufer et al., 2004,
Trends in Biotechnology, volumen 22, paginas 238-244).

Se han realizado numerosos intentos para producir anticuerpos o fragmentos de anticuerpo monoclonales
multiespecificos, por ejemplo, biespecificos. Un problema en la produccién de anticuerpos biespecificos compuestos
de dos cadenas polipeptidicas diferentes (cadenas pesada y ligera) es la necesidad de que se expresen cuatro
cadenas diferentes (dos cadenas pesadas y dos ligeras) en una célula, lo que da lugar a un ndmero de diversas
combinaciones de moléculas que han de ser separadas de la molécula biespecifica deseada en la mezcla. Debido a
su similitud, la separacion de estas moléculas es dificil y costosa. Se han empleado diversas técnicas para minimizar
la presencia de dichos apareamientos indeseados (Carter, 2001, Journal of Immunological Methods, volumen 248,
paginas 7-15).

Una solucién al problema es la produccion de una cadena polipeptidica con dos especificidades, tal como, por
ejemplo, dos scFvs enlazados entre si, o la produccion de los llamados diacuerpos. Se ha mostrado que dichas
moléculas estan muy alejadas del pliegue de una molécula natural y su produccién es de notoria dificultad (Le-Gall et
al., 2004, Protein Engineering, Design & Selection, volumen 17, paginas 357-366).

Otro problema del disefio actual de anticuerpos biespecificos es el hecho de que, incluso si los anticuerpos
parentales se unen bivalentemente a sus respectivas parejas ligantes (por ejemplo, 1gG), el anticuerpo biespecifico
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resultante es monovalente para cada una de las respectivas parejas ligantes.

Las moléculas multiespecificas preferidas de la presente invencién solucionan estos problemas: es posible la
expresion de una molécula biespecifica como una cadena polipeptidica (un dominio de Ig modificado con dos
especificidades ligantes; véase la seccion de ejemplos), lo que es mas facil de llevar a cabo que la expresién de dos
cadenas polipeptidicas de anticuerpo [Cabilly et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 3273-3277 (1984)].

También se puede producir como una molécula de tipo anticuerpo (es decir, compuesta de dos cadenas
polipeptidicas, sean homodimeras o sean heterodimeras); debido al hecho de que la segunda especificidad esta
situada en la parte no variable de la molécula, no hay necesidad de dos cadenas pesadas diferentes ni dos cadenas
ligeras diferentes. Por lo tanto, no existe la posibilidad de un apareamiento erréneo de las dos cadenas.

Un anticuerpo de la presente invencidon puede consistir en una cadena pesada y una cadena ligera que forman
conjuntamente una region variable que se une a una pareja ligante especifica por una primera especificidad. La
segunda especificidad puede estar formada por un bucle modificado de cualquiera de los bucles estructurales de la
cadena pesada o la cadena ligera. El sitio de unién puede estar también formado por mas de un bucle no de CDR
que puede estar estructuralmente contiguo (en la cadena pesada o en la cadena ligera o en ambas cadenas).

El anticuerpo modificado o el derivado pueden ser un anticuerpo completo o un fragmento de anticuerpo (por
ejemplo, CH2-CH3, Fc, con o sin la region bisagra).

Se puede unir monovalente o multivalentemente a parejas ligantes iguales o diferentes, o incluso con diferente
valencia para las diferentes parejas ligantes, dependiendo del disefio.

Puesto que hay un nimero de diversos bucles disponibles para seleccion y disefio de un sitio ligante especifico en
las regiones no CDR de cadenas pesadas y ligeras, es posible disefar derivados de anticuerpo con incluso mas de
dos especificidades sin los problemas anteriormente mencionados.

Los dominios ligantes especificos de una cadena polipeptidica pueden estar conectados con o sin un conector
peptidico.

La regién de bucles estructurales modificada de dicha inmunoglobulina de la invenciéon puede estar dentro del
dominio constante y/o el variable de dicha inmunoglobulina. En caso de que el bucle estructural modificado esté
dentro del dominio constante, este esta preferiblemente dentro de CH1, CH2, CH3, CH4, Igk-C, Igl-C o una parte del
mismo.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencién, la inmunoglobulina es de origen humano o
murino.

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

De acuerdo con otra realizacién preferida de la presente invencion, la inmunoglobulina humana es seleccionada del
grupo que consiste en IgA1, IgA2, IgD, IgE, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4 e IgM.

La inmunoglobulina murina es preferiblemente seleccionada del grupo que consiste en IgA, IgD, IgE, 1gG1, IgG2A,
IgG2B, 1gG2C, 1gG3 e IgM.

La inmunoglobulina modificada puede proceder de una de las clases inmunoglobulinicas anteriormente identificadas
y ser luego estructuralmente cambiada.

La inmunoglobulina comprende preferiblemente una cadena pesada y/o ligera de la inmunoglobulina o una parte de
la misma. Para la finalidad de la invencién se puede proporcionar preferiblemente una molécula heterodimera u
homodimera, asi como inmunoglobulinas monémeras.

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

La inmunoglobulina de acuerdo con la presente invencidén comprende preferiblemente al menos un dominio
constante y/o al menos un dominio variable de la inmunoglobulina o una parte del mismo que incluye un
minidominio.

Un dominio constante es un pliegue inmunoglobulinico unitario de la parte constante de una molécula

inmunoglobulinica, al que también se hace referencia como un dominio de la regién constante (por ejemplo, CH1,
CH2, CH3, CH4, Ck, Cl).
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Un dominio variable es un pliegue inmunoglobulinico unitario de la parte variable de una inmunoglobulina, al que
también se hace referencia como un dominio de la regién variable (por ejemplo, Vh, Vk, VI, Vd).

Una inmunoglobulina preferida de acuerdo con la invencion consiste en un dominio constante seleccionado del
grupo que consiste en CH1, CH2, CH3, CH4, Igk-C e Igl-C, o una parte o combinaciones del mismo, incluyendo un
minidominio, con al menos una regién de bucles, y se caracteriza por que dicha al menos una region de bucles
comprende al menos una modificacién de aminoacido que forma al menos una regién de bucles modificada, en que
dicha al menos una regién de bucles modificada se une especificamente a al menos un epitopo de un antigeno.

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

De acuerdo con otra realizacion preferida de la presente invencion, las regiones de bucles modificadas de CH1,
CH2, CH3 y CH4 comprenden los aminoacidos 7 a 21, los aminoacidos 25 a 39, los aminoacidos 41 a 81, los
aminoacidos 83 a 85, los aminoacidos 89 a 103 y los aminoacidos 106 a 117.

De acuerdo con otra realizacién preferida de la presente invencion, se modifican los restos de aminoacido de las
posiciones 15a 17,29 a 34, 85.4 a 85.3, 92 a 94, 97 a 98 y/o 108 a 110 de CHS.

Las regiones de bucle de Igk-C e Igl-C de origen humano comprenden preferentemente los aminoacidos 8 a 18, los
aminoécidos 27 a 35, los aminoacidos 42 a 78, los aminoacidos 83 a 85, los aminoacidos 92 a 100, los aminoacidos
108 a 117 y los aminoacidos 123 a 126.

Las regiones de bucle de Igk-C e Igl-C de origen humano comprenden preferentemente los aminoacidos 8 a 20, los
aminodcidos 26 a 36, los aminoacidos 43 a 79, los amino4cidos 83 a 85, los aminoacidos 90 a 101, los aminoacidos
108 a 116 y los aminoacidos 122 a 125.

De acuerdo con una realizacion especifica la inmunoglobulina de acuerdo con la invencion puede contener una
modificacién dentro del dominio variable, que se selecciona del grupo de VH, Vkappa, Vlambda, VHH y
combinaciones de los mismos. Mas especificamente, comprenden al menos una modificacion dentro de los
aminoécidos 7 a 21, los aminoacidos 25 a 39, los aminoacidos 41 a 81, los aminoacidos 83 a 85, los aminoacidos 89
a 103 o los aminoéacidos 106 a 117, en los que la numeracion de la posicion de aminoacido de los dominios es la del
IMGT.

Otra inmunoglobulina preferida de acuerdo con la invencion consiste en un dominio variable de una cadena pesada
o ligera, o una parte del mismo incluyendo un minidominio, con al menos una regién de bucle, preferentemente una
regién de bucle estructural, y se caracteriza porque dicha al menos una regién de bucle comprende al menos una
modificacién de aminoacidos que forma al menos una region de bucle modificado, en la que dicha al menos una
regién de bucle modificado se une especificamente con al menos un epitopo de un antigeno.

En una realizacion alternativa, la inmunoglobulina de acuerdo con la invencién se caracteriza porque las regiones de
bucle de VH o Vkappa o Vlambda de origen humano comprenden al menos una modificacién dentro de los
aminoacidos 8 a 20, los aminodacidos 44 a 50, los aminoacidos 67 a 76 y los aminoacidos 89 a 101, mas
preferentemente las posiciones de aminoacidos 12 a 17, las posiciones de aminoacidos 45 a 50, las posiciones de
aminoacidos 69 a 75 y las posiciones de aminoacidos 93 a 98, en los que la numeracion de la posicion de
aminoacido de los dominios es la del IMGT.

Las regiones de bucle estructural del dominio variable de la inmunoglobulina de origen humano, seguin sea posible
seleccionadas para fines de modificacion de acuerdo con la invencién comprenden preferentemente los aminoacidos
8 a 20, los aminoacidos 44 a 50, los aminoacidos 67 a 76 y los aminoacidos 89 a 101.

De acuerdo con una realizacién preferida de la presente invencién las regiones de bucle estructural del dominio
variable de la inmunoglobulina de origen murino seguin sea posible seleccionadas para fines de modificacién de
acuerdo con la invenciéon comprenden los aminodacidos 6 a 20, los aminoacidos 44 a 52, los aminoacidos 67 a 76 y
los aminoé&cidos 92 a 101.

La inmunoglobulina de acuerdo con la invencion es preferentemente también de origen de camello. Los anticuerpos
de camello comprenden solamente una cadena pesada y tienen la misma afinidad de antigeno como anticuerpos
normales que consisten en cadenas ligeras y pesadas. En consecuencia los anticuerpos de camello son mucho mas
pequenos que, por ejemplo, anticuerpos humanos, lo que les permite penetrar en tejidos densos para alcanzar el
antigeno, en los que proteinas mayores no pueden. Ademas, la simplicidad, alta afinidad y especificidad
comparativas y el potencial para alcanzar e interaccionar con sitios activos, los anticuerpos de cadena pesada de
camello presentan ventajas sobre los anticuerpos comunes en el disefio, la producciéon y la aplicaciéon de
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compuestos clinicamente valiosos.

La inmunoglobulina de origen de camello o camélido comprende preferentemente al menos un dominio constante
seleccionado del grupo que consiste en CH1, CH2 y CH3. De acuerdo con una realizacion preferida de la presente
invencion las regiones de bucle de CH1, CH2 y CH3 de la inmunoglobulina de camello comprenden los aminoacidos
8 a 20, los aminoacidos 24 a 39, los aminoacidos 42 a 78, los aminoacidos 82 a 85, los aminoacidos 91 a 103 y los
aminoacidos 108 a 117.

Auln mas especificamente, las regiones de bucle de inmunoglobulina de VH de origen murino comprenden al menos
una modificacién dentro de los aminoacidos 6 a 20, los aminoacidos 44 a 52, los aminoacidos 67 a 76 y los
aminoacidos 92 a 101, en los que la numeracién de la posicién de aminoacido de los dominios es la del IMGT. Las
regiones de bucles modificados de un VHH de origen de camélido preferentemente comprenden al menos una
modificacién dentro de los aminoacidos 7 a 18, los aminoacidos 43 a 55, los aminoacidos 68 a 75 y los aminoacidos
91 a 101, en los que la numeracién de la posicion de aminoacido de los dominios es la del IMGT.

Las regiones de aminoacidos identificadas anteriormente de las inmunoglobulinas respectivas son regiones de bucle
que se ha especificado que son adecuadas para fines de modificacion de acuerdo con la invencion.

Aun otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método para unir y/o detectar especificamente una
molécula, que comprende las operaciones de:

(a) poner una inmunoglobulina modificada de acuerdo con la presente invencion o una inmunoglobulina
modificada obtenible mediante un método de acuerdo con la presente invencién en contacto con una muestra de
ensayo de la que se sospecha que contiene dicha molécula, y

(b) detectar la posible formacion de un complejo especifico de inmunoglobulina/molécula.

Otro aspecto de la presente invencidn se refiere a un método para aislar especificamente una molécula, que
comprende las operaciones de:

(a) poner una inmunoglobulina modificada de acuerdo con la presente invencion o una inmunoglobulina
modificada obtenible mediante un método de acuerdo con la presente invenciéon en contacto con una muestra
que contiene dicha molécula,

(b) separar el complejo especifico de inmunoglobulina/molécula formado, y

(c) aislar opcionalmente la molécula de dicho complejo.

Las inmunoglobulinas de acuerdo con la presente invencion se pueden utilizar para aislar especificamente moléculas
de una muestra. Si se usan inmunoglobulinas multiespecificas, se puede aislar mas de una molécula de una
muestra. Es especialmente ventajoso utilizar inmunoglobulinas modificadas en dichos métodos porque ello permite,
por ejemplo, generar una matriz que tenga una superficie homogénea con cantidades definidas de parejas ligantes
(es decir, inmunoglobulinas modificadas) inmovilizadas sobre ella que sean capaces de unirse a las moléculas que
se van a aislar. Por contraste, si se usan parejas ligantes monoespecificas, no se puede generar una matriz
homogénea porque las parejas ligantes individuales no se unen con la misma eficacia a la matriz.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método para dirigir un compuesto a una diana, que comprende
las operaciones de:

(a) poner en contacto una inmunoglobulina modificada de acuerdo con la presente invencion o una
inmunoglobulina modificada obtenible mediante un método de acuerdo con la presente invencion capaces de
unirse especificamente a dicho compuesto, y

(b) suministrar el complejo de inmunoglobulina/compuesto a la diana.

Las inmunoglobulinas modificadas de acuerdo con la presente invencién se pueden usar para suministrar al menos
un compuesto unido a las CDRs y/o regiones de bucles modificadas a una diana. Dichas inmunoglobulinas se
pueden usar para dirigir sustancias terapéuticas a un sitio de accion preferido en el curso del tratamiento de una
enfermedad.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere al uso de una inmunoglobulina de acuerdo con la presente
invencién u obtenible mediante un método de acuerdo con la presente invencion, para la preparacion de un banco
proteico de inmunoglobulinas. Otros bancos de acuerdo con la invencion no sélo contienen diversas proteinas o
proteinas de fusion y conjuntos genéticos, sino también precursores de proteinas, acidos nucleicos, ribosomas,
células, virus, fagos y otros sistemas de presentacién que expresan informacion que codifica las proteinas, y/o las
proteinas como tales.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un banco proteico que comprende una inmunoglobulina de
acuerdo con la presente invencion u obtenible mediante el método de acuerdo con la presente invencion.
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Los métodos preferidos para construir dicho banco se pueden hallar en la parte anterior y en los ejemplos. El banco
de acuerdo con la presente invencién se puede utilizar para identificar inmunoglobulinas que se unen a una molécula
definida.

En particular, la presente invencion se refiere al uso de un banco proteico que comprende una inmunoglobulina de
acuerdo con la presente invencion u obtenible mediante el método de acuerdo con la presente invencién, para el
disefo de derivados inmunoglobulinicos.

Se puede cambiar una inmunoglobulina existente para introducir sitios ligantes de antigeno en cualquier dominio o
minidominio usando un banco proteico del respectivo dominio de al menos 10, preferiblemente 100, mas
preferiblemente 1000, mas preferiblemente 10.000, mas preferiblemente 100.000, muy preferiblemente mas de
1.000.000, dominios o minidominios variantes con al menos un bucle modificado, en particular uno o mas bucles
estructurales. El nimero de miembros de un banco puede ser incluso mayor, en la mayoria de los casos de hasta
10e12; con ciertos sistemas de presentacién, tal como la presentacion ribosémica, el nimero puede ser incluso
superior a ése.

El banco es luego explorado en cuanto a la unién al antigeno especifico. Después de la caracterizacion molecular en
cuanto a las propiedades deseadas, el dominio o minidominio seleccionado es clonado en la inmunoglobulina
original mediante técnicas de ingenieria genética para que sustituya a la region de tipo silvestre. Alternativamente, se
puede intercambiar sélo el DNA que codifica los bucles o que codifica los aminoacidos mutados para obtener una
inmunoglobulina con el sitio ligante adicional para el antigeno especifico.

La eleccion del sitio para el bucle estructural antigénicamente especifico mutado depende de la estructura de la
inmunoglobulina original y de la finalidad del sitio ligante adicional. Por ejemplo, si la molécula original es una
inmunoglobulina completa que ha de ser insertada en un sitio ligante de antigenos adicional sin perturbacién de la
funcién efectora, los bucles que se van a modificar son seleccionados entre dominios alejados de CH2 y CH3 que
son las parejas ligantes naturales para moléculas efectoras de Fc. Si la inmunoglobulina original es un fragmento
Fab, es posible la modificacion de bucles en dominios constantes de las cadenas ligeras o las cadenas pesadas o
los respectivos dominios variables. Para generar un banco, se pueden preparar bancos de moléculas originales
mutantes que tengan mutaciones en uno o mas bucles estructurales de uno o mas dominios. La seleccion con
moléculas originales mutadas completas puede tener ciertas ventajas ya que la seleccion de la union antigénica con
un bucle estructural modificado proporcionara las modificaciones estéricamente ventajosas si se examinan también
las demas propiedades que la inmunoglobulina mutada deberia mostrar. En particular, se prefiere un banco de Fc
con, por ejemplo, sitios ligantes en la regién de bucles C-terminal.

El requisito de un banco proteico de un dominio mutado o un mini dominio o una molécula de fusion de un dominio
en cuanto al tamano (es decir, el nUmero de proteinas variantes) depende del cometido. En general, es necesario
que un banco para generar un sitio ligante de antigenos de novo sea mayor que un banco usado para modificar
adicionalmente un sitio ligante de antigenos alterado ya existente compuesto de un bucle estructural modificado (por
ejemplo, para potenciar la afinidad o cambiar la especificidad fina hacia el antigeno).

La presente invencién también se refiere a un banco inmunoglobulinico o un banco de &cido nucleico que
comprende una pluralidad de inmunoglobulinas, por ejemplo, un dominio constante o variable, un minidominio y/o al
menos una region de bucles estructurales contenida en un minidominio, o0 moléculas de acido nucleico que codifican
los mismos. El banco contiene miembros con diferentes modificaciones, en que la pluralidad viene definida por las
modificaciones en la al menos una regidon de bucles estructurales. El banco de &cido nucleico incluye
preferiblemente al menos 10 miembros diferentes con una diferencia en la secuencia de nucleétidos para obtener al
menos un aminodcido diferente (que da lugar a un intercambio de aminoacido), e incluye mas preferiblemente al
menos 100, mas preferiblemente 1000 6 10.000 miembros diferentes (por ejemplo, disefiado mediante estrategias
de aleatorizacién o técnicas combinatorias). También se prefieren nimeros de miembros individuales ain mas
diversificados, tales como al menos 1.000.000 o al menos 10.000.000.

Un aspecto mas de la invencion es la combinacién de dos inmunoglobulinas, dominios o minidominios diferentes
seleccionados de al menos dos bancos de acuerdo con la invencién con objeto de generar inmunoglobulinas
multiespecificas. Estas inmunoglobulinas especificas seleccionadas pueden ser combinadas entre si y con otras
moléculas, como si fueran bloques de construccién, para disefar la disposicién éptima de los dominios o
minidominios para conseguir las propiedades deseadas. Por ejemplo, se puede usar una molécula basada en Fc
como tal, con propiedades ligantes de antigeno, como un vehiculo para otros motivos ligantes o como un bloque de
construccién para construir una inmunoglobulina con dominios constantes o variables, o si no combinada solamente
con dominios constantes, tales como moléculas de Fc multimeras, preferiblemente con 2, 3 6 4 sitios ligantes de
antigeno.

Ademas, se pueden introducir una o mas inmunoglobulinas modificadas de acuerdo con la invencién en diversos, o
todos los, sitios diferentes de una posible proteina sin destruccion de la estructura de la proteina. Mediante dicha
técnica de "barajadura de dominios", se crean nuevos bancos que pueden ser de nuevo seleccionados en cuanto a
las propiedades deseadas.
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Preferiblemente, la inmunoglobulina de acuerdo con la presente invencion estd compuesta de al menos dos
dominios inmunoglobulinicos, o una parte de los mismos que incluye un minidominio, y cada dominio contiene al
menos un sitio ligante de antigenos.

También se prefiere una inmunoglobulina de acuerdo con la invencién que comprende al menos un dominio de la
regién constante y/o al menos un dominio de la regién variable de la inmunoglobulina, o una parte de los mismos
que incluye un minidominio. De este modo, un dominio variable que, por ejemplo, estd modificado en la regiéon C-
terminal, o el dominio variable enlazado con una regién de CH1 modificada, por ejemplo un minidominio CH1
modificado, es una de las realizaciones preferidas.

El banco preferido contiene inmunoglobulinas de acuerdo con la invencién seleccionadas del grupo que consiste en
dominios de una inmunoglobulina, minidominios y derivados de los mismos.

Una realizacion preferida de la presente invencion es una molécula ligante para un antigeno (molécula ligante de
antigeno), que comprende al menos un dominio inmunoglobulinico y una region de bucles estructurales modificada
de acuerdo con la presente invencién para que se una al antigeno, en que dicha molécula ligante no comprende
dominios variables de un anticuerpo. Puede comprender otras partes Utiles para actividades de anticuerpo [tales
como, por ejemplo, regiones (secuencias) efectoras naturales o modificadas]; sin embargo carece de la region
ligante "natural" de los anticuerpos, es decir, los dominios variables o los bucles de CDR, incluyendo bucles de VFR
de la region CDR, en su posicion presente en la naturaleza. Estas moléculas ligantes de antigeno de acuerdo con la
presente invencion tienen las ventajas anteriormente descritas para las moléculas presentes aunque sin la actividad
ligante especifica de los anticuerpos mediada por bucles de CDR y, sin embargo, con una actividad ligante
especifica recién introducida en la region de bucles estructurales.

Preferiblemente, estas moléculas ligantes de antigeno de acuerdo con la presente invencion comprenden CH1, CH2,
CH3, CH4, Igk-C Igl-C y combinaciones de los mismos, comprendiendo dichas combinaciones al menos dos,
preferiblemente al menos cuatro, especialmente al menos seis, dominios constantes y al menos un bucle estructural
0 una region de bucles modificados de acuerdo con la presente invencién. Preferiblemente, estas regiones de bucles
estructurales estan conectadas a través de una region de bucles estructurales modificada de acuerdo con la
presente invencién o los bucles estructurales que estan naturalmente presentes entre dichos dos dominios
constantes. Una realizacion de estas moléculas ligantes de antigeno de acuerdo con la presente invencion consiste
en la regiéon Fc de un anticuerpo con al menos una modificaciéon en un bucle estructural de acuerdo con la presente
invencién. Ademas, para las moléculas ligantes de antigeno de acuerdo con la presente invencién, se prefiere que
los nuevos sitios ligantes de antigeno de los bucles estructurales se introduzcan mediante tecnologias de
aleatorizacion, es decir, intercambiando uno o mas restos de aminoacido del bucle mediante técnicas de
aleatorizacion o introduciendo insertos aleatoriamente generados en dichos bucles estructurales. Alternativamente,
se prefiere el uso de planteamientos conminatorios. Preferiblemente, los sitios ligantes de antigeno de los bucles
estructurales modificados son seleccionados de bancos adecuados.

De acuerdo con otro aspecto, la presente invencion se refiere a una inmunoglobulina modificada que tiene un sitio
ligante de antigenos para proporcionar una especificidad extrafia para la inmunoglobulina no modificada y que esta
incorporada a uno 0 mas bucles estructurales. El término "extrafo" significa que el antigeno no es reconocido por la
region ligante especifica de CDR ni por otras regiones ligantes naturales o intrinsecas de la inmunoglobulina. De
esta manera, una pareja ligante extrafia, pero no la pareja ligante natural de una inmunoglobulina, puede resultar
unida por el sitio ligante de antigenos recién formado de un bucle estructural. Esto significa que no se considera que
una pareja ligante natural, tal como un receptor de Fc o un agente efector del sistema inmune, resulte unida por el
sitio ligante de antigenos extrafio para la inmunoglobulina no modificada.

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

De acuerdo con una realizacién preferida, la inmunoglobulina presente comprende al menos dos regiones de bucles,
uniéndose la primera regién de bucles a un primer epitopo y uniéndose la segunda regién de bucles a un segundo
epitopo. La al menos primera regién de bucles o la al menos segunda region de bucles, o ambas, pueden contener
un bucle estructural. Las inmunoglobulinas de acuerdo con la presente invencién incluyen los fragmentos de las
mismas, conocidos en la técnica por ser funcionales, que contienen los elementos esenciales de acuerdo con la
presente invencion: el bucle estructural o la regiéon de bucles estructurales modificados de acuerdo con la presente
invencion.

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

El término "homologia" indica que los polipéptidos tienen restos iguales o conservados en una region

correspondiente de su estructura primaria, secundaria o terciaria. El término también abarca dos o0 mas secuencias
de nucle6tidos que codifican los polipéptidos homdlogos.

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2539593 T3

"Dominio inmunoglobulinico homdlogo" significa un dominio inmunoglobulinico de acuerdo con la invencién que tiene
una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos aproximadamente 50 % con respecto a una secuencia de
dominio inmunoglobulinico nativo de longitud completa o cualquier otro fragmento de una secuencia de dominio
inmunoglobulinico de longitud completa como el aqui descrito. Preferiblemente, un dominio inmunoglobulinico
homologo tendra una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos aproximadamente 50 %, preferiblemente
una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos aproximadamente 55 %, mas preferiblemente una identidad
de secuencia de aminoacidos de al menos aproximadamente 60 %, mas preferiblemente una identidad de secuencia
de aminoacidos de al menos aproximadamente 65 %, mas preferiblemente una identidad de secuencia de
aminoacidos de al menos aproximadamente 70 %, mas preferiblemente una identidad de secuencia de aminoacidos
de al menos aproximadamente 75 %, mas preferiblemente una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos
aproximadamente 80 %, mas preferiblemente una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos
aproximadamente 85 %, mas preferiblemente una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos
aproximadamente 90 %, mas preferiblemente una identidad de secuencia de aminoacidos de al menos
aproximadamente 95 %, con respecto a una secuencia de dominio inmunoglobulinico nativo o cualquier otro
fragmento especificamente definido de una secuencia de dominio inmunoglobulinico de longitud completa como la
aqui descrita.

El "porcentaje ( %) de identidad de una secuencia de aminodacidos" con respecto a las secuencias de dominio
inmunoglobulinico aqui identificadas se define como el porcentaje de restos de aminoacido de una secuencia
candidata que son idénticos a los restos de aminoacido de la secuencia de dominio inmunoglobulinico especifica,
después de alinear la secuencia e introducir huecos, si fuera necesario, para alcanzar el maximo porcentaje de
identidad de secuencias, y sin considerar ninguna sustitucion conservativa como parte de la identidad de
secuencias. El alineamiento con fines de determinar el porcentaje de identidad de secuencias de aminoacidos puede
ser llevado a cabo de diversas maneras que estan dentro de la experiencia de la técnica, tal como, por ejemplo,
usando un software informatico publicamente disponible tal como el software BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign
(DNASTAR). Los expertos en la técnica pueden determinar los pardmetros apropiados para medir el alineamiento,
incluyendo cualquier algoritmo necesario para conseguir el maximo alineamiento por todo lo largo de las secuencias
que se comparan.

El porcentaje ( %) de los valores de identidad de secuencias de aminoacidos se puede obtener de la manera
descrita mas adelante utilizando el programa informatico WU-BLAST-2 [Altschul et al., Methods in Enzymology 266:
460-480 (1996)]. La mayoria de los parametros de busqueda de WU-BLAST-2 se establecen con los valores por
omision. Aquellos que no se establecen con los valores por omisién, es decir, los parametros ajustables, se
establecen con los valores siguientes: tramo de solapamiento = 1, fracciéon de solapamiento = 0,125, umbral de
palabra (T) = 11 y matriz de calificacion = BLOSUM62. Cuando se emplea WU-BLAST-2, se determina el % del
valor de identidad de secuencias de aminoacidos dividiendo (a) el nimero de restos de aminodcido idénticos por
apareamiento entre la secuencia de aminoacidos del dominio inmunoglobulinico de interés que tiene una secuencia
procedente del dominio inmunoglobulinico nativo y la secuencia de aminoacidos de comparacion de interés (es
decir, la secuencia con que se compara el dominio inmunoglobulinico de interés, que puede ser el dominio
inmunoglobulinico no modificado), segun se determina mediante WU-BLAST-2, por (b) el niumero total de restos de
aminoacido de las partes no aleatorizadas del dominio inmunoglobulinico de interés. Por ejemplo, en la afirmacion
"un polipéptido que comprende una secuencia A de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de
aminodcidos de al menos 80 % con la secuencia B de aminodcidos", la secuencia A de aminoacidos es la secuencia
de aminoacidos de comparacién de interés, y la secuencia B de aminoacidos es la secuencia de aminoacidos del
dominio inmunoglobulinico de interés.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a un kit de parejas ligantes que contiene:

(a) una inmunoglobulina modificada que tiene un sitio ligante de antigenos extrafio para la inmunoglobulina,
incorporado a uno o mas bucles estructurales, y
(b) una molécula ligante que contiene un epitopo de dicho antigeno.

Dicha molécula ligante de este kit de acuerdo con la presente invencidn se puede utilizar como un agente de captura
para identificar la especificidad de unién de la inmunoglobulina modificada de acuerdo con la presente invencién. Al
utilizar la molécula ligante de este kit de acuerdo con la presente invencién, se puede determinar la potencia de las
inmunoglobulinas modificadas de acuerdo con la presente invencién.

Como aqui se define, la potencia es la propiedad ligante de la molécula modificada con respecto a su antigeno. La
unién puede ser cuantitativa y/o cualitativamente determinada en términos de especificidad y/o afinidad y/o avidez,
como se utilizan con fines de control de calidad.

Las propiedades ligantes de las moléculas de acuerdo con la invencion obtenidas tras modificacién pueden ser
adicionalmente afinadas mediante técnicas estandares, tal como la maduracién de la afinidad. Por ello, la secuencia
de nucleétidos dentro de, o que rodea, el sitio ligante de antigenos es adicionalmente cambiada para modular las
propiedades ligantes.
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Ademas, la molécula ligante de un kit de acuerdo con la presente invencion puede ser usada para seleccionar la
inmunoglobulina modificada de acuerdo con la presente invencién con la potencia apropiada de un banco que
consiste en al menos 10, preferiblemente al menos 100, mas preferiblemente al menos 1000, mas preferiblemente al
menos 10.000, especialmente al menos 100.000, inmunoglobulinas con diferentes modificaciones en los bucles
estructurales.

Ciertos ejemplos han mostrado que una de las caracteristicas esenciales es alterar los dominios o regiones
inmunoglobulinicos que no estan normalmente implicados en las deseables funciones intrinsecas de un anticuerpo,
tal como la unién a antigenos. De este modo, la modificacion en regiones distintas de la region CDR, incluyendo los
bucles adyacentes a los bucles de CDR, de un anticuerpo mantendria su funciéon de unién a antigenos. Se ha
observado que el pliegue especifico de dominios inmunoglobulinicos permite la introduccion de mutaciones
aleatorias en regiones que son estructuralmente analogas a las CDRs pero diferentes en cuanto a posicion y
secuencia. Las regiones identificadas mediante la presente invencion son, como las CDRs, regiones de bucles que
conectan las hebras beta del pliegue inmunoglobulinico.

Mas especificamente, se describe aqui que al introducir mutaciones, por ejemplo, mutaciones aleatorias en los
bucles que conectan las hebras beta A-B y E-F de un dominio CH3 de IgG1 humana, se seleccionaron dominios
CH3 mutados que se unen especificamente al péptido receptor 9 de tipo Toll (TLR-9; del inglés, Toll-like receptor 9)
o a la lisozima de huevo de gallina, que son un péptido y una proteina, respectivamente, que no son normalmente
reconocidos por dominios CH3 humanos de IgG1 ni se unen a ellos. Las mutaciones introducidas por nosotros
incluyen mutaciones en que se sustituyeron restos de aminoacido seleccionados de la secuencia de tipo silvestre por
restos aleatoriamente escogidos, y también incluyen inserciones de restos de aminoacido extra en los bucles
anteriormente mencionados.

Por analogia, los dominios inmunoglobulinicos de cualquier clase de inmunoglobulinas y de inmunoglobulinas de
cualquier especie son sensibles a este tipo de alteracion. Ademas, no sélo se pueden manipular los bucles
especificos a los que se dirige la presente invencion sino que, del mismo modo, se puede manipular cualquier bucle
que conecte hebras beta de dominios inmunoglobulinicos.

Se pueden producir dominios inmunoglobulinicos alterados de cualquier organismo y de cualquier clase de
inmunoglobulina, de acuerdo con la presente invencién, como tales (como dominios individuales) o como parte de
una molécula mas grande. Por ejemplo, pueden ser parte de una inmunoglobulina intacta, la cual, en consecuencia,
tendria su region ligante de antigenos "normal" formada por las 6 CDRs y la nueva region ligante de antigenos
alterada. Asi, se podria generar una inmunoglobulina multiespecifica, por ejemplo, biespecifica. Los dominios
inmunoglobulinicos alterados pueden ser también parte de cualquier proteina de fusion. El uso de estos dominios
inmunoglobulinicos alterados esta en el campo general del uso de inmunoglobulinas.

Salvo donde se indica otra cosa, toda la numeracion de las secuencias de aminoacidos de las inmunoglobulinas es
de acuerdo con el esquema de numeraciéon del sistema de informacién internacional ImMunoGeneTics (IMGT,
system@imat.cines.fr; http:/imgt.cines.fr; Lefranc et al., 1999, Nucleic Acids Res. 27: 209-212; Ruiz et al., 2000,
Nucleic Acids Res. 28: 219-221; Lefranc et al., 2001, Nucleic Acids Res. 29: 207-209; Lefranc et al., 2003, Nucleic
Acids Res. 31: 307-310; Lefranc et al., 2005, Dev. Comp. Immunol. 29: 185-203).

SEC ID N° 1
PREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPESDIAVEWE SNGQPENNYKTTPRVLDSDG
SFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEAL
HYHYTQKSLSLSPGKAAR

SECIDN?2

ccatggecce ccgagaacca caggigtaca ccctgeceec atccegtgac gagetennsn nsnnscaaght
cagectgace tgectggtea aaggetteta toccagegac atcgecgtyy agtgggagag caatggycag
ccggagaaca actacaagac cacgectcecec gtgoctggact ccgacggcte ctitctteocete tacageaage
ttacegtgnn snnsnnsagg tggnnsnnsg ggaacgtcott ctcatgetoo gtgatgecaty aggeotctgea
caaccactac acacagaaga gectcectecct gtctoeogggt aaageggecg ca

¥4

SEC ID N® 3
MAPREPQVYTLEPSRDELXXXQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDS
OGSPFLY SKLTVXXXRWKAGHVESCSVMHE
ALHRHYTOKSLSLSEGKAAR

SEC ID N2 4
cttgccatgyg ccecccgaga accacaggtg tac
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SECIDN¢5
agtcgageke gtcacgggat gggggeaggg

SECIDN26
gtacgagctc Anannsnnsc aagtcagect gacctgectg g

SEC ID N¢7
tgccaagett getgtagagy aagaaggage cg

SEC ID N2 8
tgeoaagett accgtgnnsn nspansaggtg gnnsnnsggg aacgtcktct catgctceeg

SECID N2 9
agttgeggce gotttaccog gagacaggga gag

SECID N2 10
MRPREPOVYTLPPSRDELKXXQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPEWNYKTTPPVLDS
DGSFPLY SKLTVXXXAXXRUXLGHNVESCSY
MHERLHANHYTQKSLSLS PGKAAR

SEC ID N2 11
ccatggocce ccgagaacca caggtgtaca cectgoccce atcccgtgac gagetconnsn nsanscaagt

cagcetgace tgectggtea aaggettceta teccagegae atcgecgtgg agtgggagag caatgggead

ccggagaaca actacaagac cacgectcce gtgetggact cegacgacte cttcticete tacageaage
ttaccgtgnn snnsnnsnns nnsnnsaggt ggnnsnnsgg gaacgtette tcatgetccy tgatgcatga
ggctctgcrac aaccactaca cacagasagag cctctecotg tetcogggta aagoggecge a

SEC IDN?12

tgccaagctt accgtgnnsn nsnnsansnn snnsaggtgg nnsnnsggga acgtcttcte
atgctecy

SECID N2 13
MAPREPQVYTLPPSRUELXXXQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPV,DS
DGSFFLYSKLTVXXXXXXXXRWXXCNVFSCSV
MHERLHNAYTORKSLSLSPGKAAA

SEC ID N¢ 14

ccatggecce
caqgectgace
coggagaaca
ttaccgtann
gcatgagget

ccgagaacca
tgeetggtea
actacaagac
SNNSNASnNsS
ctgcacaacc

caggtgtaca
aaggcttcta
cacgectoce
nnsnnsNnsn
actacacaca

cectgcecece
tcccagogac
gtgctggact
nsaggtggnn
gaagagccete

atccegtgac gagetennsn
ategeccgtgg agtgggagag
ccgacggctec cttektcete
snnsgggaac gtecttcteat
tecetgtete cgggtaaage

nsnnscaagt
caatggqgcag
tacagcaage
gctecgtgat
ggeegea

SEC ID N2 15
tgecaagett acogtgnnsn nsansnnsnd sansnnsnns aggtggnnsn nsgggaacgt
cttctcatge teeg

Ejemplo 1: Construccién del banco de CH3 y presentacion en la superficie de fagos

Para facilitar el disefio del dominio CH3 mutado, se uso la estructura cristalina de un fragmento Fc de IgG1, que esta
publicada en la base de datos Brookhaven como entrada 10QO.pdb.

La secuencia que se utiliz6 como base para la construccion del banco de CH3 se proporciona en la ID. SEC. n? 1.
En esta secuencia, el primer aminoacido corresponde a la prolina 343 de la cadena A de la entrada 10qgo.pdb de la
base de datos Brookhaven. El ultimo resto contenido en 10qgo.pdb es la serina 102 de la ID. SEC. n? 1. Después del
analisis detallado de la estructura de 1oqo.pdb y la inspeccion visual de los restos que forman los bucles que
conectan las hebras beta, se decidié aleatorizar los restos 17, 18 y 19, que son parte del bucle que conecta la hebra
beta A-B, asi como los 71, 72, 73, 76 y 77, que son parte del bucle que conecta la hebra beta E-F de la ID. SEC. n®
1. Se produjo el gen alterado mediante una serie de reacciones PCR seguida de la ligacion de los productos de PCR
resultantes. Para facilitar la ligacién, algunos de los codones de la secuencia de nucleétidos que codifica la ID. SEC.
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n® 1 fueron modificados para producir sitios de restriccion sin cambiar las secuencias de aminoacidos (mutaciones
silenciosas). Para la insercién en el vector de clonacién pHEN1 [Nucleic Acids Res., 11 de agosto de 1991, 19 (15):
4133-7, "Multi-subunit proteins on the surface of filamentous phage: methodologies for displaying antibody (Fab)
heavy and light chains", H. R. Hoogenboom, A. D. Griffiths, K. S. Johnson, D. J. Chiswell, P. Hudson y G. Winter] en
marco con la sefial de secrecion pelB, se fijaron restos de nucleétidos extra que codifican Met-Ala al extremo 5' de la
secuencia para crear un sitio de restricciéon para Ncol. Para los restos aleatorizados, se escogié el codon NNS
(cédigo de la IUPAC, en que S significa C o G), que codifica los 20 aminoacidos presentes en la naturaleza pero
evita 2 de 3 codones de parada. La secuencia alterada se proporciona como una secuencia de nucleétidos en la ID.
SEC. n® 2 y como una secuencia de aminoacidos en la ID. SEC. n® 3. En la ID. SEC. n? 3, la letra X significa restos
de aminodcido aleatorizados. Las ID. SEC. numeros 4 a 9 proporcionan las secuencias de los cebadores de PCR
usados para la ensambladura del dominio CH3 mutado.

Como molde para las reacciones PCR se us6 cDNA de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humano 3D6
[M. Felgenhauer, J. Kohl y F. Rucker, "Nucleotide Sequences of the cDNAs encoding the V-regions of H- and L-
chains of a human monoclonal antibody especific to HIV-1-gp41", Nucleic Acids Res., 25 de agosto de 1990, 18 (16):
4927]. Los 3 productos de PCR fueron respectivamente digeridos con Sacl y/o Hindlll y fueron ligados entre si. El
producto de ligacién fue adicionalmente digerido con Ncol y Nofl y fue ligado en el vector fagbmido pHen1 para
presentacién superficial, que habia sido previamente digerido con Ncol y Notl. Se controlaron diversos clones
seleccionados mediante analisis de restriccion y secuenciacién de DNA y se hall6 que contenian el inserto como se
habia planeado, incluyendo las secuencias aleatorizadas correctamente insertadas. Para las siguientes operaciones
de la preparacion del fago se siguieron protocolos estandares. En resumen, se transformaron células E. coli TG1 con
la mezcla de ligacion mediante electroporacién. Posteriormente, las particulas de fago fueron rescatadas de las
células E. coli TG1 con el fago auxiliar M13-KO?7. Las particulas de fago fueron luego precipitadas del sobrenadante
del cultivo con PEG/NaCl en dos etapas, disueltas en agua y usadas para seleccién mediante "panning" o,
alternativamente, almacenadas a -80 °C.

Ejemplo 2: Construccion del banco de CH3+3

Este banco se construy6 y cloné de la misma forma que el banco de CH3. La secuencia de aminodcidos de la
construccion se proporciona en la ID. SEC. n® 10 y la correspondiente secuencia de nucledtidos en la ID. SEC. n? 11,
y los cebadores usados para la construccion fueron las ID. SEC. nimeros 4-7, la ID. SEC.n® 9y la ID. SEC. n® 12.

Ejemplo 3: Construccion del banco de CH3+5

El banco fue construido y clonado del mismo modo que el banco de CH3. La secuencia de aminodcidos de la
construccion se proporciona en la ID. SEC. n® 13 y la correspondiente secuencia de nucledtidos en la ID. SEC. n? 14,
y los cebadores utilizados para la construccion fueron las ID. SEC. nimeros 4-7, la ID. SEC. n° 9y la ID. SEC. n? 15.

Ejemplo 4: Construccién de un banco de CH1

En el banco de CH1 de IgG1 humana, se aleatorizaron Ser93, Ser94, Ser95, Gly98, Thr99 y GIn100 y se insertaron
adicionalmente 3 restos aleatorios utilizando mutagénesis aleatoria dirigida al sitio. No se muté Leu96. En otro banco
de CH1 de IgG1 humana, se aleatorizaron Pro92, Ser93, Ser94, Ser95, Leu96, Thr101, Gly98, Thr99 y GIn100 y se
insertaron adicionalmente 3 restos aleatorios utilizando mutagénesis aleatoria dirigida al sitio. Los genes que
codificaban los bancos fueron clonados en marco con la secuencia lider pelB en el extremo N y en marco con la
proteina Ill del fago fd en el extremo C usando los sitios de restriccion Ncol y Notl del vector fagémido pHEN1. La
preparacion de particulas de fago, el panning y la seleccion de clones especificamente ligantes se llevaron a cabo
usando procedimientos estandares.

Secuencias del banco:

Secuencia de nucleétidos del primer banco de CHI:
1 GCCTCCACEA AGGGCCCATC GETCTTLECC CTCOCACLST COTCCAAGAS CACCTCTGRS GGEACMCEGG COCTRRGCTE CCTGGTCANG GACTACTTICC
101 CCGANCCGGT GACGOTGTLS TGGAACTCAG GCGLCCTSAC CAGCGGEGTE CACACCTTCC CGECTGTCCT ACAGTCCTCA GEACTCTACT CCCTCAGEAG
201 COTGGTGACE GTGCOCHMEN NSUNSTIGUY SHHAHHIHNS HHIHMSACCT ACATCTRCAM CETGAATCAL AAGCOCAGCA ACACTANGGT GGACAMGRAA
101 GTTGAGCECCA AATCTGCGUE CGEA

Secuencia de aminoacidos del primer banco de CHI:
HKY LLATAMAGLLLEANOPAHAASTNG PSVEDLAPS SRE TGATAALGC LVKD Y F i 2RV TVSHHSGALT SEVHTEPAVILOS S6 LY LSS VVTVRXOILIOOMRXT Y ICHVHHKPSNTXV DK
KVEPHEAMA

Secuencia de nucleétidos del segundo banco de CHI:
1 GECTCCACCA AGGGCCCATE SETCTITOCCE CTGGCACCET CCICCRAGMG TACCTCTGGG GGIACMCAG CLCTGGGCTG CCTGGYCAMNG BRCTACTTCC

101 CCGANCCGOT GACGGETGTICG TGGAMCTCAG GOGCCCTGAL CAGCGGLGTG CACACCTYCC CGLCTGICCT GUAGTCCTCA GEMCTETACT COCTCAGLAG
201 COGTGGTGACEC GIGHPENHER HSHHEMNSHE SEWSHNSHAE WHSHHSHRAST ACATCTGCAA UGTGAATCAC ANGCCCAGCA ACACCAAGGT GGALANGAAA
301 GYTGAGCCCA ARTUTOLGGC cocYt
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Secuencia de aminoacidos del segundo banco de CHI:
ASTKGPSVIPLAPSSHETSGGTAALGC LV DY M EPVTVSIISGALTSGYHT FPAVLOS SGLY S LE SVVTVOSOUOOOOLE NN Y ICHVHHIR SHTAVD KKVEPLE AR

Ejemplo 4: Construcciéon de un banco de CL

En el banco de CL de IgG1 humana, se aleatorizaron Ser92, Lys93, Ala94, Asp95, Glu97, Lys98 e His99 y se
insertaron adicionalmente 3 restos aleatorios entre Ser16 y Gly17 utilizando mutagénesis aleatoria dirigida al sitio.
Los genes que codificaban los bancos fueron clonados en marco con la secuencia lider pelB en el extremo N y en
marco con la proteina lll del fago fd en el extremo C usando los sitios de restriccién Ncol y Notl del vector fagomido
pHEN1. La preparacién de particulas de fago, el panning y la selecciéon de clones especificamente ligantes se
llevaron a cabo usando procedimientos estandares.

Secuencia de nucledétidos del banco de CL.:
1 GETGGUTGCAL CATCTETCTY CATCTICCCS CCOATETGATG AGCAGSTTGAM ATCTHHEMRE RHSGGAACTG CCYCTGITGT GIGOCTGCTS AANTANCTICT
10 ATCCCAGAGA GCOCMAMGTA, CASIGGAAGG TCGATMACGT COTCLAATLS GETAACTCCC ASGAGASTGT CACAGAGCAG GACAGCAMGG ACAGCATCTA
201 CAGCCTUAGG TCGACCCIGA CGCTGRNSWM SHNSWMSTAC WHSWASHNEA AAGECTACGC CIGCGAAGTC ACCCATCAGG GECTGAGCTC GOCCOTCACH
30t AAQAGCTTCA ACAGGGUAGA G

Secuencia de aminoacidos del banco de CL:
VAARSVIIE P ESOEQLKS G TAS VYEL LN YEACAKVOHKVDHALOSGHSQESVTE QDS KOS TY SLRAST L TLIUOCCLOMIMVY ACEV THOGLS S PUTKS ERAGE

Ejemplo 5: Panning del banco de CHS3 - fago sobre el péptido Rp10-L

Se llevaron a cabo 3 ciclos de panning. Placas activadas con maleimida (Pierce) fueron revestidas con el péptido
sintético Rp10-L, que representa un mimoétopo del marcador molecular CD20 de células B [Perosa et al., Ann. N.Y.
Acad. Sci. (2005) 51: 672-83]. Su deducida secuencia de aminoacidos es la siguiente: ITPWPHWLERSS. Se
afnadieron 200 pl de la solucién siguiente por pocillo: PBS, pH = 7,2, con las siguientes concentraciones de péptido
disuelto:

- 1% ciclo de panning: 100 pug/ml
- 2° ciclo de panning: 100 pg/ml
- 3% ciclo de panning: 50 pg/ml.

Se realizé una incubacion durante la noche a 4 °C, lo que fue seguido de un bloqueo con 10 pg/ml de cisteina-HCI
en PBS, con 200 pl por pocillo durante 2 horas a temperatura ambiental.

Luego se dejoé que el banco de fago para presentacién superficial, que contenia concentraciones iguales de fago de
los bancos CH3, CH3+3, CH3+5 y CH3+7, reaccionara con el péptido unido afadiendo la suspension de fago y BSA
al 2 %-PBS hasta 200 ul, lo que fue seguido de una incubacién durante 45 minutos con sacudimiento y 90 minutos
sin sacudimiento a temperatura ambiental.

Las particulas de fago no unidas fueron separadas por lavado del modo siguiente:

- después del 1% ciclo de panning: 15 x 200 ul de T-PBS, 5 x 200 pl de T-PBS
- después del 1* ciclo de panning: 15 x 200 pl de T-PBS, 10 x 200 pl de T-PBS
- después del 1% ciclo de panning: 20 x 200 ul de T-PBS, 20 x 200 pl de T-PBS.

La elucién de las particulas unidas se llevé a cabo afadiendo 200 pl de glicocola 0,1 M, pH = 2,2, por pocillo e
incubando con sacudimiento durante 30 minutos a temperatura ambiental. Posteriormente, la suspension de fago fue
neutralizada mediante la adicion de 60 pl de Tris base 2 M, lo que fue seguido de la infeccidn de células E. coli TG1
por mezclamiento de 10 ml de cultivo en crecimiento exponencial con 0,5 ml de fago eluido e incubacion durante 30
minutos a 37 °C. Finalmente, se sembraron las bacterias infectadas en placas de medio TYE con glucosa al 1 % y
100 pg/ml de ampicilina y se incub6 a 30 °C durante la noche.

Resultados del panning del banco de CH3 - fago sobre el péptido Rp10-L

Titulos de fago

Ciclo de panning Concentracién de RP10-L Entrada (fago/ml) Salida (fago/ml)
19 100 ug/ml 2x10™ 2x10™

20 100 pg/ml 3x10"" 3x10™

3° 50 pg/ml 6,02x10™ 1,5x10™
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Ejemplo 6: Clonacién de clones seleccionados para expresion soluble

Las secuencias que codificaban el dominio CH3 alterado, contenidas dentro de particulas de fago eluidas, fueron
discontinuamente multiplicadas por PCR. Después de una restriccion con Ncol y Notl, fueron insertadas en
pNOTBAD (vector pBAD de Invitrogen con el sitio Notl posteriormente insertado). Después de la transformacion de
E. coli E104 con ellas, se seleccionaron las células en medio TYE con glucosa al 1 % y 100 pg/ml de ampicilina a 30
°C.

Expresion soluble de clones seleccionados y exploracion

Se cultivaron 4 x 96 colonias resistentes a ampicilina en 200 pl de medio 2xYT con ampicilina en placas de
microtitulacién sobre un dispositivo sacudidor durante la noche a 30 °C. Luego fueron estimuladas con L-arabinosa
afadida en una concentracion final de 0,1 %. Después de otra incubacion durante la noche, se recogieron las células
por centrifugacién durante 15 minutos a 2000 rpm y temperatura ambiental y se liberaron sus proteinas
periplasmicas mediante resuspension en 100 ul de tampdn de borato sodico (borato sédico 160 mM, NaCl 200 mM,
pH = 8,0) e incubacién durante al menos 6 horas.

Para la exploracion, 4 placas de maleimida fueron revestidas con 100 pg/ml de una solucién de 50 pg/ml de péptido
Rp10-L disuelto en PBS, pH = 7,2, durante la noche a 4 °C. Las placas fueron luego bloqueadas con 10 ug/ml de
cisteina-HCI en PBS, con 200 pl por pocillo, durante 2 horas a temperatura ambiental.

Luego se dejé que la proteina periplasmica liberada reaccionase con el péptido unido afiadiendo 50 pl de lisado y 50
ul de BSA al 2 %-PBS, lo que fue seguido de una incubacién durante la noche a temperatura ambiental.

La unién de la proteina etiquetada con his fue revelada mediante una incubacion de 90 minutos con 100 pl por
pocillo de una solucién de anticuerpos contra tetra-his (QlAgen), diluidos a 1:1000 en BSA al 1 %-PBS, y una
incubacién de 90 minutos con 100 pl por pocillo de una soluciéon de anticuerpos anti-raton generados en cabra y
marcados con HRP (Sigma), diluidos a 1:1000 en BSA al 1 %-PBS. Se observaron sefiales después de la adicion del
sustrato OPD (3 mg/ml) en tampdn de fosfato/citrato sédico, pH = 4,5, y 0,4 pl/ml de H2O». Se detuvo la reaccién
mediante la adicion de 100 pl de HoSO4 1,25 M.

Resultados de la exploracién en cuanto a la union de Rp10-L en un solo pocillo por clon

Clone A21 A57 B63 B78 C50 C55 D5 D37 D39 D80 D83 D91

As492/620 0,395 [0,039 |0,063 (0,075 |0,190 |0,045 (0,644 (0,071 (0,448 |0,077 |0,426 |0,142

Reaccién de fondo

Placa A492/620
A 0,027
B 0,035
C 0,037
D 0,035

Los clones que revelaban una sefial positiva fueron cultivados en 20 ml de 2xYT con ampicilina a 30 °C durante la
noche. Luego se inocularon a 1:20 en medio fresco y, después de 3 horas a 30 °C, se estimularon con L-arabinosa
en una concentracion final de 0,1 %, y se dej6 que expresaran el dominio CH3 recombinante durante la noche a 16
°C. Luego se lisé el periplasma de las células expresivas en 1 ml de tampon de borato sodico, pH = 8,0, durante un
minimo de 6 horas. Se dej6 que el extracto periplasmico reaccionara con el péptido Rp10-L y se reveld la unién
exactamente del modo anteriormente descrito.

Resultados de la exploracién en cuanto a la unién de Rp10-L

clone A21 A57 B63 B78 C50 |C55 D5 D37 |D39 D80 D83 |D91

Rp10-L mg/ml

- 0,265 |0,006 |0,006 (0,005 {0,803 |0,006 |0,035 (0,006 [0,469 |0,004 |0,088 |0,009
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0,81 0,362 |0,005 |0,007 (0,006 |1,202 |0,008 |0,052 (0,008 [0,660 |0,007 |0,106 |0,009

1,63 0,383 |0,006 |0,007 (0,006 |1,308 |0,014 |0,050 (0,014 [0,719 |0,008 |0,129 |0,005

3,13 0,352 |0,008 |0,010 |0,005 [1,453 |0,006 (0,060 |0,006 |0,719 |0,008 (0,210 |0,006

6,25 0,343 |0,005 |0,008 |0,006 [1,516 |0,007 (0,057 |0,007 |0,694 |0,006 (0,114 |0,008

12,5 0,315 |0,007 |0,009 |0,006 [1,495 |0,007 |0,064 |0,007 |0,770 |0,007 (0,130 |0,009

25,0 0,335 |0,008 |0,010 (0,008 |1,603 |0,009 |0,063 (0,009 [0,868 |0,008 (0,120 |0,007

50,0 0,398 |0,009 |0,011 (0,009 |1,632 |0,009 |0,070 (0,009 [0,765 |0,008 |0,125 |0,008

Clonacion de clones seleccionados para expresion soluble en pET27b

Las secuencias que codificaban el dominio CH3 alterado, contenidas dentro de clones que producian una senal
significativa con respecto a la uniéon a Rp10-L, fueron multiplicadas por PCR. Después de una restriccién con Ncol y
Notl, fueron insertadas en pET27b (Novagen). Después de la transformacion de E. coli BL21 (DE3) con ellas, las
células transformadas fueron seleccionadas en medio TYE con glucosa al 1 % y 50 ug/ml de kanamicina a 30 °C.

Los clones que revelaban una sefal positiva fueron cultivados en 20 ml de medio M9ZB con glucosa al 2 % y
kanamicina a 30 °C durante la noche. Luego se inocularon a 1:20 en medio fresco y, después de 3 horas a 30 °C, se
estimularon con medio que contenia glicerol al 1 % en lugar de glucosa, kanamicina e IPTG 1 mM, y se dejé que
expresaran el dominio CH3 recombinante durante la noche a 16 °C. Luego se lisé el periplasma de las células
expresivas en 1 ml de tampdn de borato sédico, pH = 8,0, durante un minimo de 6 horas. Se analiz6 el extracto
periplasmico en cuanto a la presencia de proteina recombinante mediante transferencia Western y deteccién con
anticuerpos anti-tetra-his (QlAgen).

Secuencias de nucleotidos y secuencias proteicas inferidas de clones que se unen a CD-20

Clon 1% grupo 29 grupo 3 grupo Banco fuente

A21 VDG PWGPRD WP CH3+3

C50 * LTH ALCRWF vVQ CH3+3

D5 ALR FCGGVV GL CH3+3

D39 GWW QQKPFA TD CH3+3

D83 APP DLVHVA MV CH3+3

*una insercién de 2 nucleétidos en el 2° grupo de restos mutados provoca una insercion de G entre restos de
otro modo constantes R y W que separan los grupos 2° y 3° de restos mutados.

Secuencia proteica del clon D83 del banco de CH3+3 especifico de CD20 (numeracién IMGT)
15-17

92-94
MAPRERQVYTLPPSRDELAPPQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DLV

97-98
HVARWMVGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSEGKARA

Analisis de la union de CD20, expresado en células, usando FACS

Se lavaron aproximadamente 10° células Daudi con PBS (800 rpm, 5 minutos, temperatura ambiental) y se dejé que
el dominio CH3 recombinante, en BSA al 1 %-PBS, se uniera durante 2 horas sobre hielo. Se lavaron de nuevo las
células con PBS y se dejé que reaccionaran con 2 pg/ml de anticuerpo Alexa Fluor 488 anti-penta-His (QlAgen),
diluido en BSA al 1 %-PBS, durante 30 minutos sobre hielo. Después del lavado, se analizaron las células por FACS.
Como testigos, se usaron células no marcadas, el dominio CH3 de tipo silvestre y la linea celular K562.
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Ejemplo 7: Aislamiento de proteinas mutantes en CH1 que se unen al antigeno CD20

Se llevaron a cabo 3 ciclos de panning. Placas activadas con maleimida (Pierce) fueron revestidas con un péptido
sintético que representa un mimotopo del marcador molecular CD20 de células B. Se afiadieron 200 pul de la solucién
siguiente por pocillo: PBS, pH = 7,2, con las siguientes concentraciones de péptido disuelto:

- 1¥ ciclo de panning: 100 pg/ml
- 2° ciclo de panning: 100 pg/ml
- 3% ciclo de panning: 50 pg/ml.

Se realizé una incubacion durante la noche a 4 °C, lo que fue seguido de un bloqueo con 10 pug/ml de cisteina-HCI
en PBS, con 200 pl por pocillo durante 2 horas a temperatura ambiental.

Luego se dejé que el banco de fago para presentacion superficial, que presentaba el dominio CH1 mutado,
reaccionara con el péptido unido afadiendo la suspensién de fago y BSA al 2 %-PBS hasta 200 ul, lo que fue
seguido de una incubacién durante 45 minutos con sacudimiento y 90 minutos sin sacudimiento a temperatura
ambiental.

Las particulas de fago no unidas fueron separadas por lavado del modo siguiente:

- después del 1% ciclo de panning: 10 x 200 ul de T-PBS, 5 x 200 pl de T-PBS
- después del 1¥ ciclo de panning: 15 x 200 pl de T-PBS, 10 x 200 pl de T-PBS
- después del 1% ciclo de panning: 20 x 200 ul de T-PBS, 20 x 200 pl de T-PBS.

La elucién de las particulas unidas se llevé a cabo afadiendo 200 pl de glicocola 0,1 M, pH = 2,2, por pocillo e
incubando con sacudimiento durante 30 minutos a temperatura ambiental. Posteriormente, la suspension de fago fue
neutralizada mediante la adicion de 60 pl de Tris base 2 M, lo que fue seguido de la infeccidn de células E. coli TG1
por mezclamiento de 10 ml de cultivo en crecimiento exponencial con 0,5 ml de fago eluido e incubacion durante 30
minutos a 37 °C. Finalmente, se sembraron las bacterias infectadas en placas de medio TYE con glucosa al 1 % y
100 pg/ml de ampicilina y se incub6 a 30 °C durante la noche.

Resultados del panning del banco de CH1 - fago sobre el péptido Rp10-L

Titulos de fago

Ciclo de panning |Concentracion de RP10-L Entrada (fago/ml) |Salida (fago/ml)
19 100 pg/ml 5,6x10"° 1,6x10™

20 100 pg/ml 4,04x10™ 8,55x10°

3¢ 50 pg/ml 3,53x10™ 1,19x10™

Clonacion de clones seleccionados para expresion soluble

Las secuencias que codificaban el dominio CH1 alterado, contenidas dentro de particulas de fago eluidas, fueron
discontinuamente multiplicadas por PCR. Después de una restriccion con Ncol y Notl, fueron insertadas en
pNOTBAD (vector pBAD de Invitrogen con el sitio Notl posteriormente insertado). Después de la transformacion de
E. coli E104 con ellas, se seleccionaron las células en medio TYE con glucosa al 1 % y 100 pg/ml de ampicilina a 30
°C.

Expresion soluble de clones seleccionados y exploracion

Se cultivaron 4 x 96 colonias resistentes a ampicilina en 200 yl de medio 2xYT con ampicilina en placas de
microtitulacién sobre un dispositivo sacudidor durante la noche a 30 °C. Luego fueron estimuladas con L-arabinosa
afadida en una concentracion final de 0,1 %. Después de otra incubacion durante la noche, se recogieron las células
por centrifugaciéon durante 15 minutos a 2000 rpm y temperatura ambiental y se liberaron sus proteinas
periplasmicas mediante resuspensién en 100 pl de tampdn de borato sédico (borato sédico 160 mM, NaCl 200 mM,
pH = 8,0) e incubacién durante al menos 6 horas.

Para la exploracién, 4 placas de maleimida fueron revestidas con 100 ug/ml de una solucion de 50 pug/ml de péptido

Rp10-L disuelto en PBS, pH = 7,2, durante la noche a 4 °C. Las placas fueron luego bloqueadas con 10 ug/ml de
cisteina-HCI en PBS, con 200 pl por pocillo, durante 2 horas a temperatura ambiental.
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Luego se dej6 que la proteina periplasmica liberada reaccionase con el péptido unido afiadiendo 50 pl de lisado y 50
pl de BSA al 2 %-PBS, lo que fue seguido de una incubacién durante la noche a temperatura ambiental.

La unién de la proteina etiquetada con his fue revelada mediante una incubacién de 90 minutos con 100 pl por
pocillo de una solucién de anticuerpos contra tetra-his (QlAgen), diluidos a 1:1000 en BSA al 1 %-PBS, y una
incubacién de 90 minutos con 100 pl por pocillo de una soluciéon de anticuerpos anti-ratén generados en cabra y
marcados con HRP (Sigma), diluidos a 1:1000 en BSA al 1 %-PBS. Se observaron sefiales después de la adicién del
sustrato OPD (3 mg/ml) en tampén de fosfato/citrato sédico, pH = 4,5, y 0,4 ul/ml de H>O. Se detuvo la reaccidon
mediante la adicién de 100 pl de H.SO4 1,25 M.

Resultados de la exploracion en cuanto a la union de Rp10-L en un solo pocillo por clon

Clon A13 A79 A96 B6 B17 B19 B21 B23
A492/620 (0,027 0,353 0,023 |0,038 |0,036 0,037 |0,032 |0,035
Clon C14 C45 C49 C68 C79 C81 D36 D82

A492/620 (0,025 |0,021 |0,044 |0,025 |[0,051 0,021 |0,027 |0,086

Reaccion de fondo

Placa As92/620
A 0,008
B 0,012
C 0,015
D 0,015

Los clones que revelaban una sefial positiva fueron cultivados en 20 ml de 2xYT con ampicilina a 30 °C durante la
noche. Luego se inocularon a 1:20 en medio fresco y, después de 3 horas a 30 °C, se estimularon con L-arabinosa
en una concentracion final de 0,1 %, y se dej6 que expresaran el dominio CH1 recombinante durante la noche a 16
°C. Luego se lisé el periplasma de las células expresivas en 1 ml de tampon de borato sodico, pH = 8,0, durante un
minimo de 6 horas. Se dej6 que el extracto periplasmico reaccionara con el péptido Rp10-L y se reveld la unién
exactamente del modo anteriormente descrito.

Resultados de la exploracién en cuanto a la union de Rp10-L

Clon + - Clon + _
A13 -0,002 -0,006 C14 0,015 0,017
A79 0,004 0,001 C45 0,004 0,001
A96 0,010 0,006 C49 0,005 -0,001
B6 0,004 0,001 C68 0,003 0,001
B17 0,002 0,007 C79 0,005 0,002
B19 -0,002 0,007 C81 0,004 0,002
B21 0,002 0,001 D36 0,029 0,019
B23 0,055 0,020 D62 0,137 0,126
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Clonacion de clones seleccionados para expresion soluble en pET27b

Las secuencias que codificaban el dominio CH1 alterado, contenidas dentro de clones que producian una senal
significativa con respecto a la uniéon a Rp10-L, fueron multiplicadas por PCR. Después de una restriccién con Ncol y
Notl, fueron insertadas en pET27b (Novagen). Después de la transformacién de E. coli BL21 (DE3) con ellas, las
células transformadas fueron seleccionadas en medio TYE con glucosa al 1 % y 50 pug/ml de kanamicina a 30 °C.
Los clones que revelaban una sefial positiva fueron cultivados en 20 ml de medio M9ZB con glucosa al 2 % y
kanamicina a 30 °C durante la noche. Luego se inocularon a 1:20 en medio fresco y, después de 3 horas a 30 °C, se
estimularon con medio que contenia glicerol al 1 % en lugar de glucosa, kanamicina e IPTG 1 mM, y se dejé que
expresaran el dominio CH1 recombinante durante la noche a 16 °C. Luego se lisd el periplasma de las células
expresivas en 1 ml de tampdn de borato sédico, pH = 8,0, durante un minimo de 6 horas. Se analiz6 el extracto
periplasmico en cuanto a la presencia de proteina recombinante mediante transferencia Western y deteccién con
anticuerpos anti-tetra-his (QlAgen).

Secuencia de CH1 SMID especifico de CD20, clone C45

LOCUS c45 324 bp ds~DNA SYN 4=JUL~-10C6
1 goetecacca agggeecate gytcttacec ctygeaceet cotoodagag cascketggy
61 ggracagcaqg coctgggety cetggtcang gactactbce cegaaceygt gacggtgicy
121 tggisctcaq gecgegctgac cageggegty cacaccttee cggotgteel goegbcckoa
18] ggactctact cccteageay cgtggtaace gtagccacte tgggtgtige tgggoatctc
241 gtectgcRcl acatibgesa ¢jdigaakeac AAGOCCAGCE SCACCAADGE Jgachagaaa
J0l gttgagecen oetctgcgge cgot

1
ENTRADA c4s

5 10 1s 20 8 30
1 ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALAOGLYVE
J1 PYFPEPVTVSWHNSGSGALTIGVRERTFPAVLOSS
i GLY3LSSVVTIVAPLEVGGHLYLRYICNVNN

51 KPSNTKVOKKVEPKSAALA

Analisis de la union de CD20, expresado en células, usando FACS

Se lavaron aproximadamente 10° células Daudi con PBS (800 rpm, 5 minutos, temperatura ambiental) y se dejé que
el dominio CH3 recombinante, en BSA al 1 %-PBS, se uniera durante 2 horas sobre hielo. Se lavaron de nuevo las
células con PBS y se dejé que reaccionaran con 2 ug/ml de anticuerpo Alexa Fluor 488 anti-penta-His (QlAgen),
diluido en BSA al 1 %-PBS, durante 30 minutos sobre hielo. Después del lavado, se analizaron las células por FACS.
Como testigos, se usaron células no marcadas, el dominio CH1 de tipo silvestre y la linea celular K562.

Ejemplo 8: Aislamiento de proteinas mutantes en CL que se unen al antigeno CD20

Se llevaron a cabo 3 ciclos de panning. Placas activadas con maleimida (Pierce) fueron revestidas con un péptido
sintético que representa un mimotopo del marcador molecular CD20 de células B. Se afiadieron 200 pul de la solucién
siguiente por pocillo: PBS, pH = 7,2, con las siguientes concentraciones de péptido disuelto:

- 1¥ ciclo de panning: 100 pg/ml
- 22 ciclo de panning: 100 pg/ml
- 3% ciclo de panning: 50 pg/ml.

Se realizé una incubacion durante la noche a 4 °C, lo que fue seguido de un bloqueo con 10 pug/ml de cisteina-HCI
en PBS, con 200 pl por pocillo durante 2 horas a temperatura ambiental.

Luego se dej6 que el banco de fago para presentacion superficial, que presentaba el dominio CL mutado,
reaccionara con el péptido unido afnadiendo la suspension de fago y BSA al 2 %-PBS hasta 200 ul, lo que fue
seguido de una incubacién durante 45 minutos con sacudimiento y 90 minutos sin sacudimiento a temperatura
ambiental.

Las particulas de fago no unidas fueron separadas por lavado del modo siguiente:

- después del 1% ciclo de panning: 10 x 200 ul de T-PBS, 5 x 200 pl de T-PBS
- después del 1% ciclo de panning: 15 x 200 pl de T-PBS, 10 x 200 pl de T-PBS
- después del 1% ciclo de panning: 20 x 200 ul de T-PBS, 20 x 200 pl de T-PBS.

La elucién de las particulas unidas se llevé a cabo afadiendo 200 pl de glicocola 0,1 M, pH = 2,2, por pocillo e
incubando con sacudimiento durante 30 minutos a temperatura ambiental. Posteriormente, la suspension de fago fue
neutralizada mediante la adicion de 60 pl de Tris base 2 M, lo que fue seguido de la infeccidn de células E. coli TG1
por mezclamiento de 10 ml de cultivo en crecimiento exponencial con 0,5 ml de fago eluido e incubacion durante 30
minutos a 37 °C. Finalmente, se sembraron las bacterias infectadas en placas de medio TYE con glucosa al 1 % y
100 pg/ml de ampicilina y se incub6 a 30 °C durante la noche.
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Resultados del panning del banco de CL - fago sobre el péptido Rp10-L

Titulos de fago

Ciclo de panning |Concentracién de RP10-L Entrada (fago/ml) Salida (fago/ml)
19 100 pg/ml 2,8x10™ 3,6x10"

20 100 pg/ml 4,29x10™ 6,88x10°

3¢ 50 pg/ml 1x10™ 6,54x10"

Clonacion de clones seleccionados para expresion soluble

Las secuencias que codificaban el dominio CL alterado, contenidas dentro de particulas de fago eluidas, fueron
discontinuamente multiplicadas por PCR. Después de una restriccion con Ncol y Notl, fueron insertadas en
pNOTBAD (vector pBAD de Invitrogen con el sitio Notl posteriormente insertado). Después de la transformacion de
E. coli E104 con ellas, se seleccionaron las células en medio TYE con glucosa al 1 % y 100 pg/ml de ampicilina a 30
°C.

Expresion soluble de clones seleccionados y exploracion

Se cultivaron 4 x 96 colonias resistentes a ampicilina en 200 yl de medio 2xYT con ampicilina en placas de
microtitulacién sobre un dispositivo sacudidor durante la noche a 30 °C. Luego fueron estimuladas con L-arabinosa
afadida en una concentracion final de 0,1 %. Después de otra incubacion durante la noche, se recogieron las células
por centrifugacién durante 15 minutos a 2000 rpm y temperatura ambiental y se liberaron sus proteinas
periplasmicas mediante resuspensién en 100 pl de tampdn de borato sédico (borato sédico 160 mM, NaCl 200 mM,
pH = 8,0) e incubacién durante al menos 6 horas.

Para la exploracién, 4 placas de maleimida fueron revestidas con 100 pug/ml de una solucion de 50 pg/ml de péptido
Rp10-L disuelto en PBS, pH = 7,2, durante la noche a 4 °C. Las placas fueron luego bloqueadas con 10 ug/ml de
cisteina-HCI en PBS, con 200 pl por pocillo, durante 2 horas a temperatura ambiental.

Luego se dejé que la proteina periplasmica liberada reaccionase con el péptido unido afiadiendo 50 pl de lisado y 50
ul de BSA al 2 %-PBS, lo que fue seguido de una incubacién durante la noche a temperatura ambiental.

La unién de la proteina etiquetada con his fue revelada mediante una incubaciéon de 90 minutos con 100 pl por
pocillo de una solucién de anticuerpos contra tetra-his (QlAgen), diluidos a 1:1000 en BSA al 1 %-PBS, y una
incubacién de 90 minutos con 100 pl por pocillo de una soluciéon de anticuerpos anti-raton generados en cabra y
marcados con HRP (Sigma), diluidos a 1:1000 en BSA al 1 %-PBS. Se observaron sefiales después de la adicion del
sustrato OPD (3 mg/ml) en tampdn de fosfato/citrato sédico, pH = 4,5, y 0,4 pl/ml de H2O». Se detuvo la reaccién
mediante la adicion de 100 pl de HoSO4 1,25 M.

Resultados de la exploracién en cuanto a la union de Rp10-L en un solo pocillo por clon

Clon A2 A51 A57 A64 B21 B23 B44 B92

A492/620 0,048 |0,083 (0,035 |0,032 (0,037 |0,036 (0,041 |0,154

Clon C18 C19 Cas C56 C76 D2 D51 D82

A492/620 0,153 (0,033 |0,042 (0,062 |0,030 |0,016 0,033 |0,046

Reaccion de fondo

Placa Asg2/620
A 0,016
B 0,016
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C 0,012

D 0,014

Los clones que revelaban una sefial positiva fueron cultivados en 20 ml de 2xYT con ampicilina a 30 °C durante la
noche. Luego se inocularon a 1:20 en medio fresco y, después de 3 horas a 30 °C, se estimularon con L-arabinosa
en una concentracion final de 0,1 %, y se dej6 que expresaran el dominio CL recombinante durante la noche a 16
°C. Luego se lisé el periplasma de las células expresivas en 1 ml de tampon de borato sodico, pH = 8,0, durante un
minimo de 6 horas. Se dej6 que el extracto periplasmico reaccionara con el péptido Rp10-L y se reveld la unién
exactamente del modo anteriormente descrito.

Resultados de la exploracién en cuanto a la union de Rp10-L

Clon + - Clon + —
A2 0,002 0,001 c18 0,025 0,041

A57 0,006 0,004 C19 0,006 0,003

A62 0,016 0,005 c28 0,010 0,003

A64 0,006 0,006 C56 0,026 0,010

B21 0,005 -0,002 C76 0,075 0,034
B23 0,004 0,004 D2 0,003 0,002

B44 0,007 0,002 D82 0,007 -0,007
B92 0,038 0,017

Clonacion de clones seleccionados para expresion soluble en pET27b

Las secuencias que codificaban el dominio CL alterado, contenidas dentro de clones que producian una sefal
significativa con respecto a la union a Rp10-L, fueron multiplicadas por PCR. Después de una restriccién con Ncol y
Notl, fueron insertadas en pET27b (Novagen). Después de la transformacion de E. coli BL21 (DE3) con ellas, las
células transformadas fueron seleccionadas en medio TYE con glucosa al 1 % y 50 pug/ml de kanamicina a 30 °C.

Los clones que revelaban una sefial positiva fueron cultivados en 20 ml de medio M9ZB con glucosa al 2 % y
kanamicina a 30 °C durante la noche. Luego se inocularon a 1:20 en medio fresco y, después de 3 horas a 30 °C, se
estimularon con medio que contenia glicerol al 1 % en lugar de glucosa, kanamicina e IPTG 1 mM, y se dej6 que
expresaran el dominio CL recombinante durante la noche a 16 °C. Luego se lis6 el periplasma de las células
expresivas en 1 ml de tampdn de borato sédico, pH = 8,0, durante un minimo de 6 horas. Se analiz6 el extracto
periplasmico en cuanto a la presencia de proteina recombinante mediante transferencia Western y deteccion con
anticuerpos anti-tetra-his (QlAgen).

Ejemplo 9: Clonacién, expresién y caracterizacién de un Fcab que se une a integrinas

El péptido CRGDCL potencialmente ciclico fue originalmente aislado por Koivunen et al. en 1993 (J. Biol. Chem., 25
de septiembre de 1993, 268 (27): 20.205-10) a partir de un banco de péptidos de 6 aminoacidos expresado en un
fago filamentoso, y se mostré que inhibia la unién de un fago que expresa RGD a la integrina Vv31 o la fijacion de
células que expresan Vv31 a fibronectina. El péptido también inhibia la fijacién celular mediada por las integrinas
Vv31,Vv33 yVv35.

Hemos insertado la secuencia GCRGDCL en el bucle estructural (el bucle "EF") del dominio CH3 de IgG1 humana.
Con este fin, se mutaron los restos Asp92 y Lys93 (numeracién IMGT) por Gly y Leu, respectivamente, y se
insertaron los 5 restos CRGDC entre estos restos 92 y 93 mutados para crear el bucle con el motivo RGD ligante de
integrinas, usando técnicas de clonacion estandares. En el extremo C del inserto, la secuencia fue fusionada en
marco con el sitio de clonaciéon mdltiple del vector de modo que la etiqueta de HSV y la etiqueta de His se fijaran C-
terminalmente a la proteina recombinante. EI nombre de esta proteina recombinante es Fcab-RGD4, o
abreviadamente RGD4. A continuacion se muestran la secuencia de DNA que codifica Fcab-RGD4 y la traduccion
en secuencia de aminoacidos.
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T VIeYYYIVCC IECLECCEYC CECLECICCL EeLCICCLEC ICCICECEEC CCYGCCEECe yiGeGEYIEH CCeyecceyy VICLICIGYC YYYYCICYCY
+3 A K X ©r I b 1 VY'Y TP rTYVY Ob.¥Y WV R V E_ B K. .2 C D K- 8. H

TACTTTATGG ACGACGGCTG GCGACGACGA CCAGACGACG AGGAGCGCCG GGTCGGCCGC TACCGGTACC GGCTCGGGTT TAGAACACTG TTTTGAGTGT

PR B E, b L b, G G P8 V.F

+3 3 €T R P TR PR B E, b b6 6 P S VP L ¥ P B K B MY TR.T P E
101 CAGCA CCTGAACTCC TGGGGGGACC GICAGTCTTC CTCTTCCCCC ‘CARARCC G TC ATGATCTCCC GGACCCCTGA
GTACGGGTGG CACGGGTCGT GGACTTGAGG ACCCCCCTGG CAGTCAGAAG GAGAAGGGGG GTTTTGGGTT CCTGTGGGAG TACTAGAGGG CCTGGGGACT

3 OVIRTC TVCWIIVT D VST H R B R B VK LE TN R Y VoD g NTESY CHE N A K T KB
201 GGTCACATGC GTGGTGGTGG ACGTGAGCCA CGAAGACCCT GAGGTCAAGT TCAACTGGTA CGTGGACGGC GTGGAGGTGC ATAATGCCAR GACARAGCCG
CCAGTGTACG CACCACCACC TGCACTCGGT GCTTCTGGGA CTCCAGTTCA AGPTGACCAT GCACCTGCCG CACCTCCACG TATTACGGTT CTGTTTCGGC

3 RIEETE Y N ST R TV Vo8 Ty LTV L Ko W TN 6 R TE e YR TRV
30) CGGGAGBAGE AGTACAACAG CACGTACCGT GTGGTCAGEE TCCTCACCGT CCTGCACCAG GACTGGCTGA ATGGCAAGGA GTACAAGTGC AAGGTCTCCA
GCCCTCCTCG TCATGTTGTC GTGCATGGCA CACCAGTCGC AGGAGTGGCA GGACGTGGTC CTGACCGACT TACCGTTCCT CATGTTCACG TTCCAGAGGT

+3 WUKTATL T ECR R T ETK. T R E P Q. LB B STERT D ETR
101 ACRARGCECT CECABCECCE NTCGAGRRAR CCATCTCCAR AGCCAARGGE CAGCCCCGAG ARCCACAGGT. GTACACCCTG CCECCATCCE GGGATGAGET

TGTTTCGGGA GGGTCGGGGE TAGCTCTTTT GGTAGAGGTT TCGGTTTCCC GTCGGGGCTC TTGGTGTCCA CATGTGGGAC GGGGGTAGGG CCCTACTCGA

43 TS DIV PN I < AT 2 LT RV TE W LB S TN L N N
501 GACCARGARC CAGGTCAGCE TORCOTGCET GGTCAAAGG: TTCTATCCOR GCGACATCGC COTGGAGTGE GAGAGCM\TG GAACAACTAC
CTGGTTCTTG GTCCAGTCGG ACTGGACGGA CCAGTTTCCG AAGATAGGGT CGCTGTAGCG GCACCTCACC CTCTCGTTAC CTTGTTGATG

+3
601

o TS E L TE LY 8 R TN T WL
C CTCCCGTGCT GGACTCCGAC GGCTCCTTET TCCTCTACAG CAAGCTTACC GTGG TCTGAGCAGE TGGCAGCAGE
TTCTGGTGCG GAGGGCACGA CCTGAGGCTG CCGAGGAAGA AGGAGATGTC GTTCGAATGG CACCCAACGG CGCCACTAAC AGACTCGTCC ACCGTCGTCC

: L H COCR T8 L uS PTG AL E 12
701 GGAACGTCTT CTCATGCTCC GTGATGCATG AGGCTCTGCA CAACCACTAC ACGCAGAAGA GCCTCTCCCT GTCTCCGGGT éidACTCGAGAT
CCTTGCAGAA GAGTACGAGG CACTACGTAC TCCGAGACGT GTTGGTGATG TGCGTCTTCT CGGAGAGGGA CAGAGGCCCA TTTCGCCGGC GTGAGCTCTA

+3 K R A B v E B
801 CAAACGGGCT AGCCAGCCAG AACTCGCCCC GGAAGACCCC GAGGATGTCG AGCACCACCA CCACCACCAC
GTTTGCCCGA TCGGTCGGTC TTGAGCGGGG CCTTCTGGGG CTCCTACAGC TCGTGGTGGT GGTGGTGGTG

Las secuencias que codificaban Fcab-RGD4 y Fcab-wt fueron respectivamente introducidas en el vector de
expresion pCEP4 de mamifero mediante técnicas de clonaciéon convencionales. Se transfectaron transitoriamente
células HEK 293 con estos plasmidos de expresion y, después de 3 dias y después de una semana, se recolectd en
medio de cultivo que contenia Fcab. Los Fcabs fueron purificados por medio de una columna de proteina A y una
elucion acida de la columna, lo que fue seguido de una inmediata neutralizaciéon. Los Fcabs fueron sometidos a
dialisis frente a PBS y fueron examinados mediante un ELISA para unién a la integrina VvBs humana (Chemicon).

Para el ELISA de integrinas, se revistieron placas Maxisorp con 1 ug/ml de mtegrlna VvB3 humana en PBS durante
la noche y se bloquearon durante 1 hora con BSA en PBS que contenia Ca®* 1 mM. Se dej6 que Fcab-RGD4 y
Fcab-wt, respectivamente, se unieran durante 1 hora a la proteina purificada en diversas diluciones, empezando en
10 pg/ml. Se detectaron las Fcabs unidas, mediante proteina A marcada con HRP, y TMB como sustrato. La union
de RGD4 a la integrina (linea roja) dio lugar a sefales significativas de la proteina, desde 10 ug/ml hasta 0,16 ug/ml.
Como testigos negativos, no se uni6 RGD4 a la placa en ausencia de integrina (linea gris) ni se uni6 Fcab-wt a la
placa revestida con integrina (linea verde). La union del mAb comercial LM609 anti-integrina VvBs humana generado
en raton (Chemicon; linea azul) sirvi6 como testigo positivo.

Concentracion |Fcab-RGD4  |Fcab-wt Fcab-RGD4 blanco del|{LM609 (mAb anti-
de proteina revestimiento integrina)

pg/mi DO a 450 DO a 450 DO a 450 DO a 450

10 3,4513 0,0485 0,0152 0,6475

2,500 1,7446 0,0338 0,0127 0,6443

0,625 0,7068 0,0337 0,0125 0,6570

0,156 0,2384 0,0327 0,0123 0,6257

0,039 0,0829 0,0295 0,0127 0,3907

0,010 0,0388 0,0276 0,0103 0,1567

0,002 0,0303 0,0273 0,0112 0,0770

Tabla: Datos de ELISA que demuestran la uniéon de RGD4 y LM609 a la o33 humana. Se examinaron las diversas
proteinas en concentraciones como las indicadas en la primera columna, lo que dio lugar a las sefales a 450 nm de
las respectivas filas. En la segunda columna se muestran los valores de la unién de Fcab-RGD4 producido por HEK
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y purificado con proteina A a la integrina, en la tercera el testigo negativo Fcab-wt, y en la cuarta el testigo blanco del
revestimiento de Fcab-RGD4. En la dltima columna se muestran los valores para la unién del mAb LM609 anti-
integrina owP3s generado en raton.
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REIVINDICACIONES

1. Una inmunoglobulina multivalente o parte de la misma que se une especificamente a al menos dos moléculas de
la superficie celular de una sola célula con al menos una modificacion en al menos una regién de bucles
estructurales de dicha inmunoglobulina que determina la unién con un epitopo de dichas moléculas de superficie
celular, en donde la regién de bucles estructurales modificada estd dentro de un dominio constante de dicha
inmunoglobulina y la modificacién es una delecidn, una sustitucion, una insercién o una combinacion de las mismas,
y en donde la inmunoglobulina no modificada no se une significativamente a dicho epitopo.

2. Inmunoglobulina de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que la regién de bucles estructurales modificada esta
dentro de CH1, CH2, CH3, CH4, Igk-C, Igl-C, o una parte del mismo.

3. Inmunoglobulina de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, caracterizada por que dicha regién de bucles
estructurales modificada comprende al menos 6 modificaciones de aminoacido.

4. Inmunoglobulina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada por que las regiones
de bucles modificadas de un CH1, un CH2, un CH3 o un CH4 de origen humano o murino comprenden al menos una
modificacion en los aminoacidos 7 a 21, los aminoacidos 25 a 39, los aminoacidos 41 a 81, los aminoacidos 83 a 85,
los aminoacidos 89 a 103 o los aminoéacidos 106 a 117.

5. Inmunoglobulina de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada por que las regiones de
bucles de Igk-C o Igl-C de origen humano comprenden al menos una modificacién en los aminoacidos 8 a 18, los
aminoacidos 27 a 35, los aminoacidos 42 a 78, los aminoacidos 83 a 85, los aminoacidos 92 a 100, los aminoacidos
108 a 117 o los aminoéacidos 123 a 126.

6. Inmunoglobulina de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada por que las regiones de
bucles de Igk-C o Igl-C de origen murino comprenden al menos una modificacién en los aminoacidos 8 a 20, los
aminoacidos 26 a 36, los aminoacidos 43 a 79, los aminoacidos 83 a 85, los aminoacidos 90 a 101, los aminoacidos
108 a 116 o los aminodacidos 122 a 125.

7. Inmunoglobulina de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada por que el dominio
constante de inmunoglobulina es de origen camélido.

8. Inmunoglobulina de acuerdo con la reivindicacién 7, caracterizada por que la inmunoglobulina comprende al
menos un dominio constante modificado seleccionado del grupo que consiste en CH1, CH2 y CH3.

9. Inmunoglobulina de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizado por que las regiones de bucles modificadas de
un CH1, un CH2 y/o un CH3 comprenden al menos una modificacion dentro de los aminoacidos 8 a 20, los
aminoacidos 24 a 39, los aminoacidos 42 a 78, los aminoacidos 82 a 85, los aminoacidos 91 a 103 o los
aminoacidos 108 a 117.

10. Inmunoglobulina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizada por que la
inmunoglobulina modificada esta ademas combinada con una o mas inmunoglobulinas modificadas o con
inmunoglobulinas no modificadas, o partes de las mismas, para obtener una inmunoglobulina de combinacion.

11. Acido nucleico que codifica una inmunoglobulina o parte de la misma de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9.

12. Método para alterar una inmunoglobulina multivalente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10,
que comprende las etapas de:

- proporcionar un acido nucleico que codifica una inmunoglobulina que comprende al menos una regiéon de
bucles estructurales dentro de un dominio constante,

- modificar al menos un resto nucleotidico de dicha region de bucles estructurales,

- transferir dicho acido nucleico modificado a un sistema de expresion;

- expresar dicha inmunoglobulina multivalente;

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

determinar si dicha inmunoglobulina multivalente se une a dicho epitopo.
13. Método para producir una inmunoglobulina multivalente de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 10, o una preparacion farmacéutica de la misma, y determinar la unién de dicha inmunoglobulina con un epitopo

de un antigeno, en donde la inmunoglobulina no modificada no se une de forma significativa a dicho epitopo, que
comprende las etapas de:
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- proporcionar un acido nucleico que codifica una inmunoglobulina que comprende al menos una regién de
bucles estructurales dentro de un dominio constante,

- modificar al menos un resto nucleotidico de al menos una de dichas regiones de bucles,

- transferir dicho acido nucleico modificado a un sistema de expresion;

- expresar dicha inmunoglobulina modificada;

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

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

- proporcionar la inmunoglobulina modificada que se une con dicho epitopo y opcionalmente terminarla en una
preparacion farmacéutica.

14. Método de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que la inmunoglobulina se une especificamente a al menos
una primera molécula y comprende al menos una modificacién en al menos una regién de bucles estructurales de
dicha inmunoglobulina, y el método comprende determinar la unién especifica de dicha al menos una regién de
bucles estructurales con al menos una segunda molécula, en donde la inmunoglobulina que contiene una regién de
bucles estructurales no modificada no se une especificamente a dicha al menos una segunda molécula, que
comprende las etapas de:

- proporcionar un acido nucleico que codifica una inmunoglobulina que se une especificamente a al menos una
primera molécula que comprende al menos una region de bucles estructurales dentro de un dominio constante,

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

- transferir dicho acido nucleico modificado a un sistema de expresion;

- expresar dicha inmunoglobulina modificada;

- poner en contacto la inmunoglobulina modificada expresada con dicha al menos una segunda molécula, y

- determinar si dicha inmunoglobulina modificada se une especificamente a la segunda molécula y

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

15. Una inmunoglobulina multivalente de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para uso como
un medicamento.

16. Una inmunoglobulina multivalente de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 en la que la
inmunoglobulina multivalente es biespecifica.
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